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НЕЙТРОФИЛ КАК «МНОГОФУНКЦИОНАЛЬНОЕ 

УСТРОЙСТВО» ИММУННОЙ СИСТЕМЫ

И.И. Долгушин1, Е.А. Мезенцева1, А.Ю. Савочкина1, Е.К. Кузнецова2

1 ФГБОУ ВО Южно-Уральский государственный медицинский университет МЗ РФ, г. Челябинск, Россия
2 ФГБОУ ВО Оренбургский государственный медицинский университет МЗ РФ, г. Оренбург, Россия

Резюме. За последние 2–3 десятилетия благодаря использованию новых технологий было значительно расши-

рено представление о спектре функциональных возможностей нейтрофильных гранулоцитов. Детально из-

учен их эффекторный потенциал в отношении инфекционных агентов, включающий фагоцитоз, продукцию 

активных форм кислорода и азота, дегрануляцию с высвобождением многочисленных ферментов и антими-

кробных пептидов, образование внеклеточных ловушек. При этом установлено, что многие их тех факторов, 

которые нейтрофилы используют для прямого уничтожения патогенов, оказывают регулирующее влияние 

в отношении других клеток иммунной системы и самих нейтрофилов. Кроме того, при активации нейтрофи-

лы способны синтезировать ряд биологически активных молекул de novo. Реализация иммунорегуляторного 

влияния нейтрофилов в отношении макрофагов, дендритных клеток, Т-лимфоцитов и В-лимфоцитов может 

происходить как путем прямого межклеточного контакта, так и опосредовано через продукцию цитокинов 

и других биологически активных медиаторов. Амбивалентное — как хелперное, так и супрессорное — воздей-

ствие нейтрофилов на клетки иммунной системы свидетельствует об их важной роли как в условиях гомеоста-

за, так и при различных видах патологии, в частности при развитии злокачественных опухолей. Способность 

нейтрофильных гранулоцитов проявлять разнообразные, порой даже антагонистические варианты воздей-

ствия на иммунные клетки и клетки других тканей, свидетельствует об их функциональной пластичности 

и, вероятно, гетерогенности. При этом вектор активности, проявляемой нейтрофилами, во многом зависит 

от того микроокружения, в котором они оказываются, выходя из периферического кровотока. Традицион-

но считаясь индукторами воспалительной реакции, нейтрофилы демонстрируют способность параллельно 

включать механизмы, способствующие ограничению и разрешению воспаления. Благодаря интравиталь-

ной микроскопии в моделях на животных установлена способность нейтрофилов возвращаться в кровоток 

после выхода во внесосудистое пространство, что бросает вызов классической концепции однонаправлен-

ности миграции нейтрофилов из сосудистого русла в ткани. Также получены доказательства, что в опреде-

ленных условиях нейтрофилы могут проявлять себя как антиген-презентирующие клетки по отношению 

к Т-лимфоцитам и рекрутироваться из сайтов воспаления в дренирующие лимфатические узлы. И хотя мно-

гие данные получены в условиях in vitro или в моделях на животных и поэтому требуют дополнительного из-

учения и подтверждения, однозначно можно констатировать, что влияние нейтрофилов не ограничивается 

рамками системы врожденного иммунитета.

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, иммунорегуляторные функции, воспаление, адаптивный иммунитет, рак, 

тумор-ассоциированные нейтрофилы.

Адрес для переписки:

Савочкина Альбина Юрьевна
454092, Россия, г. Челябинск, ул. Воровского, 64, 
ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава России.
Тел.: 8 (912) 772-58-06.
E-mail: alina7423@mail.ru

Contacts:

Albina Yu. Savochkina
454092, Russian Federation, Chelyabinsk, Vorovskogo str., 64, 
South-Ural State Medical University.
Phone: +7 (912) 772-58-06.
E-mail: alina7423@mail.ru

Библиографическое описание:

Долгушин И.И., Мезенцева Е.А., Савочкина А.Ю., Кузнецова Е.К. 
Нейтрофил как «многофункциональное устройство» иммунной 
системы // Инфекция и иммунитет. 2019. Т. 9, № 1. С. 9–38. 
doi: 10.15789/2220-7619-2019-1-9-38

Citation:

Dolgushin I.I., Mezentseva E.A., Savochkina A.Yu., Kuznetsova E.K. 
Neutrophil as a multifunctional relay in immune system // Russian Journal 
of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2019, vol. 9, no. 1, 
pp. 9–38. doi: 10.15789/2220-7619-2019-1-9-38

© Долгушин И.И. и соавт., 2019 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-2019-1-9-38



10

Инфекция и иммунитетИ.И. Долгушин и др.

NEUTROPHIL AS A MULTIFUNCTIONAL RELAY IN IMMUNE SYSTEM

Dolgushin I.I.a, Mezentseva E.A.a, Savochkina A.Yu.a, Kuznetsova E.K.b

a South-Ural State Medical University of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Chelyabinsk, Russian Federation
b Orenburg State Medical University of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Orenburg, Russian Federation

Abstract. Over the last two or three decades, a concept regarding functional capacities of neutrophilic granulocytes has 

been remarkably extended owing to new technologies. Neutrophil-related effector potential against infectious agents, 

including phagocytosis, production of reactive oxygen and nitrogen species, degranulation coupled with the released mul-

tiple enzymes and antimicrobial peptides, and the extracellular trap formation have been studied in detail. In particular, 

it was found that many of the factors used by neutrophils to directly destroy pathogens also exert regulatory effects on other 

immune cells as well as on neutrophils in an autocrine manner. In addition, activated neutrophils are able to de novo syn-

thesize a range of biologically active molecules. Neutrophil-related immunoregulatory effects on macrophages, dendritic 

cells, T-lymphocytes and B-lymphocytes may be mediated both via direct intercellular contacts and indirectly through 

production of cytokines and other biologically active mediators. Ambiguous proactive and suppressive neutrophil-related 

effects on immune cells evidence about their important role played both in homeostasis and diverse pathologies, particu-

larly in developing malignant tumors. Diverse, even opposing impact exhibited by neutrophilic granulocytes on immune 

cells and cells in non-lymphoid tissues, point at their functional plasticity and, probably, heterogeneity. Upon that, modal-

ity of effects elicited by neutrophils largely depends on surrounding microenvironment while they exit from the circula-

tion. Widely considered as an inflammatory response inducer, neutrophils are able to simultaneously trigger mechanisms 

facilitating restriction and resolution of inflammatory reaction. Using intravital microscopy in animal models, it allowed 

to discover that neutrophils are able to re-enter circulation after exiting into the extravascular space, thereby challenging 

a classical concept about a unidirectional neutrophil migration from the blood vessels to body tissue. In addition, evidence 

that neutrophils can serve as antigen-presenting cells for T cells under certain conditions and are recruited from inflam-

matory sites to draining lymph nodes were also obtained. Although a body of the data were obtained in vitro or in animal 

models, which therefore require to be further examined and verified, it may be unequivocally acknowledged that a neutro-

phil-related impact is not only limited to innate immunity.

Key words: neutrophil granulocytes, immunoregulatory functions, inflammation, adaptive immunity, cancer, tumor-associated neutrophils.

Во многих статьях последних лет, посвя-

щенных нейтрофильным гранулоцитам, отме-

чается, что взгляд на эти клетки претерпел из-

менения и значительно расширился за послед-

ние два десятилетия. Уникальная роль ней-

трофилов заключается, безусловно, не только 

в важных эффекторных функциях защиты 

от инфекционных агентов. На сегодняшний 

день нет сомнений, что нейтрофильные грану-

лоциты участвуют в инициации, модуляции, 

регулировании и разрешении реакций врож-

денного и адаптивного иммунитета через пря-

мые (путем межклеточного контакта) и опосре-

дованные (через продукцию цитокинов и дру-

гих биологически активных медиаторов) меха-

низмы. Кроме того эти клетки играют важную 

роль в репарации тканей и поддержании тка-

невого гомеостаза. При этом отмечается функ-

циональная и фенотипическая гетерогенность 

и пластичность этих клеток [5, 6, 7, 39, 95, 117, 

118, 155, 164, 185, 192, 203, 231].

Понимание физиологии и функциональ-

ной роли нейтрофилов расширилось, в том 

числе благодаря новым технологиям и мето-

дам исследования in vitro и in vivo: использо-

вание трансгенных и генетически нокаутных 

(genetic knock-out) животных; блокирующих, 

истощаю щих, меченых антител; многоцвет-

ной проточной цитофлуориметрии, клеточ-

ных сортеров и др. Огромный вклад в улуч-

шение понимания и детализацию биологии 

нейтрофилов внесла прижизненная микро-

скопия (intravital microscopy) [102, 231]. Данная 

технология помогает визуализировать разные 

типы клеток и проследить за реализацией их 

функций в режиме реального времени в орга-

низме живого животного [143, 196]. Благодаря 

прижизненной микроскопии удалось изучить 

процессы рекрутирования, адгезии, мигра-

ции нейтрофилов, более детально охаракте-

ризовать эффекторные механизмы, такие как 

фагоцитоз и образование нейтрофильных 

внеклеточных ловушек (neutrophil extracellular 

traps — NETs), исследовать взаимодействия 

нейтрофилов с другими клетками, тканями, 

микроорганизмами [94, 114, 161, 242]. Однако 

следует учитывать, что данные, полученные 

при исследовании ex vivo или в моделях живот-

ных, например, мышей или рыб Данио-рерио 

(zebrafish), не всегда могут абсолютно идентич-

но отражать механизмы и процессы, развиваю-

щиеся в организме человека.

В настоящем обзоре мы хотим сфокуси-

ровать внимание на данных последних лет, 

отражающих взаимоотношения нейтрофи-

лов с другими клетками иммунной системы 

(макрофагами, дендритными клетками, Т- 

и В-лимфоцитами) и демонстрирующих регу-

ляторные функции нейтрофилов в развитии 

воспаления и иммунного ответа.
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Нейтрофилы, моноциты/макрофаги 
и острое воспаление

По классическим канонам воспаления ней-

трофилы первыми прибывают в ткани при их 

повреждении (стерильная травма) или при 

микробной инвазии. Рекрутированию ней-

трофилов из кровотока в очаг способствуют, 

в первую очередь, резидентные тканевые ма-

крофаги, которые активируются при распозна-

вании патоген-ассоциированных молекуляр-

ных паттернов (pathogen-associated molecular 

patterns — PAMPs) или молекулярных паттер-

нов, ассоциированных с повреждением соб-

ственных клеток и тканей (damage-associated 

molecular patterns — DAMPs) [9, 13, 202]. После 

микробного заражения и при стерильной трав-

ме активированные макрофаги продуцируют 

хемоаттрактанты для нейтрофилов, такие как 

CXCL1 (KC), CXCL2 (macrophage-inflammatory 

protein-2 — MIP-2), CXCL8 (IL-8) [52, 171]. 

Кроме того, в макрофагах происходит актива-

ция Nlrp3 инфламмасом, результатом чего яв-

ляется образование мощного провоспалитель-

ного цитокина IL-1β. IL-1β способствует повы-

шению эскпрессии молекул адгезии на поверх-

ности эндотелия и хемокинов, в том числе KC 

и MIP-2 [146, 168]. Результатом действия пере-

численных факторов является быстрая мигра-

ция нейтрофилов в очаг заражения/травмы. 

Прибыв на место, нейтрофилы индуцируют 

вторую волну воспалительной реакции. Они 

выделяют хемоаттрактантные факторы, такие 

как катепсин G и азуроцидин (CAP37), кото-

рые участвуют в рекрутировании моноцитов 

[37, 207], индуцируют изменения в структуре 

цитоскелета эндотелиальных клеток, тем са-

мым способствуя трансмиграции моноцитов 

[78]. Вышедшие в ткани моноциты трансфор-

мируются в макрофаги и становятся полноцен-

ными участниками воспалительного процесса. 

При этом они продуцируют такие цитокины, 

как гранулоцитарно-макрофагальный коло-

ниестимулирующий фактор (GM-CSF), гра-

нулоцитарный колониестимулирующий фак-

тор (G-CSF) и фактор некроза опухолей альфа 

(TNFα), способствуя увеличению срока жизни 

нейтрофилов и давая им, тем самым, реализо-

вать свой эффекторный потенциал [208, 217], 

проявляющийся в фагоцитозе, высвобождении 

содержимого гранул, продукции активных 

форм кислорода и образовании внеклеточных 

ловушек [117]. Таким образом, нейтрофилы 

и макрофаги становятся «братьями по ору-

жию» и выступают «единым фронтом» в борьбе 

с флогогенным фактором.

Как стало известно в последние годы, в за-

висимости от тканевого микроокружения ма-

крофаги могут приобретать М1 или М2 фено-

тип, что обуславливает их провоспалительную 

(М1) или противовоспалительную (М2) актив-

ность [10, 87, 142]. Провоспалительные макро-

фаги экспрессируют индуцибельную NO-син-

тазу и CD40 и продуцируют TNFα и IL-6, тогда 

как противовоспалительные макрофаги экс-

прессируют аргиназу I и CD206 и продуци-

руют трансформирующий фактор роста бета 

(transforming growth factor — TGF-β) и IL-10 [129, 

241]. Во время начальных стадий инфекцион-

ного воспаления нейтрофилы индуцируют M1 

фенотип макрофагов, способствуя их провос-

палительной активности. Одним из механиз-

мов, с помощью которых нейтрофилы опосре-

дуют подобную поляризацию макрофагов, яв-

ляется высвобождение ими азуроцидина [160].

Однако выраженность и продолжитель-

ность острого воспаления должна жестко 

контролироваться, чтобы, с одной стороны, 

привес ти к устранению причинного фактора 

(например, уничтожению и элиминации ин-

фекционного агента), с другой стороны, не на-

нести значительного ущерба окружающим тка-

ням, не перейти в хронический процесс, не вы-

звать развитие аутоиммунного поражения.

Разрешение острого воспаления включает 

в себя несколько этапов: 1) прекращение ин-

фильтрации очага воспаления нейтрофильны-

ми гранулоцитами; 2) восстановление сосудис-

той проницаемости; 3) гибель нейтрофилов 

(главным образом путем апоптоза); 4) нефлого-

генное привлечение в очаг воспаления моноци-

тов; 5) фагоцитоз макрофагами апоптотичес-

ких нейтрофилов и тканевого детрита [2].

Активированные нейтрофилы с самых ран-

них стадий развития воспаления выделяют 

эктосомы, которые обладают мощным про-

тивовоспалительным эффектом. Они пред-

ставляют собой везикулы с цитозолем, диа-

метром 50–200 нм, экспонирующие фосфати-

дилсерин на внешней поверхности мембраны. 

Связываясь с помощью фосфатидилсерина 

с мембраной макрофагов, эти микрочастицы 

усиливают продукцию TGF-β и подавляют об-

разование IL-10, IL-8, TNFα активированными 

макрофагами, то есть вызывают «перепрограм-

мирование» в сторону противовоспалительно-

го фенотипа [59, 76].

Одним из механизмов разрешения остро-

го воспаления является апоптоз нейтрофилов 

с последующим фагоцитозом тканевыми ма-

крофагами (эффероцитоз) [83, 169]. Аннексин 

A1 (AnxA1), белок, продуцируемый нейтрофи-

лами, усиливает этот процесс, увеличивая фа-

гоцитарную способность макрофагов, одновре-

менно потенцируя апоптоз соседних нейтро-

филов и предотвращая трансэндотелиальную 

миграцию нейтрофилов [191, 209]. Макрофаги 
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распознают апоптотические клетки, в том чис-

ле, по наличию на их поверхности фосфати-

дилсерина — сигнала «съешь меня» [169, 191]. 

Кроме того, AnxA1, являясь хемоаттрактантом 

для моноцитов, усиливает нефлогогенное ре-

крутирование последних в ткани с последую-

щей дифференцировкой в макрофаги, которые 

поглощают и уничтожают оставшиеся в тканях 

нейтрофилы [37]. Фагоцитоз апоптозных ней-

трофилов способствует трансформации ма-

крофагов в сторону М2 фенотипа. В таких ма-

крофагах подавляется продукция целого ряда 

провоспалительных цитокинов, в том числе 

IL-23, вовлеченного в гранулоцитопоэз, тогда 

как секреция TGF-β1, важного супрессорного 

цитокина, и простагландина Е2 (PGE2) увели-

чивается [66, 214]. Кроме того, у макрофагов, 

захвативших апоптозные нейтрофилы, снижа-

ется фагоцитарная способность по отношению 

к другим объектам, уменьшается продукция 

NO и Н2О2. Подобное супрессорное влияние 

фагоцитированных макрофагами апоптозных 

нейтрофилов может быть связано с изменени-

ем уровня внутриклеточного Са2+ за счет ней-

трофильного кальций-связывающего белка 

S100A9 (MRP-14) [54].

Эффероцитоз апоптозных нейтрофилов 

также стимулирует в макрофагах биосинтез 

липидных медиаторов с противовоспали-

тельным потенциалом, таких как липоксины 

и резольвины [51]. Последние предотвращают 

активацию и трансэндотелиальную мигра-

цию нейтрофилов [199], блокируют их функ-

циональный ответ на воспалительные стиму-

лы путем ингибирования активации ядерно-

го фактора «каппа-би» (NF-κB) и уменьшают 

образование супероксид-аниона и провоспа-

лительных цитокинов [2, 22], а также способ-

ствуют фагоцитозу макрофагами апоптозных 

нейтрофилов [195]. Кроме того, было показано, 

что нейтрофилы способны менять собствен-

ный профиль липидных медиаторов в зависи-

мости от характера микроокружения и стадии 

воспаления. Так, прибывая в очаг воспаления 

и в начале образуя провоспалительные липид-

ные медиаторы типа лейкотриена В4, в течение 

нескольких часов нейтрофилы переключают 

метаболизм арахидоновой кислоты на продук-

цию липоксинов, резольвинов и протектинов, 

в очередной раз демонстрируя способность 

к самоограничению и способствуя разрешению 

воспаления [141, 198].

Еще один тип клеточной гибели, характер-

ный для нейтрофилов, связан с их способно-

стью к NETs и называется нетоз (NETosis) [18]. 

Было установлено, что макрофаги человека 

in vitro могут активно захватывать NETs путем 

эндоцитоза, чему способствует предваритель-

ная деградация NETs ДНКазой 1, с последую-

щей утилизацией в лизосомах. При этом ин-

тернализация NETs не приводит к индукции 

синтеза провоспалительных цитокинов IL-1β, 

IL-6, TNFα, IFNα, также как и противовоспа-

лительного IL-10 [68]. Однако при одновремен-

ной инкубации макрофагов с липополисаха-

ридом (LPS) и NETs (что приближает условия 

к тем, которые имеют место in vivo при микроб-

ном воспалении) наблюдается значительный 

рост продукции провоспалительных IL-1β, 

IL-6, TNFα, причем в гораздо большей степе-

ни, чем при изолированной стимуляции ма-

крофагов LPS. Основываясь на этих наблюде-

ниях, авторы предположили, что NETs, нагру-

женные бактериями, вызывают более сильный 

провоспалительный ответ в соседних моноци-

тах/макрофагах, чем только бактерии, что по-

зволяет иммунной системе формировать более 

надежный и продолжительный ответ против 

вторгшихся патогенов [68].

В более поздних исследованиях было под-

тверждено, что человеческие макрофаги могут 

поглощать NETs in vitro [154]. Данная способ-

ность была зафиксирована и для М1, и для 

М2 макрофагов. Однако последствия влияния 

NETs отличались в зависимости от фенотипа 

макрофагов. Так, после взаимодействия NETs 

с М2 макрофагами в супернатантах послед-

них выявлялся широчайший спектр провос-

палительных цитокинов и хемокинов: TNFα, 

IFNγ, IL-8, MIF, CCL1, CCL2 (MCP-1), CCL3 

(MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), CCL5 (RANTES), 

CXCL1, CXCL10 и CXCL12. Напротив, секре-

ция флогогенных факторов М1 макрофагами 

после инкубации с нейтрофильными внекле-

точными ловушками была ограничена, но при 

этом наблюдалась деконденсация хроматина 

и увеличение высвобождения из М1 макрофа-

гов собственной ДНК. Во внеклеточной ДНК 

М1 макрофагов был обнаружен цитруллини-

рованный гистон 3, и процесс высвобождения 

ДНК происходил при участии фермента пеп-

тидил-аргинин деиминазы 4 (peptidyl-arginine 

deiminase 4 — PAD-4). Количество внеклеточ-

ной ДНК М1 макрофагов достигало пика через 

3–4 ч инкубации с NETs и затем постепенно 

уменьшалось, исчезая через 24 ч за счет воз-

можного действия каспаза-активированной 

ДНКазы макрофагов. Из полученных данных 

авторы сделали следующие выводы. Влияние 

NETs зависит от фенотипа макрофагов и време-

ни воздействия. С одной стороны, воздействие 

NETs увеличивает продукцию провоспали-

тельных цитокинов и хемокинов М2 макрофа-

гами, что усиливает защиту от микроорганиз-

мов; этому также способствует высвобождение 

ДНК М1 макрофагами, поскольку ДНК сама 

может являться антимикробным компонен-

том, как было отмечено в исследованиях NETs 
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[86]. С другой стороны, М1 макрофаги через не-

которое время сами же осуществляют клиренс 

внеклеточной ДНК, что опять таки индуциру-

ется NETs [154].

В течение последних лет появились публи-

кации, в которых сообщалось еще об одном 

механизме, который, возможно, участвует 

в резолюции острого воспаления. Это способ-

ность нейтрофилов возвращаться в кровоток 

после выхода во внесосудистое пространство, 

что бросает вызов классической концепции 

однонаправленности миграции нейтрофилов 

из сосудистого русла в ткани. Фактически, об-

ратная миграция нейтрофилов была впервые 

визуализирована in vivo с помощью прижиз-

ненной микроскопии на модели рыб Данио-

рерио в 2006 г. Нейтрофилы этих рыб имеют 

ту же морфологию, поведение и функции, что 

и нейтрофилы млекопитающих. При этом ав-

торы указали на возможную роль этого фено-

мена в разрешении острого воспаления [144]. 

В недавних работах на модели этих рыб было 

показано, что ключевым медиатором во взаи-

модействиях нейтрофилов и макрофагов при 

разрешении посттравматического воспаления 

in vivo является простагландин Е2 (PGE2), ко-

торый выделяется из макрофагов при фаго-

цитозе ими апоптозных нейтрофилов [132]. 

Повышение концентрации PGE2 через акти-

вацию рецепторов на мембране нейтрофи-

лов и макрофагов ингибирует транслокацию 

фермента 5-липоксигеназы из цитоплазмы 

в ядро, подавляя, тем самым, синтез в клетках 

мощных провоспалительных медиаторов лей-

котриенов и переключая метаболизм арахидо-

новой кислоты в сторону синтеза противовос-

палительных липоксинов [122]. В свою очередь 

липоксины, в частности липоксин А4 (LXA4), 

усиливают обратную миграцию нейтрофилов 

из очага воспаления, способствуя, тем самым, 

его разрешению [132].

Механизмы обратной миграции нейтро-

филов изучали in vivo и на мышах [44, 239]. 

Исследования на модели стерильной травмы 

(ишемии/реперфузии m. cremaster) показали, 

что обратная миграция нейтрофилов контро-

лируется молекулами адгезии JAM-C, экспрес-

сируемыми венулярными эндотелиальными 

клетками в местах межклеточных соединений. 

Вероятность и частота обратной миграции 

нейтрофилов в условиях стерильной травмы 

повышается при снижении экспрессии и/или 

функциональной активности JAM-C, а также 

при ее фармакологической блокаде или гене-

тической делеции [239]. Было установлено, что 

основным медиатором, вызывающим сниже-

ние экспрессии JAM-C в межклеточных кон-

тактах эндотелиальных клеток посткапилляр-

ных венул в условиях стерильной травмы, яв-

ляется липидный хемоаттрактант нейтрофи-

лов лейкотриен B4 (LTB4). LTB4 стимулирует 

дегрануляцию и высвобождение нейтрофила-

ми фермента эластазы, которая вызывает про-

теолитическое расщепление JAM-C и позволя-

ет, таким образом, возвращаться нейтрофилам 

из тканей в кровоток [44]. Однако авторами, 

изучающими обратную миграцию нейтрофи-

лов в условиях ишемии/реперфузии на мышах, 

была подчерк нута негативная роль этого фено-

мена в связи со способностью таких нейтрофи-

лов вызывать диссеминацию и генерализацию 

воспаления. Было установлено, что нейтрофи-

лы, выходящие из первоначального очага вос-

паления (например, m. cremaster) в кровоток, 

имеющие фенотип ICAM-1hi и обладающие 

мощным провоспалительным потенциалом 

в виде большого количества активных форм 

кислорода (reactive oxygen species — ROS), через 

некоторое время выявляются в микроцирку-

ляторном русле легких и вызывают воспаление 

тканей легкого [44, 239]. Роль JAM-C как клю-

чевого регулятора обратной миграции ней-

трофилов была подтверждена в исследованиях 

in vivo и на других моделях воспаления, напри-

мер, при остром панкреатите. При этом также 

было установлено, что обратно мигрирующие 

нейтрофилы вызывают генерализацию вос-

паления с формированием острого респира-

торного дистресс-синдрома (acute lung injury) 

у этих животных [240].

Первые исследования обратной миграции 

нейтрофилов человека в 2006 г. через эндотели-

альный монослой в условиях in vitro показали, 

что ретроградно мигрирующие нейтрофилы 

имеют определенные фенотипические и био-

логические характеристики. Они характеризу-

ются сниженным уровнем апоптоза (а значит 

увеличенным периодом жизни), не способны 

возвращаться в воспаленные ткани (за счет 

потери хемокиновых рецепторов CXCR1 

и CXCR2 и большей ригидности клеток), ге-

нерируют высокие количества Н2О2, экспрес-

сируют CD54(ICAM-1)hiCXCR1low в отличие 

от наивных циркулирующих нейтрофилов 

(CD54lowCXCR1hi) и нейтрофилов, мигриро-

вавших в ткани (CD54lowCXCR1low) [33]. Важно, 

что нейтрофилы с фенотипом обратно-мигри-

ровавших (CD54hiCXCR1low) были обнаруже-

ны в периферической крови здоровых доноров 

в количестве ~ 0,25% от всех циркулирующих 

нейтрофилов, а у пациентов с ревматоидным 

артритом и выраженным атеросклерозом аор-

ты (то есть с хроническими воспалительными 

заболеваниями) их количество увеличивалось 

до ~ 1%. При этом авторы подчеркнули, что 

обнаруженные ими фенотипические измене-

ния нейтрофилов при обратной миграции яв-

ляются первым случаем выявления отдельной 
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субпопуляции нейтрофилов, которая генери-

руется не при гранулоцитопоэзе в костном моз-

ге [33].

В более поздних исследованиях было отме-

чено, что количество нейтрофилов с феноти-

пом обратно мигрирующих (CD54hiCXCR1low) 

увеличивается в периферической крови паци-

ентов с острым панкреатитом при развитии 

у них острого респираторного дистресс-син-

дрома и коррелирует с тяжестью последнего 

[240].

В 2014 г. группой американских ученых были 

опубликованы данные о разработке микро-

флюидной технологии (microfluidic platform) 

для изучения миграции нейтрофилов человека 

[90]. Данная платформа позволяет проводить 

количественную оценку миграции клеток при 

воздействии динамических градиентов хемоат-

трактантов внутри каналов, что является наи-

более приближенным к естественным услови-

ям. В своих исследованиях авторы показали, что 

девять из десяти нейтрофилов после движения 

по градиенту хемоаттрактантов могут развора-

чиваться, меняя направление миграции на про-

тивоположное, то есть от хемоаттрактанта. 

Подобный вариант миграции они назвали «ре-

тротаксис». При этом ретротаксис останавлива-

ется, если нейтрофилы осуществляют фагоци-

тоз. Авторы выдвинули следующую гипотезу: 

во время стерильного воспаления ретротаксис 

может ускорять клиренс нейтрофилов и способ-

ствовать восстановлению гомеостаза; во время 

инфекции после фагоцитоза нейтрофилами 

микробных агентов выключение ретротакси-

са может действовать как «механизм безопас-

ности» для предотвращения распространения 

этих агентов, если их уничтожение внутри фа-

госом не увенчалось успехом, то есть при неза-

вершенном фагоцитозе [90]. Вместе эти иссле-

дования показывают, что обратная миграция 

нейтрофилов из тканей в кровоток и, вероятно, 

ретротаксис являются, с одной стороны, воз-

можными механизмами разрешения локально-

го воспаления; с другой стороны, обратная ми-

грация может приводить к перераспределению 

активированных нейтрофилов в другие сайты 

организма, способствуя генерализации воспа-

ления и усиливая тяжесть заболевания.

Подытоживая, можно сказать, что нейтро-

филы и макрофаги являются партнерами в раз-

витии острого воспаления в ответ на инфекцию 

или повреждение тканей. При этом их эффек-

торный потенциал необходим для успешно-

го устранения флогогенного фактора. Однако 

с самых ранних стадий развития воспаления 

начинают работать ограничительные механиз-

мы. При этом нейтрофилы не просто являются 

пассивным участником этих процессов, а ак-

тивно включаются в регуляцию разрешения 

воспаления, проявляя противовоспалитель-

ную активность по отношению к макрофагам 

и, что может быть важнее, к самим себе, «кладя 

голову на плаху» ради поддержания тканевого 

гомеостаза.

Нейтрофилы и дендритные клетки

Дендритные клетки (dendritic cells — DC) 

представляют собой гетерогенную популяцию 

клеток врожденного иммунитета. У человека 

основными типами дендритных клеток явля-

ются миелоидные (классические) DC (myeloid 

DC — mDC или classical DC — cDC) и плазма-

цитоидные ДК (plasmacytoid DC — pDC) [12, 

43]. Миелоидные DC являются основным свя-

зующим звеном между врожденным и адаптив-

ным иммунитетом при развитии иммунного 

ответа [4]. Они демонстрируют типичную дре-

вовидную морфологию, экспрессируют в боль-

шом количестве CD11c и MHC-II и являются 

основными антигенпрезентирующими клет-

ками. Плазмацитоидные DC представляют со-

бой клетки округлой формы, экспрессирующие 

CD11c и MHC-II на низких уровнях; они харак-

теризуются экспрессией B220, Ly6C и PDCA1 

(CD317) и секрецией больших количеств IFN 

типа I [43, 130, 145, 149]. Незрелые дендритные 

клетки происходят из плюрипотентных стволо-

вых кроветворных клеток и начальную диффе-

ренцировку проходят в костном мозге. Клетки-

предшественники миелоидных и плазмацито-

идных DC выходят из костного мозга, мигри-

руют в лимфоидные и нелимфоидные ткани, 

где под действием цитокинов микроокружения 

превращаются в незрелые DC [38]. Кроме того, 

при развитии воспаления в нелимфоидных тка-

нях, особенно в соединительнотканных сло-

ях кожи и слизистых, а также в дренирующих 

лимфоузлах, DC могут развиваться не только 

из клеток-предшественников, но и из мигри-

рующих в очаги воспаления моноцитов; такие 

DC обозначают как моноцитарные (воспали-

тельные) DC (monocyte-derived — moDC) [38, 

49, 178, 213, 225]. Они обладают способностью 

стимулировать наивные CD4+ Т-лимфоциты, 

презентировать антиген CD8+ Т-клеткам, про-

дуцировать IL-1, IL-6, TNFα, IL-12, IL-23 [43].

Незрелые DC располагаются в различных 

органах и тканях, но преимущественно в барь-

ерных — в коже и слизистых. В условиях ин-

фекции и воспаления они поглощают антиген-

ный материал путем пиноцитоза и фагоцитоза. 

В результате происходит стимуляция незрелых 

DC сигналами от паттерн-распознающих ре-

цепторов при связывании их с молекулярны-

ми структурами, типичными для патогенных 

микроорганизмов (PAMPs), и через провос-

палительные цитокины. Под влиянием этих 
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стимулов незрелые DC покидают ткани и по-

ступают в региональные лимфатические узлы. 

В процессе миграции происходит созревание 

DC, результатом которого является экспрессия 

высоких уровней MHC-II класса, CD40, СD80, 

CD86 [38] и специфического набора хемокино-

вых рецепторов для миграции в Т-зоны лимфо-

идных органов, что способствует выполнению 

дендритными клетками их основного назна-

чения — презентации антигенных пептидов 

наив ным Т-лимфоцитам и запуску антигенспе-

цифического иммунного ответа [12, 216].

Влияние нейтрофилов на дендритные клет-

ки имеет две стороны. При активации в очагах 

инфекции нейтрофилы первым делом секре-

тируют алармины, включая кателицидины, 

α-дефензины и HMGB1 (high-mobility group 

protein B1 или амфотерин), а также хемокины 

CCL3, CCL4, CCL5 и CCL20, которые явля-

ются хемоаттрактантами для DC. Кроме того, 

нейтрофилы выделяют катепсин G и эластазу, 

которые конвертируют неактивные, неклас-

сические хемокины, такие как прочемерин, 

в полноценные хемоаттрактантные молекулы 

(чемерин), что в итоге способствует рекрутиро-

ванию незрелых DC в очаг [194, 238].

Так, было установлено, что при инвазии 

Leishmania major у мышей нейтрофилы высво-

бождают хемокин CCL3, вызывающий быс-

трое рекрутирование DC в очаг инвазии [36]. 

Активированные нейтрофилы при инвазии 

Toxoplasma gondii у мышей продуцируют хемо-

кины CCL3, CCL4, CCL5, и CCL20, которые 

привлекают незрелые DC, а также TNFα, ко-

торый стимулирует созревание DC, приво-

дит к повышению экспрессии CD40, CD86, 

МНС-II и продукции ими IL-12 и TNFα, что 

влияет на антигенпрезентирующую функцию 

дендритных клеток и развитие Тh1-зависимого 

иммунного ответа [25, 26].

Активированные нейтрофилы человека 

также индуцируют созревание DC, что позво-

ляет последним инициировать пролиферацию 

T-клеток и поляризацию их в направлении 

T-хелперов 1 типа. Это взаимодействие ней-

трофилов и DC может быть обусловлено пря-

мым клеточным контактом за счет связывания 

DC-специфического лектина SIGN (DC-SIGN) 

с β2-интегрином Mac-1 (CD11b/CD18) нейтро-

филов. Интересно, что DC-SIGN взаимодей-

ствует только с Mac-1 нейтрофилов, но не дру-

гих лейкоцитов, главным образом из-за специ-

фических углеводов Lewisx, которые присут-

ствуют в αM-цепи Mac-1 нейтрофилов. Кроме 

прямого клеточного контакта, для индукции 

созревания DC необходим TNFα, продуциру-

емый активированными нейтрофилами [227].

Также в активации DC участвуют катели-

цидины, α-дефензины и HMGB1, выделяемые 

нейтрофилами непосредственно или в составе 

NETs [194]. В составе NETs такие компоненты 

гранул, как кателицидин LL-37, α-дефензины, 

HMGB1, катепсин G, эластаза находятся 

в комплексе с ДНК нейтрофилов. Это делает 

возможным доставку и распознавание ДНК 

эндосомально-расположенными TLR9 плаз-

мацитоидных DC, что приводит к активации 

последних и секреции больших количеств 

IFNα, а также провоспалительных TNFα 

и IL-6 [75, 119, 194, 205]. Однако защитно-ак-

тивационные эффекты NETs реализуются 

в условиях воспаления микробной этиологии. 

В отсутствии же инфекционного агента обра-

зование NETs, а также нарушение их своевре-

менного клиренса, может приводить к гипер-

стимуляции дендритных клеток, что является 

патогенетическим фактором в развитии таких 

аутоиммунных и иммуновоспалительных за-

болеваний, как системная красная волчанка 

[75, 119, 148] и псориаз [120].

В совокупности эти данные свидетельствуют 

о важной роли нейтрофилов в миграции, созре-

вании и активации дендритных клеток. С дру-

гой стороны, было установлено, что нейтро-

филы могут оказывать ингибирующее влияние 

на функциональную активность последних.

Как было сказано выше, при дегрануляции 

активированных нейтрофилов выделяется эла-

стаза — фермент первичных (азурофильных) 

гранул нейтрофилов из группы сериновых про-

теаз [1]. Было установлено, что выделение боль-

ших количеств эластазы нейтрофилов челове-

ка in vitro приводит к трансформации незрелых 

DC в TGF-β1-продуцирующие DC, что приво-

дит к подавлению пролиферации лимфоцитов 

и усилению их апоптоза, то есть к развитию 

иммуносупрессорного эффекта [136]. Позже 

было обнаружено, что эластаза-трансформи-

рованные TGF-β1-продуцирующие DC в сме-

шанной культуре лимфоцитов in vitro инду-

цируют образование CD4+FOXP3+ популя ции 

регуляторных Т-клеток (Тreg). Таким образом, 

нейтрофилы, инфильтрирующие ткани, через 

воздействие на DC, возможно, способству-

ют формированию толерогенного эффекта 

и предотвращению развития аутоиммун ных 

процессов [218]. На примере эластазы нейтро-

филов можно проследить амбивалентность 

действия одного и того же фактора. При этом 

влияние оказываемого эффекта, активирую-

щее или супрессорное, вероятно, может зави-

сеть от природы флогогенного стимула, ста-

дии воспалительного процесса, количества 

выделившегося вещества и других факторов 

микроокружения.

Взаимодействие нейтрофилов с DC происхо-

дит не только в очаге инфекции или воспаления. 

Нейтрофилы, инфильтрирующие ткани, спо-
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собны мигрировать в дренирующие лимфатиче-

ские узлы, где они также встречаются с DC [14, 

138]. Дегрануляция активированных нейтрофи-

лов приводит к выбросу еще одного компонента 

первичных (азурофильных) гранул — фермента 

миелопероксидазы (myeloperoxidase — МРО) [1]. 

В исследованиях in vitro и in vivo человеческих 

и мышиных нейтрофилов было показано, что 

MPO (через генерацию активных продуктов 

окисления) ограничивает активность DC и про-

дукцию ими IL-12, подавляет поглощение/про-

цессинг антигена и миграцию в лимфоузлы, 

ингибируя, таким образом, адаптивный CD4+ 

Т-клеточный иммунный ответ [157].

Роль NETs в регуляции функций и созре-

вания DC тоже может быть не только акти-

вационной, но и супрессорной. В условиях 

in vitro было обнаружено, что NETs активи-

рованных нейтрофилов человека подавля-

ли LPS-индуцированное созревание moDC, 

снижая экспрессию поверхностных маркеров 

HLA-DR, CD40, CD80, CD86 и продукцию 

цитокинов TNFα, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, 

IL-23, но не влияли на экспрессию хемокиновых 

рецепторов CCR5, CCR7, CXCR4 и миграци-

онную способность moDC [21]. Обработанные 

NETs LPS-индуцированные зрелые moDC де-

монстрировали снижение способности акти-

вировать пролиферацию CD4+ Т-лимфоцитов 

и сдвигали поляризацию в сторону Th2 (с уве-

личением образования IL-5 и IL-13), подавляя 

Th1 и Th17, продукцию IFNγ, IL-17, IL-10 [21]. 

Важно, что IL-13 и IL-4, продуцируемые Th2, 

влияют на макрофаги, вызывая их трансфор-

мацию в сторону фенотипа М2 (противовоспа-

лительного) или «альтернативно активирован-

ных макрофагов» [56, 57, 215, 226]. Также уста-

новлено, что одновременное воздействие IL-4 

и/или IL-13 и апопотозных клеток на макрофа-

ги человека in vitro запускает в них экспрессию 

противовоспалительных генов и генов, ответ-

ственных за репарацию тканей [31]. Таким об-

разом, можно предположить, что нейтрофилы, 

выполнив свою противомикробную функцию 

и погибая, путем нетоза или апоптоза, помога-

ют другим клеткам «сложить оружие» и перей-

ти к «мирной жизни», бросив все силы на вос-

становление пострадавших тканей.

Как было отмечено выше, с ранних эта-

пов воспалительной реакции активирован-

ные нейтрофилы человека образуют эктосомы 

с мощной противовоспалительной активнос-

тью. Было установлено, что нейтрофильные 

эктосомы ингибируют LPS-индуцированное 

созревание moDC, модифицируют их морфо-

логию, уменьшают эндоцитарную активность 

и увеличивают высвобождение ими TGF-β1. 

Кроме того, они уменьшают экспрессию CD40, 

CD80, CD83, CD86 и HLA-DP DQ DR, ингиби-

руют секрецию IL-8, IL-10, IL-12, TNFα и сни-

жают способность зрелых moDC индуцировать 

пролиферацию Т-клеток [59].

Также как макрофаги, DC осуществляют 

эффероцитоз, в том числе и апоптозных и не-

кротизированных нейтрофилов. В условиях 

in vitro было установлено, что поглощение moDC 

нейтрофилов человека, подвергшихся апоптозу 

или некрозу, приводит к снижению экспрессии 

CD40, CD80 и CD86 и способности moDC сти-

мулировать пролиферацию Т-клеток [41].

При внутрикожной инвазии Leishmania major 

у мышей было установлено, что после того, 

как лейшмании фагоцитировались нейтро-

филами, в последних запускалась программа 

апоптоза, и они поглощались дендритными 

клетками. Такие DC демонстрировали значи-

тельное снижение экспрессии MHC-II, CD40 

и CD86 и способности вызывать пролифера-

цию CD8+ T-лимфоцитов и продукцию ими 

IFNγ. Данный эффект опосредовался через 

тирозинкиназный рецептор Mer дендритных 

клеток. Аналогичные исследования при ин-

вазии Toxoplasma gondii не выявили подобного 

ингибирующего эффекта нейтрофилов, фаго-

цитировавших паразита и затем поглощенных 

дендритными клетками, на антигенпрезенти-

рующую функцию последних по отношению 

к CD8+ Т-клеткам [180, 181].

В то же время было обнаружено in vitro и in vivo, 

что DC, которые «приобретали» M. tuberculosis 

путем интернализации инфицированных ею 

нейтрофилов, так же эффективно индуцирова-

ли пролиферацию и активацию специфичных 

CD4+ T-клеток, как и DC, которые поглощали 

бактерии прямым путем. Кроме того, такие 

DC опережали по миграции в лимфатические 

узлы DC, непосредственно инфицированные 

микобактериями [30]. Однако при этом было 

установлено, что in vivo M. tuberculosis подавляет 

апоптоз нейтрофилов, что препятствует свое-

временному «приобретению» бактерий мие-

лоидными DC, а, значит, задерживает актива-

цию и пролиферацию наивных M. tuberculosis 

антиген-85B-специфических CD4+ T-клеток 

в лимфатичес ких узлах средостения. Эти ре-

зультаты показывают, что модуляция апоптоза 

нейтрофилов M. tuberculosis является дополни-

тельным механизмом вирулентности, который 

изменяет кинетику развития адаптивного им-

мунитета и способствует развитию туберкуле-

за [29]. Полученные данные свидетельствуют 

о вероятности дифференцированного эффек-

та апоптозных нейтрофилов на активность 

дендритных клеток в зависимости от природы 

инфицирующего агента, и о способности раз-

ных микроорганизмов, таким образом, влиять 

на развитие адекватного адаптивного иммун-

ного ответа и на дальнейшее течение болезни.
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В комплексе, приведенные выше данные 

свидетельствуют о способности нейтрофилов 

модулировать дендритные клетки в сторону 

приобретения ими толерогенных свойств, что 

в итоге способствует ограничению чрезмерно-

го воспаления и предотвращает развитие ауто-

иммунных процессов [11].

Тот факт, что нейтрофилы влияют на функ-

ции и активность дендритных клеток, а они, 

в свою очередь, играют важную роль в инициа-

ции развития адаптивного иммунного ответа, 

отражает опосредованное воздействие нейтро-

фильных гранулоцитов на механизмы приоб-

ретенного иммунитета. Однако в последние 

годы появились данные, свидетельствующие 

и о прямом регулирующем действии нейтро-

филов на основных участников адаптивного 

иммунитета — Т- и В-лимфоцитов.

Нейтрофилы и Т-лимфоциты

Как известно, развитие первичного адап-

тивного иммунного ответа начинается с пре-

зентации наивным Т-лимфоцитам процесси-

рованного антигена, встроенного в молекулы 

MHC, и дополнительной их активации ко-

стимулирующими рецепторами, что осущест-

вляется «профессиональными» антигенпре-

зентирующими клетками (antigen-presenting 

cells — APC), к которым традиционно относят-

ся дендритные клетки, моноциты/макрофаги 

и В-лимфоциты, постоянно экспрессирующие 

MHC-II. Однако на сегодняшний день получе-

ны доказательства, что нейтрофилы также мо-

гут проявлять себя в качестве APC [128].

В более ранних исследованиях было показа-

но, что в условиях in vitro экспрессия молекул 

MHC-II на нейтрофилах человека индуцирует-

ся гранулоцитарно-макрофагальным колоние-

стимулирующим фактором (GM-CSF), IFNγ 

и IL-3, причем IFNγ также вызывает экспрес-

сию костимулирующих молекул CD80 и CD86, 

в результате чего нейтрофилы приобретают 

способность презентировать некоторые ми-

кробные (в частности, S. aureus) суперантигены 

CD4+ Т-клеткам [67, 81, 175].

Экспрессия MHC-II и костимулирующих 

молекул CD80 и CD86 наблюдалась на нейтро-

филах, выделенных из крови пациентов с гра-

нулематозом Вегенера в активной стадии забо-

левания [91, 100]. В нейтрофилах, выделенных 

из периферической крови пациентов с ревмато-

идным артритом, детектировалось небольшое 

количество мРНК MHC-II (в отличие от ней-

трофилов здоровых доноров, где мРНК MHC-II 

отсутствовала), но поверхностной или внутри-

клеточной экспрессии этих молекул не наблю-

далось [48]. Нейтрофилы синовиальной жид-

кости этих же больных имели высокий уровень 

мРНК MHC-II, также не экспрессируя MHC-II 

на мембране, но содержали большие внутри-

клеточные количества этого белка. Однако по-

сле 20 ч культивирования in vitro синовиальные 

нейтрофилы проявляли значительную поверх-

ностную экспрессию молекул MHC-II, сравни-

мую с таковой у профессиональных APC, при 

низком уровне CD80 и CD86 и стимулировали 

пролиферацию CD4+ Т-лимфоцитов [48].

Несколько позже было показано, что ней-

трофилы периферической крови человека со-

держат цитоплазматические запасы молекул 

MHC-II (DR), CD80 и CD86, которые хранятся 

преимущественно в секреторных везикулах, 

хотя CD86 также обнаруживается в первичных 

(азурофильных) и во вторичных (специфичес-

ких) гранулах. При этом быстрая (в течение 

2–5 мин) Ca2+-зависимая транслокация дан-

ных молекул на поверхность клеток происхо-

дит вследствие перекрестной сшивки Mac-1 

(CD11b/CD18), а также при активации нейтро-

филов LPS, N-формил-метионил-лейцил-фе-

нилаланином (fMLP), форбол-миристат-аце-

татом (FMA). После выхода на мембрану CD80 

и CD86 локализуются в больших кластерах, 

напоминающих супрамолекулярные антиген-

ные кластеры, ранее обнаруженные на клас-

сических антиген-представляющих клетках. 

Эти данные дают дополнительную поддержку 

гипотезе о том, что нейтрофилы могут играть 

определенную роль в презентации антигена 

и/или активации Т-клеток [188, 189].

В недавних исследованиях было установ-

лено, что нейтрофилы, выделенные из крови 

здоровых доноров, не экспрессируют молекулы 

MHC-II (HLA-DR) и костимулирующие моле-

кулы CD86, CD80, CD40, CD83, необходимые 

для презентации антигена CD4+ Т-лимфоцитам 

[229]. При этом было обнаружено, что нейтро-

филы могут проявлять презентирующую спо-

собность пептидных антигенов аутологичным 

антигенспецифическим CD4+ Т-клеткам па-

мяти и индуцировать их пролиферацию in vitro 

и продукцию ими IFNγ, IL-2 и/или TNFα, хотя 

эта активность у нейтрофилов проявлялась 

слабее, чем у дендритных клеток и моноцитов. 

Авторы установили, что для усиления экспрес-

сии значимых для презентации поверхностных 

молекул и рецепторов нейтрофилам необхо-

димы дополнительные сигналы, которые они 

получают при совместной инкубации с антиге-

ном и аутологичными антигенспецифически-

ми CD4+ Т-лимфоцитами. При этом ключевым 

является IFNγ, хотя не исключается роль и дру-

гих цитокинов. Однако даже в таких условиях 

уровня экспрессии MHC-II и костимулирую-

щих молекул хватает только для презентации 

антигена Т-клеткам памяти и недостаточно 

для активации наивных CD4+ Т-лимфоцитов, 
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чего не скажешь о классических APC [229]. 

Полученные данные демонстрируют взаимо-

образные отношения Т-лимфоцитов и нейтро-

филов в плане презентации антигена. Таким 

образом, вероятно, для того чтобы нейтрофи-

лы смогли осуществить презентацию антигена 

Т-лимфоцитам in vivo, необходима индукция 

достаточного уровня поверхностной экспрес-

сии MHC-II и костимулирующих молекул ци-

токинами (особенно IFNγ) Т-клеток, активи-

рованных, возможно, близлежащими «профес-

сиональными» APC, например, дендритными 

клетками, а также, вероятно, необходим и пря-

мой контакт нейтрофильных гранулоцитов 

и Т-лимфоцитов [128].

Кроме того, было обнаружено, что нейтро-

филы человека, выделенные из периферичес кой 

крови, содержат небольшой запас биологически 

активного IFNγ, который могут выделять при 

стимуляции in vitro IL-12 и/или его комбинаци-

ей с IL-2, IL-15, IL-18, LPS, а также могут син-

тезировать IFNγ de novo при активации данными 

цитокинами, особенно IL-12 [65]. Данный факт 

демонстрирует наличие аутокринного механиз-

ма регуляции функций нейтрофилов, в том чис-

ле, вероятно, и их антигенпрезентирую щей спо-

собности [65]. Механизмы, с помощью которых 

нейтрофил осуществляет процессинг антигена, 

пока слабо изучены. Также требует дальнейшего 

исследования природа антигенов, которые могут 

процессироваться и презентироваться нейтро-

филами [128].

Полученные результаты, возможно, позво-

ляют считать нейтрофилы условными анти-

генпрезентирующими клетками в том смысле, 

что данная способность у них зависит от усло-

вий, в которых они находятся и функциониру-

ют. При этом способность нейтрофилов менять 

свои функциональные и фенотипические ха-

рактеристики отражает высокую пластичность 

этих клеток.

Недавние исследования продемонстрирова-

ли возможность локализации костимулирую-

щих молекул CD80 и CD86 в нейтрофильных 

внеклеточных ловушках, полученных при сти-

муляции нейтрофилов человека in vitro LPS или 

овальбумином (OVA), что является еще одним 

доказательством потенциальной способности 

нейтрофилов выполнять антигенпрезентирую-

щую функцию [182].

Для реализации своей потенциальной анти-

генпредставляющей способности in vivo в пол-

ной мере нейтрофилам, захватившим антиген, 

необходимо встретиться с Т-лимфоцитами 

и вступить с ними в контакт, для чего им нуж-

но мигрировать в Т-зоны вторичных лимфоид-

ных органов. Возможно ли это? До недавнего 

времени считалось, что нейтрофилы способны 

мигрировать только из кровотока в воспален-

ные ткани. Однако в последние годы появились 

данные, свидетельствующие о возможности 

рекрутирования нейтрофилов из сайтов вос-

паления в дренирующие лимфатические узлы 

в условиях инфекции на моделях животных [14, 

23, 40, 88, 89, 138, 243].

Для миграции нейтрофилов через лим-

фатические сосуды требуются хемокиновые 

рецепторы. Возможными кандидатами явля-

ются CCR7 и CXCR4, лигандом для которого 

является CXCL12, экспрессируемый лимфа-

тическими эндотелиальными клетками [23, 

89]. Однако, вероятно, экспрессия рецепторов 

на нейтрофилах и их значимость в процессе 

рекрутирования зависит от характера возбуди-

теля и от времени [88]. Еще одной важной мо-

лекулой для миграции в лимфоузлы является 

β2 интегрин нейтрофилов CD11b [89].

В недавних исследованиях было показано, 

что при вакцинации обезьян макак-резус по-

верхностным гликопротеином (Env) ВИЧ-1 

с алюминиевым адъювантом, наряду с моно-

цитами и дендритными клетками, нейтрофи-

лы осуществляли поглощение антигена в месте 

введения и затем доставляли его в дренирую-

щие лимфоузлы, осуществляя презентацию 

Env CD4+ Т-клеткам памяти [125].

Активация антигенспецифических CD4+ 

Т-лимфоцитов запускает процесс их проли-

ферации и дифференцировки в адаптивные 

субпопуляции. В последние годы большое вни-

мание было уделено взаимоотношениям ней-

трофилов с одной из субпопуляцией Т-лимфо-

цитов — Th17. Т-хелперы 17 (Th17) продуциру-

ют IL-17A (IL-17), IL-17F, IL-21, IL-22, IL-26, 

хемокин CCL20 [159, 220]. IL-17A способен ин-

дуцировать экспрессию ряда провоспалитель-

ных медиаторов, таких как IL-1, IL-6, TNFα, 

CXCL8 (IL-8), G-CSF и GM-CSF, эпители-

альными, эндотелиальными и стромальными 

клетками, что способствует рекрутированию 

и активации нейтрофилов. В свою очередь ак-

тивированные нейтрофилы выделяют хемо-

кины CCL20 и CCL2, которые способствуют 

привлечению Th17, что отражает положитель-

ную обратную связь (своего рода «замкнутый 

круг») между этими типами клеток и их уча-

стие в развитии воспалительных заболеваний 

[162]. Следует отметить, что нейтрофилы также 

секретируют CCL2, CXCL9, CXCL10 — хемоки-

ны, привлекаю щие Th1 [162].

Как было сказано выше в разделе 

«Нейтрофилы и дендритные клетки», компо-

ненты NETs активируют плазмацитоидные 

DC (pDC) TLR9-зависимым способом [75, 

119, 194, 205]. Кроме того, было установле-

но, что Т-лимфоциты периферической кро-

ви человека тоже экспрессируют TLR9 [177]. 

Однако было выявлено, что в условиях in vitro 
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NETs действительно оказывают прямое воз-

действие на CD4+ Т-лимфоциты человека, 

но TLR9-независимым путем с вовлечением 

Т-клеточного рецептора (TCR) [221]. При этом 

было обнаружено, что in vitro NETs стиму-

лируют усиление экспрессии CD25 (IL-2R) 

и CD69 на CD4+ Т-лимфоцитах, но не вызы-

вают ни пролиферации, ни секреции цито-

кинов CD4+ Т-клетками, что свидетельствует 

о способности NETs индуцировать преакти-

вацию (праймирование) CD4+ Т-лимфоцитов 

[221]. Авторы предположили, что вероятно 

активация CD4+ Т-лимфоцитов нейтрофиль-

ными внеклеточными ловушками происхо-

дит в два этапа: NETs путем прямого контакта 

с участием TCR (но не TLR9) вызывают прай-

мирование Т-клеток, усиливая экспрессию 

активационных рецепторов CD25 и CD69; 

праймированные CD4+ Т-лимфоциты затем 

демонстрируют усиленный антигенспеци-

фический ответ и могут быть активированы 

субоптимальными стимулами, недостаточны-

ми, чтобы вызвать реакцию покоящихся CD4+ 

T-клеток [221]. При этом также были получены 

очень интересные результаты, показавшие, 

что в условиях in vitro миелоидные DC, инку-

бированные с NETs в течение 24 ч, погибали, 

а плазмацитоидные DC сохраняли жизне-

способность и демонстрировали повышение 

экспрессии активационных маркеров CD40, 

CD80, CD83, CD86. Дальнейшая инкубация 

NETs-активированных pDC с непраймиро-

ванными CD4+ Т-лимфоцитами не вызывала 

ни пролиферации последних, ни продукции 

ими IFNγ. Однако культивирование NETs-

активированных pDC с Т-клетками, предва-

рительно праймированными NETs, приводило 

к пролиферации Т-лимфоцитов и образова-

нию ими IFNγ. Кроме того, совместное куль-

тивирование NETs, pDC и CD4+ Т-лимфоцитов 

или NETs, pDC и CD8+ Т-лимфоцитов вы-

зывало пролиферацию и продукцию IFNγ 

Т-клетками [221].

Активационные стимулы нейтрофилов 

по отношению к Т-лимфоцитам — это «одна 

сторона медали». Нейтрофильные гранулоци-

ты также могут оказывать супрессорное дей-

ствие в отношении функциональной активно-

сти и пролиферации Т-клеток и даже вызывать 

их гибель, что реализуется через несколько ме-

ханизмов.

Первый механизм связан с истощением 

в микросреде незаменимой аминокислоты 

L-аргинина. В желатиназных гранулах нейтро-

филов человека хранится эксклюзивный запас 

фермента аргиназы 1 (Arg1) в неактивной фор-

ме [133, 152]. Превращение данного фермента 

в активную форму происходит при одновре-

менном экзоцитозе желатиназных и азуро-

фильных гранул (то есть в условиях активации 

нейтрофилов) под действием сериновых про-

теаз последних [186]. Внеклеточная аргина-

за 1 метаболизирует L-аргинин (в L-орнитин 

и мочевину), вызывая его дефицит. Недостаток 

L-аргинина приводит к супрессии пролифе-

рации активированных Т-клеток, не нарушая 

при этом их жизнеспособность [93, 153, 183, 

186]. Также дефицит L-аргинина потенцирует 

«биохимическое перепрограммирование» ак-

тивированных Т-лимфоцитов [69, 84], подавляя 

синтез и секрецию ими IFNγ, IL-10, TNFα, 

практически не влияя при этом на продукцию 

IL-2, IL-6, IL-8 [69, 153]. В условиях истощения 

L-аргинина в среде происходит снижение экс-

прессии CD3-дзета-цепи Т-клеточного рецеп-

тора (TCRζ, CD247) и, как следствие, наруше-

ние передачи активационных сигналов внутрь 

клетки [107, 153, 167, 184]. Также дефицит 

L-аргинина ингибирует дефосфорилирование 

белка кофилина в активированных Т-клетках, 

что приводит к изменению полимеризации 

F-актина и, таким образом, к нарушению ор-

ганизации иммунологического синапса меж-

ду Т-лимфоцитом и антигенпрезентирующей 

клеткой [69].

Также было установлено, что сериновые 

протеазы, выделяющиеся при дегрануляции 

активированных нейтрофилов человека (эла-

стаза, протеиназа 3) в условиях посттравмати-

ческого воспаления, могут вызывать расщепле-

ние и солюбилизацию эктодоменов рецепторов 

к IL-2 (CD25) в условиях in vitro, нарушая, та-

ким образом, активацию и запуск пролифера-

ции Т-лимфоцитов [19].

Интересным является тот факт, что у жен-

щин с нормально протекающей беременностью 

нейтрофилы периферической крови демон-

стрировали более высокий уровень активности 

и экспрессии аргиназы 1, чем нейтрофилы не-

беременных женщин. Кроме того, в биоптатах 

плаценты были обнаружены аргиназа 1-экс-

прессирующие нейтрофилы. При этом уровень 

экспрессии фермента нейтрофилами плаценты 

и периферической крови беременных женщин 

практически не отличался. Авторами был сде-

лан вывод, что аргиназа 1 нейтрофилов пред-

ставляет собой новый иммунорегуляторный 

механизм, который ограничивает неадекват-

ную или чрезмерную иммунную активацию 

и формирует гипореактивность Т-лимфоцитов 

матери, способствуя сохранению беременнос-

ти [116].

Другим важным механизмом супрессорно-

го влияния нейтрофилов на Т-клетки являют-

ся активные формы кислорода (reactive oxygen 

species — ROS), в частности H2O2. Они могут 

ингибировать пролиферацию Т-лимфоцитов 

путем подавления активации транскрипцион-
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ного фактора NF-κB, а также уменьшать экс-

прессию TCRζ (CD3-дзета-цепи) и вызывать 

окисление кофилина [111, 139, 193]. Однако 

некоторыми авторами было отмечено, что для 

реализации супрессорного и антипролифе-

ративного эффекта необходима высокая кон-

центрация H2O2, что, возможно, достигается 

большим скоплением нейтрофилов [111, 167, 

193]. Кроме того H2O2 нестабильна и может 

разрушаться эндогенными антиоксидантами, 

поэтому для ее влияния на Т-лимфоциты не-

обходим тесный контакт между нейтрофилом 

и Т-клеткой [93, 163]. В этой связи необходимо 

отметить, что в периферической крови людей 

с острым системным воспалением, индуци-

рованным введением эндотоксина E. coli здо-

ровым добровольцам или тяжелыми травма-

ми, была идентифицирована субпопуляция 

зрелых нейтрофилов с фенотипом CD11cbright

CD62LdimCD11bbrightCD16bright, способных по-

давлять пролиферацию Т-клеток in vitro. Эти 

нейтрофилы проявляли свой супрессорный 

эффект через локальное выделение пере-

киси водорода в иммунологический синапс 

с Т-клеткой, образуемый при участии инте-

грина Mac-1 (CD11b/CD18) [166].

Кроме антипролиферативного эффекта 

H2O2 также способна индуцировать апоптоз 

Т-лимфоцитов, вызывая, в конечном итоге, их 

гибель [93].

Интересно, что CD4+CD25brightFOXP3+

CD127dim/low регуляторные Т-клетки (Treg) менее 

чувствительны к ROS-индуцированной кле-

точной гибели, чем другие субпопуляции CD4+ 

Т-лимфоцитов [151]. При этом они способны 

продуцировать хемокин CXCL8 (IL-8) и вы-

зывать, тем самым, рекрутирование нейтро-

филов [92]. Таким образом, нейтрофилы и Treg 

совместно способствуют созданию иммуносу-

прессорной среды, что, с одной стороны, пре-

дотвращает развитие аутоиммунных процес-

сов, с другой стороны, может способствовать 

прогрессии злокачественных опухолей [28, 92].

В то же время было установлено, что ней-

трофильный катионный пептид кателицидин 

LL-37, выделяющийся при дегрануляции и вхо-

дящий в состав NETs, способен вызывать ги-

бель стимулированных и нестимулированных 

CD4+CD25+FOXP3+ Treg, а также стимулиро-

ванных CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов, 

запуская в этих клетках гранзим- и каспаза-

зависимые пути апоптоза, не влияя при этом 

на CD4+CD25– Т-клетки [134, 135].

Еще один механизм, опосредующий супрес-

сорное влияние нейтрофилов на функцио на-

льную активность и пролиферацию Т-лимфо-

цитов, реализуется посредством прямого кон-

такта между этими клетками через PD-L1-PD1 

путь [163]. Рецептор PD1 (programmed cell death) 

экспрессируется в основном активированны-

ми Т-клетками. Когда этот рецептор связыва-

ется с одним из его лигандов, происходит ин-

гибирование пролиферации Т-клеток, продук-

ции ими цитокинов и индукция апоптоза [200]. 

Лиганд 1 PD1 (PD-L1, B7-H1, CD274) сначала 

был идентифицирован как коингибирующая 

молекула на дендритных клетках и моноцитах 

(то есть на профессиональных антигенпрезен-

тирующих клетках), а затем и на нейтрофилах 

человека, стимулированных липополисахари-

дом, IFNγ и GM-CSF [20, 137]. Как было отме-

чено ранее, IFNγ также индуцирует экспрес-

сию на нейтрофилах MHC-II (HLA-DR) и ко-

стимулирующих молекул (CD86), необходимых 

для презентации антигена. Таким образом, 

вероятно, действие одних и тех же цитокинов 

одновременно вызывает появление на мембра-

не нейтрофилов и костимулирующих, и коин-

гибирующих по отношению к Т-лимфоцитам 

молекул [20].

В клиническом исследовании на добро-

вольцах с острым системным эндотоксин-ин-

дуцированным воспалением через 4 ч после 

внутривенного введения липополисахарида 

в периферической крови были выявлены 3 суб-

популяции нейтрофилов: CD16bright/CD62Lbright 

(нормальные циркулирующие) (62%), CD16dim/

CD62Lbright (незрелые) (19%) и CD16bright/CD62Ldim 

(19%) [53]. Как было установлено в более ран-

них исследованиях, нейтрофилы с фенотипом 

CD16bright/CD62Ldim являются супрессорными 

и способны подавлять пролиферацию Т-клеток 

in vitro [166]. Транскриптомный анализ выявил 

у данной супрессорной субпопуляции ней-

трофилов IFN-индуцированный транскрип-

томный профиль, то есть усиление экспрес-

сии IFN-индуцированных генов. В том числе 

у клеток CD16bright/CD62Ldim была значительно 

увеличена экспрессия гена CD274, кодирую-

щего PD-L1, по сравнению с нейтро филами 

CD16bright/CD62Lbright и CD16dim/CD62Lbright [53]. 

При дальнейшем исследовании in vitro было 

установлено, что особенно IFNγ и в меньшей 

степени IFNα или IFNβ, но не G-CSF, GM-CSF, 

TNFα или LPS, увеличивали экспрессию PD-

L1 на нейтрофилах, а IFNγ-стимулированные 

нейтрофилы демонстрировали наибольшую 

супрессорную активность в отношении фито-

гемагглютинин-индуцированной пролифера-

ции Т-лимфоцитов, реализуемую через прямой 

контакт при участии PD-L1 нейтрофилов [53].

Недавние исследования показали, что в кро-

ви пациентов с тяжелым сепсисом, также как 

и у септических мышей, были обнаружены PD-

L1+ нейтрофилы, вызывающие in vitro апоптоз 

лимфоцитов контакт-зависимым путем; их ко-

личество было значительно увеличено и поло-

жительно коррелировало с тяжестью сепсиса, 
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на основании чего уровень PD-L1+ нейтрофи-

лов было предложено использовать как потен-

циальный биомаркер для диагностики сепсис-

индуцированной иммуносупрессии [232].

Нейтрофилы и В-лимфоциты

Влияние нейтрофилов на В-лимфоциты 

также имеет две стороны. Было установлено, 

что в определенных сайтах около маргинальной 

зоны (marginal zone — MZ) селезенки человека 

присутствуют нейтрофилы, которые в отли-

чие от циркулирующих в крови нейтрофилов, 

способны активировать MZ B-лимфоциты, 

индуцировать соматическую гипермутацию, 

переключение классов иммуноглобулинов 

(с IgM на IgG и IgA) и продукцию антител, 

в связи с чем такие нейтрофилы были названы 

«B-хелперные» (NBH) [173]. MZ В-лимфоциты 

экспрессируют полиреактивные В-клеточные 

рецепторы (BCR), которые могут связываться 

с различными микробными молекулярными 

паттернами, и TLR. Роль MZ B-клеток до конца 

не изучена, но известно, что они осуществляют 

преимущественно тимуснезависимый гумо-

ральный иммунный ответ на циркулирующие 

в крови антигены, в первую очередь на бакте-

риальные полисахариды, в том числе капсуль-

ные. Также имеются свидетельства, указываю-

щие на способность человеческих MZ B-клеток 

участвовать в ответе и на тимусзависимые пеп-

тидные антигены [35].

Было определено, что активирующее дей-

ствие NBH на MZ B-клетки реализуется преиму-

щественно через продукцию BAFF (фактор, ак-

тивирующий B-клетки; В-cell activating factor), 

APRIL (лиганд, индуцирующий пролифера-

цию; a proliferation-inducing ligand) и IL-21 [173]. 

Кроме того, NBH, экспрессирующие эластазу, 

CD15 и молекулу адгезии CEACAM-1, способны 

формировать ДНК-содержащие NET-подобные 

структуры, которые образуют тесный контакт 

с IgD-экспрессирующими В-клетками [173].

На основании фенотипических и функцио-

нальных отличий авторами были идентифи-

цированы две субпопуляции NBH: NBH1 и NBH2 

[173]. В отличие от обычных нейтрофилов 

(conventional neutrophils — NC), эксрессирую-

щих CD15 и CD16 в большом количестве, NBH1 

демонстрировали промежуточный, а NBH2 — 

низкий уровень экпрессии данных маркеров; 

при этом обе субпопуляции NBH не отличались 

от циркулирующих нейтрофилов по морфо-

логии и ультраструктуре. По сравнению с NC 

клетки NBH1 и NBH2 экспрессировали больше 

CD11b и CD24, молекул, которые ингибиру-

ют передачу сигналов с TLR, и CD27, CD40L, 

CD86 (B7–2), CD95 (Fas), HLA-I и HLA-II, 

маркеров иммунной активации. Кроме того, 

клетки NBH1 и NBH2 экспрессировали меньше 

адгезионных молекул CD54 (ICAM-1), CD62L 

(L-селектин), CD62P (P-селектин) и CD102 

(ICAM-2). При этом NBH1 были более активи-

рованы, чем NBH2, и экспрессировали больше 

CD27, CD40L, CD86, CD95 и HLA-II, но мень-

ше CD24. В сравнении с NC нейтрофилы NBH1 

и NBH2 характеризовались бόльшим количе-

ством мРНК В-стимулирующих молекул BAFF, 

APRIL, IL-21, В-клеточных хемоаттрактантов 

CXCL12 и CXCL13, рецепторов TLR7 и TLR8, 

цитокинов IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNF, им-

мунорегуляторных молекул IL-10, аргиназы 1, 

ретинальдегиддегидрогеназы 1 (RALDH1), ин-

дуцибельной NO-синтазы (iNOS), индоламин-

2,3-диоксигеназы (IDO), програнулина, секре-

торного ингибитора протеиназы лейкоцитов 

(SLPI), супрессора цитокиновых сигналов 1 

(SOCS1). При этом NBH1 экспрессировали бо-

лее высокие количества многих вышеуказан-

ных мРНК, чем клетки NBH2, и имели больше 

мРНК антиапоптотических белков bcl-2, bcl-xL 

и mcl-1, но меньше мРНК проапоптотических 

белков bak1. Экспрессия вышеперечисленных 

иммунорегуляторных молекул коррелировала 

со способностью NBH индуцировать супрес-

сию пролиферации CD4+ T-клеток, активиро-

ванных через CD3 и IL-2. Таким образом, по-

пуляция NBH демонстрировала двойственность 

функций: В-хелперы — Т-супрессоры [173].

Также авторы установили, что в условиях 

in vivo В-хелперные нейтрофилы могут гене-

рироваться из циркулирующих нейтрофилов 

вследствие действия регуляторного цитокина 

IL-10, продуцируемого синусоидальными эн-

дотелиальными клетками и макрофагами се-

лезенки [173]. Действительно, при инкубации 

NC в присутствии IL-10 in vitro клетки приобре-

тали NBH-подобный фенотип (индуцибельные 

NBH клетки — iNBH), демонстрируя снижение 

экспрессии CD15 и CD16, увеличение уровня 

мРНК BAFF и APRIL и способность активи-

ровать В-лимфоциты. Также в индукции iNBH 

участвовали GM-CSF и микробные продук-

ты — липополисахарид и зимозан. Было уста-

новлено, что NBH заселяют селезенку постна-

тально, когда слизистая оболочка кишечника 

колонизируется комменсальной микробиотой. 

При этом микробные продукты (LPS, пептидо-

гликан и др.) транслоцируются в кровь, прай-

мируя через TLR различные клетки селезенки 

и способствуя рекрутированию нейтрофилов 

и перепрограммированию их в NBH. NBH, ак-

тивируя MZ B-лимфоциты, усиливают анти-

тельный иммунный ответ на консервативные 

микробные тимус-независимые антигены 

[173]. NET-подобные структуры NBH, захваты-

вая комменсальные антигены, могут усиливать 

их контакт с TLR и В-клеточным рецептором. 
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Кроме того, они могут дополнительно стиму-

лировать MZ B-клетки через TLR за счет соб-

ственной ДНК [35].

В то же время активация В-лимфоцитов 

нейтрофилами может иметь и патологические 

последствия. Так, в недавней публикации был 

описан механизм прямого влияния нейтро-

филов на генерацию аутоантител у пациентов 

с системной красной волчанкой [80]. Авторы 

показали, что комплекс ДНК с кателициди-

ном LL-37, содержащийся в NETs, обладает 

уникальной способностью проникать в эндо-

сомальные компартменты В-клеток и иниции-

ровать стимуляцию TLR9. В результате через 

TLR9 запускается поликлональная активация 

В-лимфоцитов, а также специфическая экс-

пансия аутореактивных В-клеток памяти, про-

дуцирующих анти-LL-37-антитела [80].

Наряду со стимулирующим влиянием ней-

трофилов на В-лимфоциты на модели мышей 

был выявлен и противоположный супрессор-

ный эффект. При иммунизации и экспери-

ментальной инфекции, вызванной S. aureus, 

с помощью прижизненной микроскопии было 

обнаружено рекрутирование S. aureus+ нейтро-

филов в дренирующие лимфоузлы, где наблю-

далось их взаимодействие с В-лимфоцитами. 

При этом мигрировавшие нейтрофилы образо-

вывали межклеточные синапсоподобные кон-

такты с В-клетками и секретировали TGF-β1, 

оказывая супрессорный эффект и ингибируя 

продукцию антител [108].

Нейтрофилы и рак

Рак — хроническое заболевание, развитие 

которого зависит от взаимодействия опухоле-

вых клеток с их микроокружением. При этом 

рак представляет собой воспаление, «незажи-

вающую рану» [58], и воспалительный ответ 

является важным фактором развития опухо-

лей [34, 170]. По сравнению с другими иммун-

ными клетками, нейтрофилам уделяли мало 

внимания при этой патологии. Однако экс-

периментальные данные и клинические на-

блюдения, проведенные за последние годы, 

демонстрируют двойственную роль нейтрофи-

лов в инициации, росте, прогрессии и метаста-

тическом распространении опухолей [155, 170, 

201]. При этом ряд ученых отмечает, что многие 

данные о значении нейтрофилов при раке были 

получены при исследовании опухолей у мы-

шей, и поэтому не могут быть абсолютно ре-

левантными в отношении организма человека, 

а значит, требуют дальнейшего изучения [63]. 

Кроме того, необходимо учитывать, что роль 

нейтрофилов также может быть неодинаковой 

при разных типах рака [170]. Влияние нейтро-

филов на развитие злокачественных опухолей 

может реализовываться как через прямое воз-

действие на опухолевые клетки, так и опосре-

дованно через регуляцию механизмов противо-

опухолевого иммунного ответа.

За счет продукции различных хемокинов 

и факторов роста клетками опухолевого мик-

роокружения нейтрофилы одними из первых 

мигрируют к опухоли на ранних стадиях ее 

формирования, усиленно инфильтрируют оча-

ги опухолевого роста и становятся активными 

компонентами стромы [63, 71, 201]. Такие ней-

трофилы, инфильтрирующие опухоль, полу-

чили название «тумор-ассоциированные ней-

трофилы» (tumor-associated neutrophils — TANs). 

На мышиной модели опухолей было установ-

лено, что TANs могут обладать как проопухо-

левой активностью, так и противоопухолевым 

действием, в связи с чем они были классифи-

цированы на два фенотипа: TANs N1 (с проти-

воопухолевой и провоспалительной активно-

стью) и TANs N2 (с проопухолевым действием). 

При этом было установлено, что поляризация 

TANs из одного фенотипа в другой во многом 

определяется сигналами, генерируемыми самой 

опухолью и ее микроокружением. Например, 

TGF-β, продуцируемый опухолью, способству-

ет трансформации TAN-N1 в TAN-N2, а IFNβ, 

наоборот, индуцирует фенотип N1 [17, 71, 72, 

101, 165]. У мышей клетки N1 имеют зрелую 

морфологию и гипер сегментированное ядро, 

в то время как N2 характеризуются палочковид-

ным или кольцеобразным ядром подобно не-

зрелым нейтрофилам [72]. В связи с этим оста-

ется до конца нерешенным вопрос, являются ли 

TANs N1 и N2 двумя отдельными самостоятель-

ными субпопуляциями, либо представляют со-

бой различные стадии созревания или актива-

ции тумор-ассоциированных нейтрофилов [63].

Выделяемые активированными нейтрофи-

лами миелопероксидаза (MPO), активные фор-

мы кислорода (ROS) и азота (reactive nitrogen 

species — RNS) могут вызывать прямое повреж-

дение ДНК (генотоксичность), способствуя 

инициации опухолевого роста, а также транс-

формировать различные химические вещества 

в метаболиты с канцерогенными и мутагенны-

ми свойствами [16, 112, 155].

Нейтрофильная матриксная металлопротеи-

наза 9 (MMP-9) способствует раннему ангио-

генезу опухоли, высвобождая фактор роста 

эндотелия сосудов (vascular endothelial growth 

factor — VEGF) из экстрацеллюлярного ма-

трикса, и может предотвращать апоптоз опухо-

левых клеток [24, 55, 126, 165]. Кроме того, ту-

мор-ассоциированные нейтрофилы содержат 

внутриклеточный пул VEGF, мощного ангио-

генного фактора, который могут выделять при 

стимуляции, а также образовывать этот белок 

de novo [77, 126, 235]. Также опухоль-ассоции-
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рованные нейтрофилы могут синтезировать 

и затем секретировать при прямом контакте 

с опухолевыми клетками белок онкостатин М, 

принадлежащий к семейству IL-6. Связываясь 

с рецепторами на опухолевых клетках, онко-

статин М усиливает их пролиферацию, повы-

шает неоваскуляризацию опухоли и ее инва-

зивность [3, 174, 206]. Эластаза нейтрофилов 

(NE) также может быть вовлечена в начальные 

этапы развития опухоли, непосредственно 

стимулируя опухолевую пролиферацию [96, 

126, 155, 156]. Кроме того высокие уровни NE 

способствуют инвазии и метастазированию 

опухоли на более поздних этапах, а повышение 

ее количества в опухолевой ткани коррелиру-

ет с плохим прогнозом заболевания, напри-

мер, при раке молочной железы и легких [190]. 

Металлопротеиназы, высвобождаемые при ак-

тивации нейтрофилов, также могут усиливать 

миграцию опухолевых клеток и инвазивность 

опухоли, влияя на внеклеточный матрикс [126].

Установлено, что некоторые факторы, 

продуцируемые нейтрофилами, в частности 

TGF-β и эластаза, могут способствовать эпите-

лиально-мезенхимальному переходу (epithelial-

mesenchymal transition — EMT) опухолевых 

клеток, например, при аденокарциноме легких 

и поджелудочной железы, в результате кото-

рого эпителиоциты изменяют свой фенотип, 

теряют плотные межклеточные соединения, 

приобретают способность изменять базальную 

мембрану и мигрировать. В конечном итоге 

EMT приводит к повышению инвазивности 

и метастазированию опухоли, помогая экстра-

вазации опухолевых клеток во вторичных оча-

гах [85, 97, 106, 126].

Метастазированию опухолей могут способ-

ствовать не только тумор-ассоциированные 

нейтрофилы, но и нейтрофилы, циркулирую-

щие в крови. Например, клетки меланомы, 

попадая в кровоток, секретируют IL-8 и уси-

ливают экспрессию β2 интегрина (Mac-1) 

на нейтрофилах. Нейтрофильный β2 интегрин 

взаимодействует с ICAM-1 клеток меланомы, 

что приводит к их прикреплению к эндотелио-

цитам с последующей экстравазацией и, таким 

образом, к метастазированию, например, в лег-

кие [99, 165].

Метастазированию опухоли, вероятно, мо-

гут способствовать и нейтрофильные внекле-

точные ловушки, захватывая циркулирующие 

опухолевые клетки, гематогенно транспорти-

руя их в отдаленные органы и спобствуя их экс-

травазации [46, 47, 61, 126].

Также в моделях на мышах было показа-

но, что опухолевые клетки в условиях гипок-

сии (особенно в центре опухолевого узла) 

способны индуцировать образование NETs 

[222]. NETs, в свою очередь, промотируют 

TLR9-опосредованную активацию опухоле-

вых клеток, что усиливает пролиферацию, ад-

гезию, миграцию и инвазивность последних. 

Ключевым фактором в этом процессе является 

NET-ассоциированный HMGB1 (high mobility 

box protein 1), образующий комплекс с ДНК, 

хотя и такие компоненты NETs, как MMP-9, 

кателицидины, катепсин G, эластаза, вно-

сят свой вклад в прогрессию опухоли. NETs 

также способны активировать клетки микро-

окружения опухоли и вызывать продукцию 

ими провоспалительных цитокинов и хемоки-

нов, таких как IL-6, TNFα, CXCL10, которые 

также способствуют опухолевой прогрессии. 

При этом протуморогенные эффекты NETs ин-

гибируются ДНКазой и факторами, подавляю-

щими активность PAD4 [222].

Кроме того, была обнаружена уникальная 

способность опухолей в некоторых случаях мо-

дифицировать микроокружение в отдаленных 

от первичного очага сайтах с целью последую-

щей ориентации опухолевых клеток и метаста-

зированию в эти участки. Таким образом, опу-

холь «подготавливает почву» или формирует 

предметастатическую нишу [172]. При этом ос-

новную роль в подготовке этой ниши, как было 

установлено, играют клетки из костного мозга 

(bone marrow-derived cells — BMDCs), которые 

рекрутируются в предметастатические сайты 

за счет различных факторов, продуцируемых 

в первичном очаге опухоли [60, 105, 109, 176, 

236]. На модели рака молочной железы у мы-

шей было установлено, что одним из ключевых 

факторов, регулирующих эту подготовку, яв-

ляется G-CSF, продуцируемый опухолью, а ос-

новным клеточным компонентом микроокру-

жения предметастической ниши в отдаленном 

органе (в данном случае — в легких) являются 

Ly6G+Ly6C+ нейтрофилы [115]. Данные клетки 

под действием G-CSF мобилизуются из кост-

ного мозга и демонстрируют высокий уровень 

экспрессии белка Bv8, который в свою очередь 

способствует хоумингу Ly6G+Ly6C+ нейтрофи-

лов в легкие. В легких Ly6G+Ly6C+ нейтрофилы 

продуцируют Bv8, MMP-9, S100A8, S100A9, ко-

торые способствуют последующей миграции, 

инвазии и выживанию метастазирующих опу-

холевых клеток в этом органе [115, 126].

В недавней публикации было отмечено, что 

CD11b+/Ly6G+ нейтрофилы мышей с раком мо-

лочной железы усиливают образование мета-

стазов через два разных механизма. Во-первых, 

они ингибируют функцию NK-клеток, что 

приводит к значительному увеличению вре-

мени выживания опухолевых клеток в цирку-

ляторном русле. Во-вторых, посредством се-

креции IL-1β и матриксных металлопротеиназ 

нейтрофилы облегчают экстравазацию опухо-

левых клеток [212].
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Опосредованное протуморогенное действие 

TANs связано с супрессией противоопухолево-

го иммунного ответа. TANs N2 обладают по-

вышенной активностью аргиназы 1, которая 

ответственна за истощение L-аргинина и, как 

следствие, за ингибирование пролиферации 

цитотоксических CD8+ Т-лимфоцитов и, зна-

чит, противоопухолевого иммунного ответа [70, 

71]. Как было сказано в разделе «Нейтрофилы 

и Т-лимфоциты», ROS активированных ней-

трофилов могут ингибировать пролифера-

цию Т-лимфоцитов путем подавления акти-

вации транскрипционного фактора NF-κB, 

уменьшать экспрессию TCRζ (CD3-дзета-

цепи), вызывать окисление кофилина [111, 139, 

193] и индуцировать апоптоз Т-лимфоцитов, 

приводя, в конечном итоге, к их гибели [93]. 

При этом TANs, особенно фенотипа N2, могут 

выделять хемокины CCL17 и CCL5, которые 

способствуют привлечению в опухоль регуля-

торных Т-клеток (Treg), обладающих иммуно-

супрессорным действием [15, 126, 150], и, как 

было отмечено, менее чувствительных к ROS 

[151]. Хемокины CCL2 и CCL20, которые выде-

ляют нейтрофилы, вызывают рекрутирование 

Th17, которые, в свою очередь, секретируют 

IL-17 и усиливают приток нейтрофилов в сайт 

опухоли [126, 162].

Несмотря на множественные проопухоле-

вые влияния нейтрофилов, были также заре-

гистрированы и противоопухолевые эффекты 

этих клеток, характерные для N1 TANs, кото-

рые могут реализоваться разными механизма-

ми: прямыми и опосредованными через воз-

действие на другие клетки иммунной системы.

Прямое цитолитическое действие на клетки 

различных типов опухолей могут оказывать, 

например, ROS (H2O2, HOCl, O2
–) активирован-

ных нейтрофилов [50, 127, 246, 247]. В недав-

ней публикации авторами было отмечено, что 

H2O2-обусловленная цитотоксичность нейтро-

филов опосредуется TRPM2 [79]. TRPM2 яв-

ляется катионным каналом, чувствительным 

к окислительно-восстановительному стрес-

су, экспрессируемым на многих типах клеток, 

включая опухолевые. Через этот канал проис-

ходит вход Ca2+, индуцируемый перекисью во-

дорода в ходе клеточной смерти [147].

Тумор-ассоциированные нейтрофилы спо-

собны непосредственно ингибировать проли-

ферацию и выживаемость опухолевых клеток 

через продукцию и последующее связывание 

с рецепторами на опухолевых клетках TRAIL, 

апоптоз-индуцирующего лиганда суперсемей-

ства TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand) 

[113, 126]. Кроме того, нейтрофилы способны 

вызывать гибель опухолевых клеток через ме-

ханизм антителозависимой клеточной цито-

токсичности [42, 110].

Некоторые авторы отмечают возможный про-

тивоопухолевый эффект нейтрофильных вне-

клеточных ловушек, образуемых TANs, за счет 

прямого киллинга клеток опухоли NET-ассо-

циированными компонентами, а также вслед-

ствие активации дендритных клеток и прайми-

рования Т-лимфоцитов [27].

Как было отмечено выше, опухоли в не-

которых случаях способствуют формирова-

нию предметастатической ниши в отделенных 

участках [172], и некоторыми исследователями 

было установлено, что нейтрофилы могут быть 

ведущим клеточным компонентом этой ниши, 

способствуя метастизированию опухоли [115, 

126]. Однако в другой работе было показано, 

что истощение циркулирующих нейтрофилов 

у мышей с раком молочной железы приводит 

к увеличению количества очагов метастати-

ческого отсева в легких [82]. CD11b+Ly-6G+ 

нейтрофилы, направляемые опухолью (tumor-

entrained neutrophils — TENs), аккумулируются 

в легких первыми и, благодаря секретируемому 

опухолью CCL2, ингибируют метастатические 

отсевы путем прямого цитотоксического дей-

ствия H2O2, независимо от Т-клеток. При этом 

тот же CCL2 усиливает рост опухоли в первич-

ном очаге, из чего авторами был сделан вывод, 

что факторы, продуцируемые опухолью, спо-

собствуют ее прогрессии в первичном очаге, 

одновременно подавляя метастазирование «ру-

ками нейтрофилов» [82]. При изучении меха-

низмов метастазирования почечной карцино-

мы человека в легкие на химерных мышах было 

показано, что предварительное рекрутирова-

ние и инфильтрация нейтрофилами легких 

оказывает антиметастатическое действие [131].

Нейтрофилы могут способствовать уси-

лению противоопухолевого иммунного от-

вета. Так, TANs N1 способствуют рекрутиро-

ванию и активации цитотоксических CD8+ 

Т-лимфоцитов, продуцируя хемокины CCL3, 

CXCL9 и CXCL10 и провоспалительные цито-

кины IL-12, TNFα, GM-CSF. Также они могут 

активировать дендритные клетки через прямой 

клеточный контакт и через секрецию TNFα 

[71, 72].

Таким образом, нейтрофилы могут оказы-

вать противоположное влияние на течение 

опухолевого процесса. Вектор активности 

TANs, про- или противоопухолевой, вероятно, 

диктуется комплексом факторов: генетически-

ми особенностями, гистологическим типом 

опухоли, ее локализацией, стадией процесса, 

свойствами микроокружения и др.

В недавних работах отмечена двойная роль 

в развитии рака не только нейтрофилов, ассо-

циированных с опухолью, но и нейтрофилов, 

циркулирующих в крови [201]. Было установ-

лено, что при ряде солидных опухолей у че-
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ловека в периферической крови повышается 

количество нейтрофилов и отношение числа 

нейтрофилов к числу лимфоцитов (neutrophil-

to-lymphocyte ratio — NLR). Так, метаанализ 

данных, полученных при обследовании 40 559 

пациентов с различными типами солидных 

опухолей, выявил значительную корреляцию 

между повышенным NLR и плохим прогнозом 

заболевания [219]. В недавних исследованиях 

аналогичные результаты были получены при 

определении NLR у пациентов, получавших 

неоадъювантную химиотерапию. Было показа-

но, что более низкий уровень NLR ассоцииру-

ется с лучшей выживаемостью пациентов [123].

Ряд исследований показал, что меняется 

не только количество, но также активность 

и продолжительность жизни нейтрофилов 

у больных с различными типами рака [201, 

224, 237].

Было установлено, что в периферической 

крови мышей и, что очень важно, людей со зло-

качественными опухолями наряду с обычными 

нейтрофилами, которые традиционно характе-

ризуются высокой плотностью при выделении 

центрифугированием на градиенте плотностей 

фиколла (high-density neutrophils — HDNs), уве-

личивается количество нейтрофилов во фрак-

ции мононуклеарных клеток (peripheral blood 

mononuclear cells — PBMC) с низкой плотнос-

тью. Такие нейтрофилы были обозначены как 

нейтрофилы (гранулоциты) низкой плотности 

(low-density neutrophils — LDNs). LDNs пациен-

тов с раком демонстрировали более высокую 

экспрессию маркеров CD11b и CD66b в срав-

нении с HDNs [187]. При функциональной 

оценке LDNs и HDNs, выделенных от паци-

ентов с опухолями, in vitro было установлено, 

что LDNs обладают меньшей хемотаксической 

и фагоцитарной активностью, характеризуют-

ся нарушением кислородного взрыва и мень-

шей продукцией H2O2 в ответ на форбол-ми-

ристат-ацетат (PMA). LDNs также демонстри-

ровали низкую цитотоксичность в отношении 

опухолевых клеток по сравнению с высоко 

цитотоксичными HDNs, которые значитель-

но тормозили рост опухоли. Кроме того LDNs 

характеризовались низкой провоспалительной 

активностью, включая пониженную экспрес-

сию различных хемокинов (CXCL1, CXCL2, 

CXCL10, CCL2 и CCL3), хемокиновых рецеп-

торов (CXCR2 и CCR5) и провоспалительных 

молекул, но повышенной экспрессией CCR7, 

который экспрессируется на мембране при сти-

муляции. При этом LDNs демонстрировали 

супрессорную активность и заметно ограни-

чивали пролиферацию CD3-стимулированных 

CD8+ T-клеток in vitro [187]. Из полученных дан-

ных авторами был сделан вывод, что «нормаль-

ные» нейтрофилы с высокой плотностью явля-

ются антиопухолевыми, а LDNs ассоции руются 

с проопухолевой активностью [187]. Кроме 

того, авторы предположили, что именно соот-

ношение этих функционально противополож-

ных подтипов диктует общее про- или проти-

воопухолевое действие нейтрофилов: на ранних 

стадиях развития опухоли преобладают HDNs, 

что приводит к общему противоопухолевому 

ответу; по мере же прогрессирования опухоли 

происходит превращение HDNs в LDNs, по-

следние становятся доминирующими, сдвигая 

ответ в сторону проопухолевого [187]. Авторами 

была проведена важная параллель: если рак — 

это хроническое воспаление, то организм пыта-

ется постепенно переключать провоспалитель-

ные механизмы (в виде HDNs) на те, которые 

приведут к его разрешению (на LDNs), но дра-

матичность ситуации заключается в том, что 

опухоль-ассоциированное воспаление никогда 

не разрешится, а значит продолжаюшийся рост 

количества иммуносупрессорных LDNs в итоге 

будет способствовать росту и прогрессии опу-

холи. Важно отметить, что популяция LDNs 

является неоднородной: кроме иммуносупрес-

сорных клеток, количество которых увеличи-

вается при злокачественных новобразованиях, 

а также при ВИЧ-инфекции и при сепсисе, сре-

ди LDNs выявляются клетки с провоспалитель-

ным активированным фенотипом, количество 

которых растет при некоторых аутоиммунных 

заболеваниях [95].

В более ранних публикациях было показа-

но, что у мышей и людей со злокачественны-

ми опухолями в периферической крови по-

является гетерогенная популяция незрелых 

клеток миелоидного происхождения с имму-

носупрессорной активностью, которые были 

названы миелоидными супрессорными клет-

ками (myeloid derived suppressor cells — MDSC) 

[8, 73, 74, 158, 197, 245]. Изменение физиоло-

гического миелопоэза при неопластическом 

процессе связано с продукцией многочислен-

ных цитокинов, факторов роста, хемокинов 

клетками опухолевого микроокружения, ко-

торые попада ют в кровь и лимфу. Среди них 

ключевыми являются GM-CSF, M-CSF, IL-4, 

IL-6, IL-18, IL-13, IL-10, TGF-β, простагланди-

ны [121, 245]. Было установлено, что у мышей 

MDSC одновременно экспрессируют CD11b 

и Gr-1, но состоят из двух основных субпопу-

ляций клеток: моноцитарных (M-MDSC) с фе-

нотипом, близким к фенотипу воспалительных 

моноцитов (CD11b+/Gr-1int/Ly6G–/Ly6Chigh), 

и гранулоцитарных (или полиморфноядер-

ных) (G-MDSC или PMN-MDSC) с феноти-

пом, напоминающим нейтрофильный (CD11b+/

Gr-1high/Ly6Ghigh/Ly6C–) [64]. Несмотря на опре-

деленную схожесть в поверхностных маркерах 

с клетками, присутствующими вне опухоле-
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вого (патологического) процесса, у MDSC есть 

очень важное функциональное отличие — это 

мощная супрессорная активность по отноше-

нию к иммунным клеткам, особенно к активи-

рованным Т-лимфоцитам [228]. Ингибиторное 

влияние MDSC на предварительно активиро-

ванные Т-клетки реализуется через истощение 

незаменимых аминокислот типа L-аргинина 

и L-триптофана, продукцию супрессорных 

цитокинов TGF-β или IL-10, экспрессию мо-

лекул типа PD-L1, образование активных форм 

кислорода (ROS) и азота (RNS) и некоторые 

другие механизмы [64]. При этом MDSC пред-

ставляют собой незрелые клетки. M-MDSC 

и PMN-MDSC у мышей различаются не толь-

ко по фенотипу, но и по морфологии, экспрес-

сии генов, спектру ингибирующих факторов. 

Однако было показано, что в условиях in vitro 

и in vivo у мышей с опухолями M-MDSC могут 

дифференцироваться в клетки с фенотипом 

CD11b+Ly6G+Ly6Clow, то есть в PMN-MDSC 

[244].

В последние годы уделяется большое внима-

ние изучению значению MDSC при злокачес-

твенных опухолях у человека. Было установ-

лено, что высокий уровень MDSC коррелирует 

с плохим прогнозом и низкой выживаемостью 

пациентов с разными видами рака, а аккуму-

ляция этих клеток способствует прогрессии 

опухоли [98, 140, 210, 211, 230, 233]. У пациентов 

с разными локализациями раковых опухолей 

PMN-MDSC являлась доминирующей популя-

цией MDSC, и соотношение PMN-MDSC/M-

MDSC составляло более 5:1. Кроме того, PMN-

MDSC могли также генерироваться in vitro 

из M-MDSC раковых больных [244].

Предпринимались многочисленные по-

пытки для идентификации и фенотипической 

характеристики MDSC при злокачественных 

опухолях у человека. Согласно последним 

данным, MDSC выделяются центрифугирова-

нием на градиенте плотности фиколла и вхо-

дят во фракцию клеток с низкой плотностью 

(PBMC). При этом моноцитарные MDSC чело-

века имеют маркеры CD11b+CD14+HLA-DR–/low

CD15–, что делает их похожими на воспали-

тельные моноциты, а гранулоцитарные MDSC 

обладают фенотипом, очень близким нейтро-

фильному (CD11b+CD14–CD15+CD66+) [32, 45, 

64, 140]. Так как G-MDSC (PMN-MDSC) вы-

деляются во фракции клеток с низкой плотно-

стью, схожи с нейтрофилами и обладают имму-

носупрессорными свойствами, то, вероятно, их 

можно отнести к супрессорной субпопуляции 

LDNs, хотя поставить знак абсолютного равен-

ства между LDNs и G-MDSC нельзя, посколь-

ку среди LDNs встречаются активированные 

нейтрофилы без супрессорной активности [95]. 

Кроме того на сегодняшний день нет единого 

мнения и продолжаются обсуждения взаимо-

отношений «обычных» нейтрофилов (HDNs), 

PMN-MDSC и TANs [63].

При этом поиск высоко специфических мар-

керов и способов идентификации PMN-MDSC 

человека не останавливается. Так, в недавней 

публикации было выявлено, что PMN-MDSC 

и «обычные» нейтрофилы (HDNs) пациентов 

с разными видами раковых опухолей отлича-

ются профилем экпрессии генов [45]. Наиболее 

значимые изменения наблюдались в экспрес-

сии генов, ассоциированных со стрессом эн-

доплазматического ретикулума (ER). При этом 

был установлено, что человеческие PMN-MDSC 

экспрессируют лектиноподобный рецептор 

окисленных липопротеинов низкой плотнос-

ти 1 (lectin-like oxidized low-density lipoprotein 

receptor 1 — LOX-1), в то время как «обычные» 

нейтрофилы пациентов с раком, также как 

и здоровых доноров, не экспрессируют LOX-1. 

LOX-1+ PMN-MDSC демонстрировали высо-

кую экспрессию аргиназы 1 и продукцию ROS, 

проявляя супрессорную активность и подав-

ляя пролиферацию Т-лимфоцитов. Поэтому 

LOX-1 был обозначен как маркер человеческих 

PMN-MDSC, причем не только в периферичес-

кой крови, но и непосредственно в опухолевых 

тканях [45].

Еще раз стоит напомнить, что развитие зло-

качественных опухолей в организме человека 

значительно отличается от мышиных моде-

лей. Неопластический процесс проходит много 

стадий, на каждой из которых взаимодействие 

TANs с клетками самой опухоли и ее микро-

окружения меняется, что создает сложности 

в изучении активности TANs. Кроме того, для 

исследования TANs человека важную роль 

играет техника получения клеточных суспен-

зий из опухолевых тканей [63]. В связи с этим 

число работ, посященных исследованию TANs 

человека, относительно немногочисленно.

В ряде публикаций было отмечено, что 

увеличение количества нейтрофилов, ин-

фильтрирующих опухоль, коррелирует с пло-

хим прогнозом заболевания и низким по-

казателем выживаемости при таких видах 

опухолей, как плоскоклеточная карцинома 

головы и шеи [223], карцинома почек [103], 

колоректальная карцинома [179], гепатоцел-

люлярная карцинома [124], меланома [104]. 

Первые исследования функциональной роли 

TANs в прогресси рака были изучены на при-

мере плоскоклеточного рака и аденокарци-

номы легких человека I–II стадии [62]. TANs 

были идентифицированы как CD11b+CD15hi

CD66b+MPO+Arg1+CD16int клетки и состав-

ляли 5–25% клеточного состава опухолей. 

По сравнению с нейтрофилами крови TANs 

демонстрировали активированный фенотип 
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(CD62LloCD54hi) с репертуаром хемокиновых 

рецепторов, который включал CCR5, CCR7, 

CXCR3 и CXCR4. TANs продуцировали зна-

чительные количества провоспалительных 

факторов MCP-1, IL-8, MIP-1α и IL-6, а также 

противовоспалительный антагонист IL-1R. 

TANs обладали способностью к фагоцитозу 

E. coli и генерации ROS при стимуляции PMA 

in vitro. Функционально TANs были способны 

стимулировать пролиферацию CD4+ и CD8+ 

Т-клеток, активировать CD8+ Т-клетки с вы-

свобождением цитотоксического содержимо-

го их гранул, индуцировать продукцию IFNγ. 

При этом способность TANs стимулиро-

вать пролиферацию Т-лимфоцитов зависела 

от прямого контакта между этими клетками, 

и TANs демонстрировали поверхностную экс-

прессию костимулирующих молекул CD54, 

CD86, OX40L и 4–1BBL (но не CD80 и CD40). 

В свою очередь активированные Т-клетки при 

совместном культивировании с TANs in vitro 

увеличивали срок жизни последних и значи-

тельно усиливали экспрессию костимулирую-

щих молекул CD54, CD86, OX40L и 4–1BBL 

на их поверхности. Интересно, что стимули-

рующий эффект в отношении пролиферации 

Т-лимфоцитов был значительно выше у TANs 

из опухолей с размером < 3 см, чем у TANs 

из более крупных опухолевых узлов. Из всех 

полученных результатов авторами был сде-

лан вывод, что на ранних стадиях рака легких 

TANs являются скорее не иммуносупрессор-

ными, а стимулирующими противоопухоле-

вый Т-клеточный ответ [62].

В более поздних работах этими же автора-

ми было установлено, что при немелкокле-

точном раке легких человека I-II стадии кро-

ме «классических TANs», экспрессирующих 

маркеры нейтрофилов CD11b+CD15hiCD66b+, 

в опухоли встречаются TANs с одновременной 

дополнительной поверхностной экспрессией 

HLA-DR, CD14, CD206, CD86 и CCR7, кото-

рые характерны для антигенпрезентирующих 

клеток (APC). Такая разновидность TANs 

была обозначена как «APC-подобные гибрид-

ные TANs» [204]. Гибридные TANs совмещали 

в себе функции нейтрофилов и профессио-

нальных APC и значительно усиливали ак-

тивность эффекторных противоопухолевых 

Т-клеток. При этом процент гибридных TANs 

был значительно меньше в крупных опухо-

левых узлах (> 3 см), чем в мелких (< 3 см), 

полностью исчезая при размере опухоли бо-

лее 5–7 см. Основными (но не единственны-

ми) опухоль-продуцируемыми цитокинами, 

индуцирующими образование гибридных 

TANs, авторы определили GM-CSF и IFNγ: 

в опухолях с большой долей гибридных TANs 

(> 10% от всех TANs) уровень этих цитокинов 

был достоверно выше. Из всех полученных 

данных авторами опять-таки был сделан вы-

вод, что микроокружение на ранних стадиях 

развития опухоли способствует дифферен-

циации TANs с антитуморогенной активно-

стью. Кроме того, авторы предложили модель 

дифференцировки TANs на ранних стадиях 

рака легких человека, согласно которой зре-

лые нейтрофилы, рекрутируемые в опухоль 

из крови, приобретают фенотип высокоак-

тивных нейтрофилов и образуют популяцию 

«классичес ких TANs»; незрелые нейтрофи-

лы, которые в разном количестве циркули-

руют в крови больных раком, более пластич-

ны. Когда незрелые нейтрофилы попадают 

в опухоли, продуцирующие соответствующие 

уровни IFNγ и GM-CSF, они меняют свою 

программу дифференцировки и образуют по-

пуляцию «APC-подобных гиб ридных TANs». 

Однако если уровень IFNγ и GM-CSF не яв-

ляется достаточным или в опухоли присут-

ствуют какие-либо ингибирующие факторы 

(например, гипоксия), незрелые нейтрофи-

лы используют канонический путь и диффе-

ренцируются в «классические TANs» [204]. 

Для более детального изучения и понимания 

роли TANs требуется продолжение исследова-

ния опухолей III и IV стадии. Однако при та-

ком распространенном процессе редко прово-

дится хирургическое вмешательство, что соз-

дает соответствующие трудности в получении 

материала для исследования [63].

Недавно были опубликованы результаты ис-

следования роли опухоль-инфильтрирующих 

нейтрофилов человека при раке желудка [234]. 

Было показано, что увеличение количества ней-

трофилов, инфильтрирующих опухоль, корре-

лирует с прогрессированием опухоли и плохим 

прогнозом. При этом опухолевые нейтрофилы 

демонстрировали высокую экспрессию мар-

кера активации CD54 и иммуносупрессорной 

молекулы PD-L1, чему способствовали факто-

ры, выделяемые микроокружением опухоли, 

и в первую очередь GM-CSF. При совместном 

культивировании in vitro опухоль-инфильтри-

рующие нейтрофилы подавляли пролиферацию 

Т-лимфоцитов и продукцию ими IFNγ PD-L1-

PD-1-зависимым способом, а повышенное ко-

личество PD-L1+ нейтрофилов в опухоли корре-

лировало с ее прогрессией и плохим прогнозом. 

При этом способность активированных PD-L1+ 

нейтрофилов супрессировать Т-клеточный им-

мунитет и вызывать прогрессию опухоли была 

проверена на мышах, которым вводились клет-

ки аденокарциномы желудка линии SGC-7901. 

Основываясь на полученных данных, авторы 

предложили модель прогрессии рака желуд-

ка, согласно которой опухоль-продуцируемый 

GM-CSF индуцирует активацию внутриопу-
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холевых нейтрофилов, что сопровождается 

индукцией экспрессии PD-L1 на этих клетках 

посредством активации сигнального пути JAK-

STAT3; затем эти активированные иммуносу-

прессорные нейтрофилы оказывают проопу-

холевое действие путем подавления функции 

Т-клеток опухолевого микроокружения PD-L1-

PD-1-зависимым образом [234].

Подводя итог, нужно сказать, что, безуслов-

но, все полученные за последние 2–3 декады 

сведения о функциональных возможностях 

нейтрофильных гранулоцитов и молекуляр-

ных механизмах их реализации в условиях 

гомеостаза и при различных видах патологии 

заметно углубляют наше понимание функ-

ционирования иммунной системы в целом 

и открывают колоссальные перспективы для 

разработки новых препаратов для таргетной 

иммунотерапии. Нейтрофилы демонстрируют 

способность проявлять разнообразные, порой 

даже антагонис тические варианты воздей-

ствия на другие иммунные клетки, что свиде-

тельствует об их плас тичности и, вероятно, ге-

терогенности. И хотя многие данные получены 

в условиях in vitro или в моделях на животных 

и поэтому требуют дополнительного изучения 

и подтверждения, однозначно можно конста-

тировать, что влияние нейтрофилов не огра-

ничивается рамками врожденного иммуните-

та. Эти многофункциональные клетки активно 

участвуют в формировании антигенспецифи-

ческого иммунного ответа.
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ТРЕФОИЛОВЫЕ ФАКТОРЫ — НОВЫЕ 

МАРКЕРЫ МУКОЗАЛЬНОГО БАРЬЕРА 

ЖЕЛУДОЧНО-КИШЕЧНОГО ТРАКТА

А.В. Шестопалов1,2,3, А.С. Дворников1, О.В. Борисенко1, А.В. Тутельян2,4

1 ФГБОУ ВО Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова 

Минздрава России, Москва, Россия
2 ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии и иммунологии 

имени Дмитрия Рогачева Минздрава России, Москва, Россия
3 ФГБУ Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью 

Минздрава России, Москва, Россия
4 ФБУН Центральный НИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия

Резюме. Трефоиловые факторы представляют собой пептиды, содержащие структурный домен в виде листа 

клевера. Они синтезируются во многих органах: в различных отделах человеческого мозга (предполагается 

участие трефоиловых факторов в развитии и дифференциации нервной системы), в щитовидной железе, мо-

лочной железе, матке, предстательной железе, в конъюнктиве, в дыхательной системе, в слюнных железах, 

желчном пузыре, но в наибольшем количестве обнаруживаются на слизистой желудочно-кишечного тракта: 

TFF-1 — в желудке, TFF-2 — в желудке и в двенадцатиперстной кишке, TFF-3 — в кишечнике. Все большее 

число исследований говорит не только о широкой распространенности трефоиловых пептидов в организме, 

но также и об их важных регуляторных функциях. Трефоиловые факторы влияют на клеточную адгезию, 

усиливая способность к миграции эпителиальных клеток. Восстановление обратимо поврежденных струк-

тур эпителия — реституция — облегчается также за счет антиапоптотического действия трефоиловых пеп-

тидов (аноикис-резистентность). Проангиогенные свойства трефоиловых пептидов значительно выражены 

и могут способствовать ангиогенезу опухолей. Иммуномодулирующие свойства трефоиловых факторов за-

ключаются во влиянии на экспрессию провоспалительных и защитных факторов (в том числе оксида азота, 

цитокинов, дефензинов). Взаимодействие трефоиловых факторов и муцина повышает вязкость слизи, что 

играет роль в защите слизистой оболочки против ульцерогенных агентов. В то же время повышение вязкос-

ти слизи в присутствии TFF-2 может быть фактором, ухудшающим течение бронхиальной астмы. Уровень 

экспрессии трефоиловых факторов связан с патогенезом воспалительных заболеваний желудочно-кишеч-

ного тракта. Показано, что направленность изменений в уровне трефоиловых факторов может отличаться 

в зависимости от локализации и глубины поражения. Изменение экспрессии трефоиловых факторов игра-

ет важную роль в онкогенезе. Рак желудка и колоректальный рак сопровождается повышением экспрессии 

TFF-1. Содержание трефоиловых факторов связано со стадией развития опухоли, и привлекает внимание 

исследователей как диагностический показатель, характеризующий стадию, наличие метастазов и чувстви-

тельность к химиотерапии при гастроинтестинальном раке. Активно изучается роль трефоиловых факторов 

и при других злокачественных новообразованиях, в том числе при ретинобластоме, карциноме молочной 
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железы, карциноме щитовидной железы. Расширяющийся объем экспериментальных и клинических дан-

ных свидетельствует о том, что трефоиловые факторы могут рассматриваться как перспективные маркеры 

желудочно-кишечных и онкологичес ких заболеваний.

Ключевые слова: трефоиловые факторы, желудочно-кишечный тракт, муцин, воспаление, апоптоз, ангиогенез, онкогенез.

TREFOIL FACTORS — NEW MARKERS OF GASTROINTESTINAL MUCOSAL BARRIER

Shestopalov A.V.a,b,c, Dvornikov A.S.a, Borisenko O.V.a, Tutelyan A.V.b,d

a Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation
b Dmitry Rogachev National Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow, Russian Federation
c Center of the Strategic Planning, Moscow, Russian Federation
d Central Research Institute of Epidemiology of the Federal Service for Surveillance on Customer Rights Protection and Human 

Wellbeing, Moscow, Russian Federation

Abstract. Trefoil factors (TFFs) are peptides containing a cloverleaf-like structure, which are synthesized in diverse organs 

including various regions of the human brain (presumably involved in nervous system development and differentiation), 

thyroid gland, mammary gland, uterus, prostate gland, conjunctiva, respiratory tract, salivary glands, and gall bladder, 

which peaks in diverse gastrointestinal tract mucosa: TFF-1 — in the stomach, TFF-2 — in the stomach and duodenum, 

and TFF-3 — in the gut. An increasing body of studies indicate not only about a widely distributed trefoil factors in vivo 

but also points at their important regulatory functions. In particular, TFFs affect cell adhesion by enhancing epithelial cell 

migration. Recovery of reversibly damaged epithelial structures called restitution is also facilitated due to TFF-related an-

tiapoptotic effect (anoikis resistance). In contrast, TFF-mediated proangiogenic effects can promote tumor angiogenesis, 

whereas their immunomodulatory effects include an influence on expression of pro-inflammatory and defense factors 

(including nitric oxide, cytokines, and defensins). Moreover, TFFs interacting with mucin may increase mucus viscosity, 

thereby protecting the mucosal layers against ulcerogenic agents. However, bronchial asthma may be aggravated by elevat-

ing mucus viscosity in the respiratory tract due to TFF-2. In addition, TFF expression level is associated with pathogenesis 

of inflammatory diseases in the gastrointestinal tract. It was shown that modality of changes in TFF level might differ 

depending on anatomical location and severity of lesions. Changing TFF level plays an important role in oncogenesis. 

For instance, gastric and colorectal cancer is accompanied by upregulated TFF-1 expression. Importantly, TFF amount 

is considered as a diagnostic predictor due to being associated with carcinogenesis stage, metastasis as well as sensitivity 

to chemotherapy in gastrointestinal cancer. In addition, a role potentially played by TFFs in other malignancies including 

retinoblastoma, breast cancer, and thyroid carcinoma has been extensively examined. Thus, an expanding range of ex-

perimental and clinical data evidence that trefoil factors may be considered as a promising marker of gastrointestinal and 

oncology diseases.

Key words: trefoil factors, gastrointestinal tract, mucin, inflammation, apoptosis, angiogenesis, oncogenesis.

Семейство трефоиловых факторов представ-

ляет собой группу пептидов, синтезирующихся 

и выделяющихся эпителием слизистых обо-

лочек [51]. Общей их характеристикой являет-

ся наличие структурного домена в форме листа 

клевера, который способствует устойчивости 

трефоиловых факторов к протеолитической де-

градации [27]. Наибольшее количество трефои-

ловых факторов обнаруживается на слизистой 

желудочно-кишечного тракта, но они также 

экспрессируются в слюнных железах, желчном 

пузыре, дыхательной системе, молочной желе-

зе, матке, предстательной железе, конъюнктиве, 

щитовидной железе, в нервной системе [12, 34].

У человека определены 3 разновидности тре-

фоиловых факторов: TFF-1 (или PS2), TFF-2 

(или спазмолитический полипептид SP) и TFF-

3 (или кишечный полипептид ITF) [38]. TFF-1 

определяется, главным образом, в поверхност-

ных клетках слизистого слоя желудка, преиму-

щественно антрального отдела, в то время как 

TFF-2 находится в слизи, которая вырабатыва-

ется как клетками слизистой желудка, так и же-

лезами двенадцатиперстной кишки — клетка-

ми Бруннера. Преимущественная локализация 

TFF-3 — тонкий и толстый кишечник, где этот 

трефоиловый фактор вырабатывается бокало-

видными клетками [4, 51] (табл. 1).

Эффекты трефоиловых факторов много-

гранны (рис. 1).

Все 3 типа трефоиловых факторов усиливают 

миграцию эпителиальных клеток, тем самым 

активно участвуя в механизме реституции [18]. 

Данный эффект TFF-пептидов основан на сти-

муляции образования комплексов E-кадгерин/

β-катенин в межклеточном веществе. Форми-

рование межклеточных контактов в эпители-

альном слое опосредуется E-кадгерином, взаи-

модействие которого с β-катенином приводит 

к дестабилизации межклеточных связей и воз-

можности миграции клеток. Однако индукция 

миграции клеток под влиянием TFF3 опосреду-
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ется также через MAP-киназу (MAPK) незави-

симо от активности эпителиального ростового 

фактора (EGF-R), тогда как антиапоптотичес-

кие свойства TFF3 зависят именно от актива-

ции EGF-R [29]. Следует заметить и тот факт, 

что стимулируемая TFF3-пептидом ассоциация 

Е-кадгерина с α-катенином (который связывает 

Е-кадгерин с актином цитоскелета) приводит 

к инвазии рака толстого кишечника в через се-

розную оболочку в брюшную полость [15]. Кроме 

того, TFF3 усиливает экспрессию матрикс-ме-

таллопротеиназы-9, повышая инвазивность не-

опухолевых фибробластов [10]. Таким образом, 

конститутивная активность гена TFF1 придает 

клеткам инвазивный фенотип, и гиперэкспрес-

сия TFF1, например, в язва-ассоциированных 

клеточных линиях (UACL) или в ситуации опу-

холевой прогрессии может иметь патофизио-

логическое значение, способствуя миграции 

и ауто кринной стимуляции инвазивных свойств 

эпителиальных клеток [15, 40].

Влияние трефоиловых пептидов 
на пролиферацию и апоптоз

В первоначальных исследованиях указы-

валось, что TFF2 напрямую усиливает про-

лиферацию клеток толстого кишечника, что, 

однако, не подтвердилось в последующих экс-

Таблица 1. Номенклатура и локализация трефоиловых факторов

Table 1. Trefoil factor nomenclature and anatomical location

Название

Designation
Синонимы

Synonyms
Локализация

Anatomical location

TFF1 PS2
Желудок

Stomach

TFF2
Спазмолитический полипептид SP

Spasmolytic polypeptide SP
Желудок, 12-перстная кишка

Stomach, duodenum

TFF3
Кишечный полипептид ITF

Intestinal trefoil factor ITF
Тонкий и толстый кишечник

Small and large intestine

Рисунок 1. Влияние трефоиловых факторов на эпителиальные клетки кишечника. Эффекты, 

опосредованные взаимодействием с трефоиловых факторов с β-катенинами, интегринами, 

приводят к уменьшению клеточной адгезии. Одновременно происходит подавление апоптоза 

через фосфатидил-инозитол-3-киназный путь и усиление экспрессии защитных муцинов и самих 

трефоиловых факторов

Figure 1. Trefoil factor-triggered effect on intestinal epithelial cells. Interacting with β-catenins integrins, TFFs result 
in lowered cell adhesion simultaneously associated with suppressed apoptosis via phosphatidyl-inositol-3-kinase 
pathway and an upregulated mucin as well as trefoil factor expression
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периментальных работах. Напротив, отмечено 

даже снижение пролиферации клеток желудоч-

но-кишечного тракта под влиянием hTFF3 или 

TFF1 [8, 44]. В то же время антиапоптотический 

эффект трефоиловых пептидов подтвержден 

неоднократно [8, 29].

Следует отметить, что антиапоптотическая 

устойчивость клетки является решающим фак-

тором в отношении эпителиальной реститу-

ции — восстановления деятельности обратимо 

поврежденных структур, когда субстрат-зави-

симые клетки эпителия (anchorage-dependent 

epithelial cells) мигрируют в поврежденные 

области слизистой оболочки. В этих услови-

ях, когда клетка не прикреплена к матриксу, 

она уязвима для апоптоза (аноикис) [19]. Было 

установлено, что TFF3 оказывает выраженный 

антиапоптотический (аноикис-резистентный) 

эффект на энтероциты через активацию NF-κB 

[11], эпидермальный фактор роста (EGF) [3], ак-

тивацию Ras/МАПК и Jak/STAT3 сигнальных 

путей [31, 33].

Влияние трефоиловых пептидов 
на ангиогенез

Все 3 типа TFF-пептида обладают выра-

женными проангиогенными свойствами, со-

поставимыми по выраженности с эффектом 

сосудисто-эндотелиального ростового факто-

ра (VEGF), и опосредуемыми COX2 и EGF-R 

сигнальными путями [41]. Экспрессия TFF3 

в клетках карциномы желудка человека поло-

жительно коррелирует с усилением ангиогенеза 

в опухоли [13]. TFF3 также могут быть вовлечен 

в ангиогенез через гипоксия-индуцибельный 

транскрипционный фактор (HIF-1) [20].

Влияние трефоиловых факторов 
на нервную систему

TFF1 и TFF3 экспрессируются в различных 

отделах человеческого мозга, хотя и в количе-

ствах значительно меньших, чем в слизистых 

оболочках [34]. Учитывая множественные эф-

фекты трефоиловых факторов на клеточную 

миграцию, пролиферацию, апоптоз и ангиоге-

нез, а также паттерны их экспрессии, предпо-

лагается участие трефоиловых факторов в раз-

витии и дифференциации нервной системы [7].

Иммуномодулирующие свойства 
трефоиловых пептидов

Результаты многих in vivo исследований по-

казали, что терапевтические эффекты TFF-

пептидов были связаны со снижением экс-

прессии провоспалительных молекул и таких 

медиаторов, как COX2 и iNOS. В большинстве 

из этих работ не уточняется, был ли этот эф-

фект первичным или развивался вторично 

на фоне заживления повреждений слизи-

стой оболочки [43, 47]. Тем не менее hTFF2 

снижает липополисахарид-индуцированную 

экспрессию iNOS и продукцию NO в моно-

цитах [21]. Кроме того, TFF3 усиливает экс-

прессию фактора, ускоряющего деградацию 

комплемента (decay-accelerating factor, DAF), 

который защищает клетки против компле-

мент-опосредованного повреждения [5]. Про-

тивовоспалительные свойства TFF3 могут 

проявляться через функционирование транс-

крипционного фактора TWIST, который 

подавляет NF-κB [52]. Показано, что TFF3 

из грудного молока способен регулировать 

Таблица 2. Связь трефоиловых факторов с воспалительными заболеваниями

Table 2. A link between trefoil factors and inflammatory diseases

Трефоиловый фактор

Trefoil factor
Заболевания

Diseases
Характер изменений

Expression level
Источник

Reference

TFF1

Воспалительные заболевания кишечника

Inflammatory bowel disease
повышение

upregulared
25

Эрозивные гастродуодениты

Erosive gastroduodenitis
повышение

upregulared
2, 16

Язвенная болезнь

Gastric ulcer
повышение

upregulared
4

TFF2

Эрозивные гастродуодениты

Erosive gastroduodenitis
повышение

upregulared
2

Язвенная болезнь

Gastric ulcer
повышение

upregulared
4

TFF3

Воспалительные заболевания кишечника

Inflammatory bowel disease
снижение

downregulared
25, 45

Язвенная болезнь

Gastric ulcer
повышение

upregulared
4
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продукцию цитокинов и дефензинов кишеч-

ными эпителиальными клетками через PAR-2 

рецепторы [6].

Взаимодействие трефоиловых 
пептидов с муцином

Гипотеза, о том, что трефоиловые пептиды 

взаимодействуют с муцином, повышая тем са-

мым барьерные свойства слизистой оболочки, 

базируется на результатах ряда исследований. 

Помимо ко-локализации клеток, продуцирую-

щих TFF-пептиды и муцин, установлено также, 

что одни и те же факторы способны стимулиро-

вать секрецию и муцина, и TFF-пептидов [22]. 

Комбинация эффектов трефоиловых факторов 

и муцина усиливает защиту слизистой оболоч-

ки против ульцерогенных агентов, препятству-

ет проникновению протонов через слизь и по-

вышает ее вязкость [46].

В связи с вариациями структуры TFF-

пептидов, в том числе формы и количества 

предполагаемых «муцин-связывающих карма-

нов» [37] и числа цистеиновых остатков, впол-

не вероятно, что каждый трефоиловый фак-

тор по-разному взаимодействует с муцином. 

Действительно, было установлено, что hTFF2 

наиболее мощно увеличивает вязкость сли-

зи в комбинации с препаратами муцина, в то 

время как эффект hTFF3 был заметно меньше. 

Кроме того, при инъекции грызунам TFF2, 

но не TFF3, увеличивалась вязкость желудоч-

ной слизи, и при экспериментальной модели 

астмы вдыхание TFF2, но не TFF3, ухудшало 

функциональные дыхательные пробы, вероят-

но, через повышение вязкости слизи респира-

торного тракта [23, 30].

Наиболее вязкая слизь (комбинация эффек-

тов TFF2 и муцина) секретируется в желудке 

и верхнем отделе тонкого кишечника для за-

щиты от соляной кислоты и пищеварительных 

ферментов, в то время как удаление бактерий 

из этих отделов ЖКТ менее важно.

Связь с заболеваниями

В последнее время найдена взаимосвязь 

между уровнем экспрессии трефоиловых фак-

торов и наличием заболеваний ЖКТ (табл. 2).

В частности, показано снижение уровня сы-

вороточного TFF-1 у детей с поверхностным 

гастродуоденитом, но повышение содержания 

TFF-1 и TFF-2 у детей с эрозивным гастродуо-

денитом [2]. Экспрессия TFF1 увеличивается 

в клетках слизистой желудка при инфициро-

вании H. pylori [16]. Показана дисрегуляция 

в экпрессии TFF при воспалительных заболе-

ваниях кишечника [3, 4, 25], а сывороточный 

уровень TFF-3 коррелирует с процессом зажив-

ления язв при язвенном колите с минимальной 

активностью, но не при лечении антителами 

против TNFα [45, 14].

Изменение экспрессии трефоиловых фак-

торов играет важную роль в онкогенезе [9] 

(табл. 3).

Так, экспрессия TFF1 в тканях опухолей 

желудка снижена в сравнении с неопухолевой 

тканью [17]. Вместе с тем, экспрессия TFF1 

повышена в ткани колоректальной карцино-

мы в сравнении со слизистой толстой кишки, 

а уровень TFF1 в сыворотке больных колорек-

тальной карциномой значительно выше, чем 

у здоровых лиц [28]. Ряд авторов пришли к за-

ключению, что уровень TFF3 является чувстви-

тельным биомаркером стадии рака, наличия 

Таблица 3. Связь трефоиловых факторов с онкологическими заболеваниями

Table 3. A link between trefoil factors and oncology diseases

Трефоиловый фактор

Trefoil factor
Заболевания

Diseases
Характер изменений

Expression level
Источник

Reference

TFF1

Рак желудка

Gastric cancer
снижение

downregulared
9

Колоректальная карцинома

Colorectal carcinoma
повышение

upregulared
17

Карцинома молочной железы

Breast carcinoma
повышение

upregulared
35

TFF3

Рак желудка

Gastric cancer
повышение

upregulared
49

Карцинома щитовидной железы

Thyroid carcinoma
повышение

upregulared
50

Карцинома эндометрия

Endometrial carcinoma
повышение

upregulared
36
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метастазов, а также показателем чувствитель-

ности к химиотерапии при гастроинтестиналь-

ном раке [32, 49]. Установлено, что TFF1 может 

быть ранним маркером диагностики и харак-

тера течения карциномы груди [35], а TFF3 — 

карциномы щитовидной железы [50]. Показано 

усиление влияние экспрессии трефоиловых 

факторов на клетки ретинобластомы [24].

Также показано участие TFF в патогенезе за-

болеваний легких [42, 48], гинекологических за-

болеваний [1, 26, 36], болезни Альцгеймера [39].

Заключение

Расширяющийся объем экспериментальных 

и клинических данных свидетельствует о том, 

что трефоиловые факторы, выполняя муцин-

стабилизирующие, регенераторные, иммуномо-

дулирующие функции, широко представлены 

в организме, вовлечены в патогенез заболеваний 

и могут рассматриваться как перспективные мар-

керы заболеваний желудочно-кишечного трак та, 

онкологических заболеваний.
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ГЕКСОН КАК ОСНОВНОЙ БЕЛОК 

ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 

АНТИТЕЛ, ВЫЯВЛЯЮЩИХ АДЕНОВИРУСЫ 

РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ

Т.А. Тимошичева1, Я.А. Забродская1,2, И.В. Амосова1

1 ФГБУ НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия
2 НИЦ «Курчатовский институт» — ПИЯФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Инфекционные заболевания вирусной этиологии являются одной из важнейших проблем здравоох-

ранения. В России ежегодно регистрируется около 50 млн случаев инфекционных заболеваний, до 90% из ко-

торых приходится на долю острых респираторных вирусных инфекций. В неэпидемические по гриппу сезоны 

в качестве основных возбудителей ОРВИ выступают аденовирусы, респираторно-синцитиальный вирус, ви-

русы парагриппа и др. Инфекционные заболевания, вызванные аденовирусами, характеризуется полимор-

физмом проявлений, что делает их интересными для изучения и в то же время сложными для клинической 

диагностики. Применение быстрых, чувствительных и специфичных тестов является актуальным для рутин-

ной клинической лабораторной практики. Для дифференциальной диагностики аденовирусных инфекций 

в России широко применяются иммуноферментный и иммунофлуоресцентный анализ с применением по-

ликлональных специфичных сывороток, характер и спектр реагирования которых зависит от особенностей 

иммунного ответа животного-продуцента и состава вырабатываемых антител. Включение в состав современ-

ных иммунологических тестов моноклональных антител, направленных к определенным антигенным детер-

минантам в составе вируса, определяет высокую чувствительность, специфичность и необходимый уровень 

стандартизации препаратов. Гексон аденовирусов содержит родоспецифические антигены и обладает доста-

точно консервативной аминокислотной последовательностью среди аденовирусов разных типов. Кроме того, 

этот белок синтезируется в инфицированных клетках в больших количествах и может быть получен в натив-

ной форме, что определило его использование в качестве иммуногена для получения моноклональных анти-

тел, способных выявлять аденовирусы различных типов. Получена панель моноклональных антител к гексо-

ну аденовируса. Изучены их биологические и диагностические свойства. По результатам вестерн блоттинга 

можно заключить, что все моноклональные антитела связываются с олигомерами гексона в составе адено-

вируса. Специфическая активность новых моноклональных антител в отношении аденовирусов разных ти-

пов исследована методами иммуноферментного и непрямого иммунофлуоресцентного анализа. Наибольшей 

специфической активностью в иммуноферментном анализе обладают моноклональные антитела 4B7 и 6B12, 

титр антител составил 10–6. Наибольшей активностью в отношении различных типов аденовирусов в непря-

мом иммунофлуоресцентном анализе обладали моноклональные антитела 6В12, при использовании которых 

в инфицированных аденовирусами 3, 4, 6 и 19 типов клетках наблюдалась яркая гранулярная флуоресценция 
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преимущественно ядерной локализации. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности ис-

пользования новых моноклональных антител 4B7 и 6В12 для конструирования современных диагностичес-

ких тест-систем.

Ключевые слова: аденовирус, гексон, моноклональные антитела, диагностика, иммуноферментный анализ, 

иммунофлуоресцентный анализ.

HEXON-BASED SCAFFOLD FOR GENERATION OF DIAGNOSTIC MONOCLONAL ANTIBODIES 

AGAINST DIVERSE ADENOVIRUS TYPES

Timoshicheva T.A.a, Zabrodskaya Ya.A.a,b, Amosova I.V.a

a Smorodintsev Research Institute of Influenza of the Ministry of Healthcare, St. Petersburg, Russian Federation
b Petersburg Nuclear Physics Institute named by B.P. Konstantinov of NRC “Kurchatov Institute”, St. Petersburg, 

Russian Federation

Abstract. Infectious diseases hold one of the most crucial places in healthcare. In Russia, annual prevalence of infectious 

diseases comprises around 50 million cases, wherein acute respiratory viral infections cover up to 90%. In non-influenza 

(non-peak) season, adenoviruses, respiratory syncytial virus, parainfluenza viruses etc. represent the main infectious 

cause of acute respiratory viral infections. Adenovirus-induced infections are characterized by heterogeneous manifes-

tations poising them both as an interesting challenge, yet difficult in clinical diagnostics. Use of rapid, sensitive and 

specific tests is of high priority for routine clinical laboratory practice. In Russia, differential diagnostics of adenoviral 

infections includes a widely used ELISA and immunofluorescence analysis based on polyclonal specific sera. Impor-

tantly, a pattern and range of specific reactions depend on origin of animal-derived antibodies and their composition. 

Introduction of monoclonal antibodies specific to certain viral antigenic epitopes ensures high sensitivity and specificity 

allowing to reach an expected standardization level for such diagnostic products. Adenovirus hexon protein bears genus-

specific antigens and relatively conserved amino acid sequence among diverse adenoviruses. Moreover, it is produced at 

high amount in infected cells and may be purified in a native form. Moreover, it is produced at high amount in infected 

cells and may be purified in a native form, thereby posing it as a promising antigen for producing monoclonal antibodies 

able to detect various adenoviruses types. A panel of adenovirus hexon-specific monoclonal antibodies was generated, 

which were further examined for biological and diagnostics properties. Western blotting data allowed to conclude that all 

of monoclonal antibodies generated by us were able to bind to adenovirus hexon oligomers. Specific activity of the new 

monoclonal antibodies against various adenovirus types was examined by ELISA and indirect immunofluorescence assay. 

In particular, monoclonal antibodies 4B7 and 6B12 were shown display top specific activity measured by ELISA (antibody 

titers comprised as high as 10–6). Moreover, monoclonal antibody 6B12 exhibited peak hexon-specific activity assessed 

in indirect immunofluorescence assay (against various adenovirus types), which resulted in prominent granular nuclear 

fluorescence in cells infected with adenovirus types 3, 4, 6, and 19. Thus, the data obtained evidence that monoclonal anti-

bodies developed 4B7 and 6B12 may be potentially used for developing high-quality adenovirus-specific diagnostic assays.

Key words: adenovirus, hexon, monoclonal antibodies, diagnostics, enzyme-linked immunosorbent assay, immunofluorescence assay.

Инфекционные заболевания вирусной этио-

логии остаются одной из важнейших проблем 

здравоохранения. В России ежегодно реги-

стрируется около 50 млн случаев инфекцион-

ных заболеваний, до 90% из которых прихо-

дится на долю острых респираторных вирус-

ных инфекций (ОРВИ) [3]. В неэпидемические 

по гриппу сезоны в качестве основных возбу-

дителей ОРВИ выступают аденовирусы (АВ), 

респираторно-синцитиальный вирус (РСВ), 

вирусы парагриппа и др. [19].

АВ обычно вызывают инфекционные забо-

левания, поражающие верхний или нижний от-

делы дыхательного тракта, глотку, конъюнкти-

ву или желудочно-кишечный тракт. Вспышки 

АВ инфекций (АВИ) могут возникать в течение 

всего года не только среди лиц с ослабленным 

иммунитетом, но и среди здоровых детей или 

взрослых в закрытых коллективах (в частнос-

ти, военнослужащих), а также в домах пре-

старелых, специализированных медицинских 

учреждениях и летних лагерях. Доля АВ среди 

детей и молодых людей призывного возраста 

в общей структуре ОРВИ может достигать 30 

и 64,6% соответственно [4, 20]. В большинстве 

случаев для заболеваний, вызванных АВ, ха-

рактерно благоприятное течение в виде респи-

раторных заболеваний. Однако случаи разви-

тия диссеминированной инфекции или пнев-

монии с фатальными последствиями могут воз-

никать как у иммунокомпетентных пациентов, 

так и у пациентов с ослабленным иммунитетом.

По биологическим, химическим, иммуно-

логическим и морфологическим свойствам АВ 

делятся на 7 групп (A-G). Патогенными для че-

ловека являются около 50 типов АВ, что опре-

деляет многообразие клинических проявлений 

АВИ (табл. 1) [1].
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В настоящее время для дифференциальной 

диагностики АВИ в клинических материалах 

используют методы обнаружения ДНК [полиме-

разная цепная реакция (ПЦР)] и специфических 

вирусных антигенов [метод иммунофлуоресцен-

ции (ИФЛ); иммуноферментный анализ (ИФА)]. 

В России широко применяются ИФА и ИФЛ 

с применением поликлональных специфичных 

сывороток. Основным недостатком этого типа 

иммунореагентов является нестабильность их 

антительного состава, зависящая от особенно-

стей иммунного ответа продуцента. Включение 

в состав современных иммунологических тестов 

моноклональных антител (МКА), направлен-

ных к определенным антигенным детерминан-

там в составе вируса, определяет высокую чув-

ствительность, специфичность и необходимый 

уровень стандартизации препаратов [10].

Аденовирус представляет собой ДНК-со-

держащий вирус, вирион которого имеет пра-

вильную геометрическую форму икосаэдра, 

образованного белками гексона, пентона и фи-

бриллы. В каждой вирусной частице содержит-

ся по 12 молекул белков пентона и фибриллы, 

которые несут в своем составе типоспецифич-

ные антигены, что не позволяет выявлять раз-

ные типы обширного семейства АВ с помощью 

МКА, направленных к этим белкам. Белок гек-

сона составляет около 60% массы вирионов АВ 

и несет в своем составе обширный консерва-

тивный участок с родоспецифическими детер-

минантами. Вариабельность аминокислотного 

состава этого участка гексона составляет ме-

нее 15% [8]. В инфицированных клетках гексон 

синтезируется в избытке: только 20–30% белка 

используется для сборки вирусных частиц, что 

дает возможность сравнительно легко получать 

гексон в нативной форме и использовать полу-

ченные к нему МКА для детекции АВ различ-

ных типов в клинических материалах.

В лаборатории биотехнологии диагности-

ческих препаратов ФГБУ «НИИ гриппа им. 

А.А. Смородинцева» Минздрава России полу-

чена панель МКА, направленных к гексону АВ, 

исследованы их биологические свойства.

Материалы и методы

Клеточные культуры и вирусы. Клеточные 

культуры А 549 (карцинома легкого человека), 

МА-104 (эпителий почки эмбриона макаки), АВ 

3, 4, 6 и 19 типов и РСВ (штамм Long) получе-

ны из коллекции ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. 

Смородинцева» Минздрава России.

Получение очищенных вирусных концентратов. 

АВ накапливали в культуре клеток А 549 в тече-

ние 72 ч, РСВ — в культуре клеток МА-104 в те-

чение 120 ч при 37°С до появления выраженного 

цитопатического действия вирусов. Из вирус-

содержащей культуральной жидкости (ВКЖ) 

методом ультрацентрифугирования в градиенте 

плотности сахарозы получали очищенные АВ 

и РСВ [17].

Получение очищенного гексона. Гексон полу-

чали из ВКЖ АВ 6 типа согласно [7].

Оптическая микроскопия проводилась на све-

товом микроскопе Axiovert 40С при увеличе нии 

×100 (Karl Zeiss, Германия).

Таблица 1. Клинические проявления аденовирусной инфекции в зависимости от типа аденовируса

Table 1. Adenovirus type-specific clinical manifestations

 Группа АВ

AV group
Типы АВ

AV types
Характер заболевания

Course of the disease
Группы риска

Risk groups

А 12, 18, 31, 61
Гепатиты, гастроэнтериты

Hepatitis, gastroenteritis

Дети, пациенты с трансплантацией 
органов

Children, organ transplantation patients

В 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 
35, 50

ОРВИ, острый геморрагический 
цистит, гастроэнтериты

ARVI, acute hemorrhagic cystitis, 
gastroenteritis

Новобранцы, курсанты военных 
училищ, дети

Recruits, military school cadets, children

С 1, 2, 5, 6
Фарингиты

Pharyngitis
Дети

Children

D
8–10, 13, 15, 17, 19, 19a, 
19p, 20, 22–30, 32, 33, 

36–39, 42–49, 51

Эпидемические и спорадические 
кератоконъюнктивиты

Epidemic and sporadic keratoconjunctivitis

Все группы населения

All human cohorts

E 4
ОРВИ, фолликулярные 

конъюнктивиты

ARVI, follicular conjunctivitis

Новобранцы, курсанты военных 
училищ, все группы населения

Recruits, military school cadets, all human 
cohorts

F 40
Гастроэнтериты

Gastroenteritis
Дети младшего возраста

Young children

G 41, 52
Гастроэнтериты

Gastroenteritis
Дети младшего возраста

Young children
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Электрофоретическое разделение белков в по-

лиакриламидном геле (ЭФ в ПААГ) проводили 

в денатурирующих условиях согласно [13] с ис-

пользованием 8% разделяющего и 4% концен-

трирующего гелей. Образцы (гексон АВ 6 типа 

в концентрации 0,2 мг/мл; очищенный кон-

центрат АВ 6 типа в концентрации 0,5 мг/мл) 

подготавливали в восстанавливающих и невос-

станавливающих условиях, с добавлением или 

без добавления бета-меркаптоэтанола в буфер 

Лэммли соответственно, денатурацию прово-

дили при 70°С в течение 20 мин. Для получения 

олигомеров гексона в частично денатурирую-

щих условиях очищенный концентрат АВ 6 типа 

в буфере Лэммли без бета-меркаптоэтанола вы-

держивали при +4°С в течение 1,5 ч [9]. На до-

рожку 15-луночного геля наносили по 5 мкл об-

разца. В качестве маркера молекулярных масс 

использовали Precision Plus Protein Unstained 

Standards (Bio-Rad, США). После окончания 

ЭФ гель окрашивали коллоидным раствором 

Кумасси согласно [5]. Изображения геля визуа-

лизировали при помощи системы ChemiDoc 

XRS+ (Bio-Rad, США). Электрофоретическую 

подвижность окрашенных зон оценивали 

по маркеру молекулярных масс в программном 

обеспечении прибора.

Масс-спектрометрия. Ферментативный гид-

ролиз белков в геле трипсином проводили со-

гласно [15], минуя этап восстановления ди-

сульфидных связей и их модификации йод-

ацетамидом. Вырезанные фрагменты геля, со-

держащие интересующие окрашенные зоны, 

отмывали от красителя дважды по 15 мин 

30 мМ NH4HCO3, 40% ацетонитрилом и обезво-

живали ацетонитрилом. После полного испа-

рения ацетонитрила к гелю добавляли 20 мкг/

мл свиного трипсина (Promega, США) в 50 мМ 

NH4HCO3. Ферментативный гидролиз про-

водили в течение 5 ч при 37°С. Реакцию оста-

навливали раствором 0,5% трифторуксусной 

кислоты с 10% ацетонитрила. Полученные 

триптические пептиды смешивали с матри-

цей HCCA (Bruker, США), наносили на ми-

шень GroundSteel (Bruker, США) и анализиро-

вали на MALDI-TOF/TOF масс-спектрометре 

ultrafleXtreme (Bruker, США) в режиме реги-

страции положительных ионов. Для каждого 

спектра суммировали 5000 импульсов лазера. 

Идентификация белков осуществлялась с ис-

пользованием MASCOT (matrixscience.com) при 

обращении к базе данных NCBI (National Center 

of Biotechnology Information, ncbi.nlm.nih.gov). 

В качестве вариабельных модификаций ука-

зывали окисление метионинов. Погрешность 

ограничили 20 ppm.

Приготовление тест-объектов (ТО). Моно-

слойные клеточные культуры А 549 и МА-104, 

выращенные в 96-луночных культуральных 

планшетах (Nunc, Дания), заражали АВ (3, 4, 

6 и 19 типов) и РСВ, соответственно, в дозе 

100 ТЦД50 и инкубировали в СО2-инкубаторе 

при температуре 37°С. Через 72 ч после зараже-

ния планшеты фиксировали 80% охлажденным 

ацетоном и хранили при температуре 4°С в те-

чение месяца.

Получение гибридом-продуцентов МКА к гек-

сону АВ. МКА получены в лаборатории био-

технологии диагностических препаратов 

ФГБУ НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева 

Минздрава России по методу [12]. Мышей ли-

нии BALB/c двукратно иммунизировали гексо-

ном по 50 и 30 мкг на мышь с интервалом в 6 не-

дель. Через 3 дня после второй иммунизации 

проводили гибридизацию спленоцитов имму-

низированных мышей с клетками мышиной 

миеломы. Через 2 недели после слияния про-

водили тестирование антител, продуцируемых 

гибридомами.

Метод микрокультурального ИФА (мкИФА) 

использован для первичного тестирования гиб-

ридом-продуцентов МКА [2]. Культуральную 

среду, содержащую исследуемые МКА, наноси-

ли на ТО по 100 мкл/лунку. Связавшиеся МКА 

детектировали при помощи пероксидазного 

конъюгата к IgG мыши (Sigma, США) с после-

дующим добавлением субстратной смеси, со-

держащей тетраметилбензидин. Оптическую 

плотность регистрировали при длине волны 

450 нм (ОП450).

Получение МКА к гексону АВ в асцитной форме. 

Гибридомы, продуцирующие МКА с требуемым 

спектром реагирования, реклонировали и вво-

дили в мышей линии BALB/c для накопления 

МКА в асцитной форме. Фракции иммуногло-

булинов из асцитной жидкости выделяли дву-

кратным высаливанием сульфатом аммония.

Вестерн блоттинг. Неокрашенный ПААГ 

после ЭФ, нитроцеллюлозную мембрану 

(0,2 мкм, Bio-Rad, США) и фильтровальную 

бумагу для блоттинга (Bio-Rad, США) инкуби-

ровали 15 мин в 49,7 мМ трис, 38,6 мМ глицин, 

0,0375% додецилсульфат натрия, 20% этанол. 

Полусухой перенос проводили 40 мин в ячейке 

Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, США) по протоколу 

производителя. Перенос белков на мембрану 

подтверждали ее окрашиванием ATX Ponceau S 

red (Fluka, Германия). Мембрану отмывали 

дважды фосфатно-солевым буфером (ФСБ), 

содержащим 0,5% твин-20 (ФСБТ), после чего 

инкубировали в 5% блокирующем реагенте 

(Bio-Rad, США), разведенном в ФСБТ, в тече-

ние 16 ч. Исследуемые МКА и вторичные анти-

тела GAM-HRP (Bio-Rad, США), разбавляли 

в 5% блокирующем реагенте (Bio-Rad, США), 

разведенном в ФСБТ, и инкубировали по 1 ч 

с промежуточной отмывкой ФСБТ. Для после-

дующей визуализации маркера молекулярных 
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масс вместе со вторыми антителами добавля-

ли StrepTactin-HRP conjugate (Bio-Rad, США). 

Мембраны проявляли Clarity Western ECL (Bio-

Rad, США), хемилюминесценцию регистриро-

вали на ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, США).

Определение специфической активности 

МКА методом ИФА. В 96-луночные планшеты 

(Медполимер, Россия), предварительно сенси-

билизированные очищенным АВ 6 типа в кон-

центрации 2,5 мкг/мл в течение 16 ч, вносили 

10-кратные разведения МКА, начиная с кон-

центрации 5 мкг/мл. Связавшиеся с АВ антиге-

ном МКА детектировали с помощью перокси-

дазного конъюгата антител к IgG мыши (Sigma, 

США). В качестве отрицательного контроля ис-

пользовали очищенный РСВ в концентрации 

2,5 мкг/мл.

Непрямой иммунофлуоресцентный анализ 

(нИФЛ). Двукратные разведения МКА, начиная 

с концентрации 20 мкг/мл, вносили в лунки 

ТО. Через 30 мин связавшиеся с АВ антигеном 

МКА детектировали конъюгатом флуоресце-

ин изотиоцианата (ФИТЦ) с антимышиными 

антителами (Sigma, США). Окрашенные ТО 

анализировали под люминесцентным микро-

скопом Axioskop 40 (Karl Zeiss, Германия) при 

увеличении ×400.

Получение пероксидазных конъюгатов МКА 

осуществляли периодатным методом в соответ-

ствии с [16].

Конкурентный ИФА. 96-луночные планше-

ты (Медполимер, Россия) сенсибилизировали 

очищенным АВ 6 типа в концентрации 2,5 мкг/

мл в течение 16 ч при 4°С. Затем в лунки вно-

сили равные объемы 10-кратных разведений 

МКА и пероксидазных конъюгатов МКА в раз-

личных сочетаниях. Для оценки степени инги-

бирования связывания пероксидазных конъ-

югатов МКА в присутствии немеченых МКА 

сравнивали активность маркерного фермента 

иммунокомплекса, связанного с твердой фазой, 

в лунках с добавлением и без добавления МКА.

Результаты и обсуждение

Гексон АВ содержит родоспецифические ан-

тигены и обладает достаточно консервативной 

аминокислотной последовательностью среди АВ 

различных типов. Кроме того, этот белок синте-

зируется в инфицированных клетках в больших 

количествах и может быть получен в нативной 

форме, что определяет перспективность его ис-

пользования в качестве иммуногена для получе-

ния МКА, способных выявлять АВ всех типов.

Гексон АВ 6 типа в кристаллическом виде 

(рис. 1) был получен в лаборатории биотехно-

логии диагностических препаратов ФГБУ НИИ 

гриппа им. А.А. Смородинцева Минздрава 

России.

Для подтверждения аминокислотной после-

довательности и чистоты полученного гексо-

на АВ 6 типа был проведен ЭФ в ПААГ (рис. 2) 

с последующей масс-спектрометрической иден-

тификацией белков. В качестве контроля ис-

пользовали очищенный АВ 6 типа. Оба образца 

были подготовлены в условиях образования мо-

номера и олигомера гексона.

При окрашивании ПААГ раствором Кумасси 

(рис. 2) были выявлены белковые зоны, по элек-

Рисунок 1. Очищенный гексон АВ 6 типа 

в кристаллическом виде

Figure 1. Crystallized purified AV type 6 hexon
Примечание. Световая микроскопия, увеличение ×100
Note. Light microscopy, magnification ×100

Рисунок 2. Результаты ЭФ в ПААГ. Окрашивание 

коллоидным раствором Кумасси

Figure 2. Hexon-based polyacrylamide gel 
electrophoresis data. Stained with colloidal Coomassie 
solution
1 — очищенный гексон в условиях образования мономера; 
2 — очищенный гексон в условиях образования олигомера; 
3 — очищенный концентрат АВ в условиях образования 
мономера гексона; 4 — очищенный концентрат АВ 
в условиях образования олигомера гексона. 
М — маркер молекулярных масс.
1 — purified hexon under monomer-forming conditions; 
2 — purified hexon under oligomer-forming conditions; 
3 — purified AV under hexon monomer-forming conditions; 
4 — purified AV under hexon oligomer-forming conditions. 
M — molecular weight marker.
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трофоретической подвижности соответству-

ющие 90–100 kDa (#3 и #4) и около 300 kDa (#1 

и #2) и представляющие собой по литератур-

ным данным мономеры и олигомеры гексона 

соответственно [11].

Для подтверждения аминокислотной после-

довательности гексона и его присутствия в зо-

нах ПААГ, отмеченных стрелками на рисун-

ке 2, они были вырезаны и подвергнуты масс-

спектрометрическому исследованию. Харак-

терный масс-спектр представлен на рисунке 3.

Методом MALDI масс-спектрометрии во всех 

образцах был достоверно идентифициро ван 

белок «hexon [Human adenovirus 6]». Величина 

Score составила 412 при пороговом значении 76 

(в случае, если Score превышает пороговое зна-

чение, идентификация считается достоверной, 

p < 0,05). На рисунке 3 отмечены ионы, найден-

ные в последовательности белка. Для каждого 

иона указаны его m/z и номер соответствующе-

го ему аминокислотного остатка (а.о.). Так, m/z 

обведенного в рамку иона — 1287,6 Da, а номера 

соответствующих ему а.о. в последовательности 

гексона — 34–44.

Очищенный гексон далее был использо-

ван для иммунизации мышей с целью получе-

ния специфичных к гексону МКА. При слия-

нии спленоцитов иммунизированных мышей 

с клетками миеломы было получено 11 гибри-

дом, первичный скрининг которых проведен 

методом мкИФА с использованием АВ, принад-

лежащих к различным группам (АВ 3 типа — 

группа В, АВ 4 типа — группа Е, АВ 6 типа — 

группа С, АВ 19 типа — группа D). Результаты 

мкИФА представлены в таблице 2.

При анализе результатов мкИФА положи-

тельными считали пробы, значение OП450 в ко-

торых превышало значение OП450 отрицатель-

ных контролей (неинфицированная клеточная 

культура А 549, гетерологичный РСВ) более, 

чем в 2 раза. МКА 2C3, 4G10, 6G10 взаимодей-

ствовали только с АВ 6 типа. МКА 2Н7, 3F12, 

4B7, 5D4, 5E11, 6B12 специфически реагировали 

с АВ 3, 4, 6 и 19 типов. МКА 5А8 неспецифичес-

ки взаимодействовал с отрицательными конт-

ролями. МКА 3F6 не обладали активностью 

в мкИФА.

Таким образом, по результатам первично-

го скрининга было отобрано 9 гибридом, про-

дуцирующих МКА, специфично реагирующие 

с АВ 6 типа при отсутствии неспецифическо-

го взаимодействия с гетерологичным вирусом 

(РСВ) и неинфицированными клетками А 549.

Направленность полученных МКА к гексо-

ну была подтверждена методом вестерн-блот-

тинга (рис. 4).

По результатам вестерн-блоттинга можно 

заключить, что все МКА связываются преиму-

щественно с олигомерами гексона в составе 

АВ, полученными в частично денатурирую-

Рисунок 3. Фрагмент характерного MALDI масс-спектра, по которому был достоверно 

идентифицирован гексон АВ 6 типа

Figure 3. Hexon MALDI mass spectral fragmentation pattern. A hexon of AV type 6 was reliably identified
Примечание. Отмечены ионы, найденные в последовательности белка. Для каждого иона указаны его m/z (Da) и номер 
соответствующего ему аминокислотного остатка.
Note. Hexon-specific ions including m/z (Da) and position of relevant amino acid residue are denoted.
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Таблица 2. Результаты первичного скрининга моноклональных антител в микрокультуральном 

иммуноферментном анализе

Table 2. Baseline monoclonal antibody screening by cell-ELISA

МКА*

MAbs*

ОП450 при тестировании клонов/OD450 signal

Типы АВ

AV types
Отрицательные контроли

Negative controls
АВ3

AV3
АВ6

AV6
АВ4

AV4
АВ19

AV19
РСВ

RSV
А 549

A 549

2C3 0,040 0,91 0,058 0,051 0,052 0,054

2H7 0,126 1,177 0,178 0,328 0,040 0,054

3F12 0,165 1,021 0,636 1,009 0,046 0,049

4B7 0,131 1,436 1,094 0,554 0,030 0,057

4G10 0,039 0,253 0,052 0,040 0,023 0,056

5D4 0,172 0,662 0,316 0,444 0,056 0,044

5E11 0,099 0,975 0,175 0,155 0,044 0,049

6B12 0,105 1,374 0,282 0,138 0,057 0,051

6G10 0,047 1,113 0,033 0,074 0,042 0,046

5A8 0,963 0,809 0,569 0,447 0,555 0,585

3F6 0,049 0,069 0,040 0,050 0,049 0,058

Примечание. *Культуральная гибридомная жидкость в разведении 1:10.
Note. *Hybridoma-derived culture medium diluted at 1:10 ratio.

Рисунок 4. Результаты изучения связывания полученных МКА с гексоном АВ 6 типа методом 

вестерн-блоттинга

Figure 4. AV type 6 hexon-specific binding of monoclonal antibodies examined by Western blot
1 — очищенный гексон в условиях образования мономера; 2 — очищенный гексон в условиях образования олигомера; 
3 — очищенный концентрат АВ в условиях образования мономера гексона; 4 — очищенный концентрат АВ в условиях 
образования олигомера гексона. М — маркер молекулярных масс.
1 — purified hexon under monomer-forming conditions; 2 — purified hexon under oligomer-forming conditions; 
3 — purified AV under hexon monomer-forming conditions; 4 — purified AV under hexon oligomer-forming conditions. 
M — molecular weight marker.



54

Инфекция и иммунитетТ.А. Тимошичева, Я.А. Забродская, И.В. Амосова

щих условиях (дорожки 4, зона, соответствую-

щая электрофоретической подвижности более 

250 kDa). В то же время эффективного связыва-

ния МКА с мономерной и олигомерной формой 

очищенного гексона в денатурирующих услови-

ях не наблюдается. Следует отметить, что оли-

гомеры очищенного гексона в денатурирую щих 

условиях формируются за счет образования 

дисульфидных связей, чего не наблюдается 

в гексоне в составе АВ, что может объяснять от-

сутствие связывания этих олигомеров в вестерн 

блоттинге. Иными словами, полученные МКА 

связываются с пространственными эпитопами 

в составе олигомерной формы гексона АВ.

МКА 2Н7, 3F12, 4B7, 5D4, 5E11, 6B12, специ-

фически реагирующие по результатам первично-

го скрининга с АВ различных типов, были пере-

ведены в асцитную форму. Активность МКА, вы-

деленных из асцитной жидкости, была оценена 

методом ИФА с очищенным АВ 6 типа (рис. 5).

Наибольшей специфической активностью, 

определенной методом ИФА, обладали МКА 

4B7 и 6B12 (титр антител составил 10–6), МКА 

3F12 и 5Е11 обладали меньшей активностью 

(титр антител составил 10–4), активность МКА 

2H7 и 5D4 была слабовыраженной.

Активность МКА 4B7 и 6B12 в отношении 

различных типов АВ была также изучена мето-

дом нИФЛ (табл. 3, рис. 6).

МКА 4B7 и 6B12 выявляли АВ 3, 4, 6 и 19 ти-

пов в инфицированных клетках при отсутствии 

неспецифических реакций, однако интенсив-

ность взаимодействия при этом была различ-

ной. При использовании МКА 6B12 наблюда-

лась яркая гранулярная флуоресценция пре-

имущественно ядерной локализации в отноше-

нии всех исследованных типов АВ. Активность 

МКА 4B7, определенная методом нИФЛ, была 

менее выраженной, в отличие от высокой ак-

тивности, показанной по результатам ИФА. 

Так, при исследовании ТО АВ 4 и 6 типов на-

блюдалась умеренная флуоресценция, а ТО АВ 

3 и 19 типов флуоресценция была слабовыра-

женной. Это может быть связано с погружением 

вирусных эпитопов внутрь молекулы гексона 

в процессе формирования вторичных струк-

тур и их экранированием другими белковыми 

молекулами.

Перекрестная реактивность МКА 4B7 и 6B12 

была изучена с помощью конкурентного ИФА. 

Экспериментальные серии пероксидазных 

конъюгатов МКА 4B7 (4B7-ПХК) и 6B12 (6B12-

ПХК) использовали для исследования конку-

рентного ингибирования МКА.

При исследовании комбинаций МКА 4B7 

с 4B7-ПХК и МКА 6B12 с 6B12-ПХК наблюда-

лось 90 и 93% ингибирование соответственно 

по сравнению с контролем (соответствующий 

пероксидазный конъюгат). При исследовании 

комбинации МКА 6B12 с 4B7-ПХК наблюда-

лось ингибирование на 16%. При исследовании 

Рисунок 5. Активность выделенных из асцитной 

жидкости МКА (ОП450) в отношении АВ 6 типа 

в зависимости от их разведения, определенная 

методом ИФА

Figure 5. Activity of ascites-derived AV type 6-specific 
serially diluted monoclonal antibodies assessed by 
ELISA (OD450)
Примечание. На стадии захвата использован очищенный 
АВ 6 типа в концентрации 2,5 мкг/мл, на стадии 
детекции — пероксидазный конъюгат антител к IgG 
мыши (Sigma, США). В качестве отрицательного контроля 
выступал гетерологичный РСВ.
Note. For primary capture, purified AV 6 type was used at 
a concentration of 2.5 μg/ml. For detection, peroxidase-
conjugated secondary antibodies (Sigma, USA) were used. 
RSV was used as a negative (heterologous) control.

Таблица 3. Результаты тестирования МКА, выделенных из асцитной жидкости, методом непрямой 

иммунофлуоресценции

Table 3. Ascite-derived anti-adenovirus specific monoclonal antibody activity examined by indirect 
immunofluorescence

МКА*

MAbs*
Типы АВ/AV types Неинфицированная культура А 549

Uninfected A 549 cell line6 3 4 19

4B7 ++ + + + –

6B12 ++ ++ ++ ++ –

Примечание. *Концентрация МКА 10 мкг/мл.
Note. *MAbs were used at concentration of 10 μg/ml.
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комбинации МКА 4B7 с 6B12-ПХК степень ин-

гибирования достигала 79%. Вероятно, МКА 

4В7 и 6В12 направлены к перекрывающимся 

пространственным эпитопам в составе гексона. 

Существенные различия в степени ингибиро-

вания при использовании разных комбинаций 

меченых и не меченых МКА могут быть объ-

яснены более высокой авидностью к гексону 

МКА 4B7 по сравнению с МКА 6B12. В связи 

с этим МКА 4В7 быстрее специфически реаги-

ровали с антигенным эпитопом, препятствуя 

последую щему связыванию с ним МКА 6B12.

Заключение

В настоящее время для получения МКА ис-

пользуется как гибридомная технология в прак-

тически неизменном виде с момента разработки 

ее авторами G. Köhler и S. Milstein [12], так и аль-

тернативные методы, например, метод фагового 

дисплея [6]. МКА могут быть получены прак-

тически к любой молекуле белковой природы, 

углеводам, нуклеиновым кислотам и гаптенам, 

некоторые МКА обладают каталитической 

активностью [18], что делает потенциальный 

спектр применения МКА довольно широким.

МКА используются как для научных ис-

следований, так и в медицинской практике. 

Одним из перспективных направлений явля-

ется получение терапевтических МКА к возбу-

дителям вирусных и бактериальных инфекций. 

Препараты на основе МКА успешно применя-

ются при лечении некоторых видов рака (рак 

толстого кишечника, немелкоклеточный рак 

легких, глиобластома, метастазирующий рак 

почки) и аутоиммунных заболеваний (ревмато-

идный артрит, псориаз, болезнь Крона), а так-

же для подавления иммунной системы после 

трансплантации органов [14].

В медицинской диагностике МКА являют-

ся обычным инструментом при проведении 

таких исследований как вестерн блоттинг, им-

муногистохимия, иммуноцитохимия, ИФА, 

ИФЛ и проточный цитометрический анализ. 

Создание современных диагностических си-

стем отечественного производства является од-

ним из приоритетных направлений, обозначен-

ных в Комплексной программе развития био-

технологий в Российской Федерации на период 

до 2020 г.

Полученные МКА специфичны к гексо-

ну АВ, который является общим антигеном 

для всех представителей обширного семейства 

Adenoviridae. Изучены их биологические и диа-

гностические свойства. Специфическая актив-

ность новых МКА в отношении респираторных 

АВ исследована в различных иммунологичес-

ких реакциях. Результаты свидетельствуют 

о перспективности использования новых МКА 

для конструирования современных диагности-

ческих тест-систем.
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Рисунок 6. Характер специфической 

флуоресценции при использовании метода 

нИФЛ с применением МКА 6В12

Figure 6. Specific 6B12 monoclonal antibody-
related fluorescent signal examined by indirect 
immonofluorescent analysis
Примечание. А — культура клеток А 549, зараженная АВ 
6 типа, Б — неинфицированная культура клеток А 549. 
Увеличение ×400.
Note. A — A 549 cells infected with AV type 6; B — mock 
infected A 549 cells. Magnification ×400.

А (A) Б (B)
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РАЗЛИЧИЯ В АМИНОКИСЛОТНОМ 

СОСТАВЕ АНТИГЕННЫХ ЭПИТОПОВ 

БЕЛКА VP7 РОССИЙСКИХ РОТАВИРУСОВ 

С ГЕНОТИПОМ G9 И ВАКЦИННЫХ ШТАММОВ 

ROTATEQ, ROTAVAC И ROTARIX

О.В. Морозова1,2, Т.А. Сашина1, Н.В. Епифанова1, Н.А. Новикова1,2
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Резюме. Введение. Ротавирусы группы А (РВА) с генотипом G9P[8] являются распространенной причиной 

острого гастроэнтерита среди детей в России. На территории Нижнего Новгорода доля этого генотипа в ти-

повой структуре ротавируса в сезон 2016–2017 гг. достигла 63,1%. В мире для специфической профилактики 

ротавирусной инфекции широко применяют две вакцины (RotaTeq и Rotarix). Кроме этого, на базе штамма 

G9P[8] разработана индийская вакцина Rotavac, которая применяется на региональном уровне. Поскольку 

штаммы ротавируса, входящие в состав вакцин, были изолированы более 30 лет назад, представляет науч-

но-практический интерес проведение филогенетического анализа и сравнительного анализа антигенных 

эпитопов российских и вакцинных штаммов. В настоящем исследовании впервые проведен сравнительный 

анализ аминокислотного состава В- и Т-клеточных эпитопов белка VP7 ротавируса с генотипом G9 россий-

ских и вакцинных штаммов RotaTeq, Rotarix и Rotavac. Материалы и методы. Материалом для исследования 

служили нуклеотидные и аминокислотные последовательности гена VP7 РВА с генотипом G9. Ротавирусы 

были выявлены у детей, госпитализированных с острым гастроэнтеритом в инфекционный стационар Ниж-

него Новгорода в период 2011–2016 гг. Результаты. Филогенетический анализ нуклеотидных последователь-

ностей гена VP7 показал, что нижегородские штаммы принадлежат аллелю G9-III. На основе выведенных 

аминокислотных последовательностей VP7 проанализировано 3 В-клеточных эпитопа (7–1a, 7–1b и 7–2) 

и 2 Т-клеточных эпитопа (16–28 а.о. и 40–52 а.о.). Наименьшее количество замен было показано для вакцины 

RotaTeq (0–3 а.о. на эпитоп), зарегистрированной в России. Аналогично (0–3 а.о. замены на эпитоп), было по-

казано при сравнении нижегородских изолятов РВА с вакцинным штаммом в составе Rotavac. Наибольшее 

количество аминокислотных различий обнаружено между вакцинным штаммом Rotarix и нижегородскими 

изолятами РВА (3–10 а.о. на эпитоп). Заключение. В настоящей работе проведен филогенетический анализ, 

а также выявлены различия в аминокислотном составе антигенных сайтов белка VP7 РВА, между нижегород-

скими ротавирусами с генотипом G9 и штаммами в составе вакцин RotaTeq, Rotavac и Rotarix. Накопление 

мутаций в антигенных эпитопах может способствовать ускользанию вируса от иммунного ответа. В связи 
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с этим, для оценки возможного воздействия вакцин на типовую структуру популяции РВА и контроля за по-

явлением измененных антигенных вариантов необходим постоянный молекулярный мониторинг циркули-

рующих РВА.

Ключевые слова: российские ротавирусы, G9, вакцины, антигенные эпитопы.

DIFFERENCES IN THE AMINO ACID COMPOSITION OF THE ANTIGEN EPITOPES OF THE VP7 

PROTEIN OF RUSSIAN ROTAVIRUSES WITH THE G9 GENOTYPE AND THE VACCINE STRAINS 

ROTATEQ, ROTAVAC, AND ROTARIX

Morozova O.V.a,b, Sashina T.A.a, Epifanova N.V.a, Novikova N.A.a,b

a I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhny Novgorod, Russian Federation
b Lobachevsky State University of Nizhny Novgorod, Nizhny Novgorod, Russian Federation

Abstract. Introduction. Rotaviruses of group A (RVA) with genotype G9P[8] are a common cause of acute gastroenteritis 

in children in Russia. In Nizhny Novgorod, the part of G9P[8] among all RVA strains reached 63.1% during 2016–2017 

epidemic season. Two live rotavirus vaccines, RotaTeq and Rotarix have been successfully introduced into the national 

immunization programs worldwide. In addition, the Indian vaccine Rotavac, based on the strain with G9P[8] genotype, 

is used on a regional level. The parent strains for all mentioned vaccines were isolated more than 30 years ago. There 

is no data about phylogenetic analysis and comparative analysis of antigenic epitopes of Russian G9P[8] wild-type iso-

lates and vaccine strains. In the present study, for the first time, we provide a comparative phylogenetic analysis and 

research of the amino acid composition of the B- and T-cell epitopes of the VP7 protein between Russian rotaviruses 

with the G9 genotype and the vaccine strains in RotaTeq, Rotarix and Rotavac composition. Materials and methods. 

The nucleotide and amino acid sequences of the VP7 gene of RVA with genotype G9 were studied. The rotaviruses 

had been previously isolated from children hospitalized with acute gastroenteritis in the infectious hospital in Nizhny 

Novgorod during 2011–2016. Results. A phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of the VP7 gene showed that 

the Nizhny Novgorod strains belong to the G9-III allele. Based on the amino acid sequences VP7, three B-cell epitopes 

(7–1a, 7–1b and 7–2) and two T-cell epitopes (16–28 aa and 40–52 aa) were analyzed. The smallest number of substitu-

tions was found in the RotaTeq vaccine registered in Russia: from 0 to 3 aa differences at the epitope. The same (from 

0 to 3 aa differences at the epitope) was found between the wild-type strains RVA and the Rotavac vaccine. The largest 

number of amino acid differences was found between the vaccine strain Rotarix and the Nizhny Novgorod G9 strains 

(from 3 to 10 aa at the epitope). Conclusion. In the present work, based on nucleotide sequences VP7 gene, we provide 

phylogenetic and comparative analyses of the amino acid composition of antigenic epitopes of G9 RVA isolated in Russia 

vs rotavirus strains in vaccines RotaTeq, Rotavac and Rotarix. The accumulation of mutations in antigenic epitopes can 

help the virus to escape the immune response. Continuous molecular monitoring of wild-type RVA strains is necessary 

for estimation of the possible impact of vaccines on the genotype diversity of the rotavirus population in the wild and 

to monitor the emergence of novel antigenic variants.

Key words: russian rotaviruses, G9, vaccines, antigenic epitopes.

Введение

Ротавирусы группы А (РВА), характеризую-

щиеся уникальным антигенным и генетичес-

ким разнообразием, являются одной из основ-

ных причин острого гастроэнтерита у детей пер-

вых лет жизни. В связи с тяжелым бременем ро-

тавирусной инфекции (РВИ), ВОЗ рекомендует 

введение массовой вакцинации во всех странах 

мира. В настоящее время вакцинация против 

РВА введена в национальный календарь приви-

вок в 93 странах по всему миру [20]. Широко при-

меняют две вакцины: реассортантную пентава-

лентную вакцину RotaTeq® (RV5) (Merck&Co. 

Inc., WestPoint, PA, США), созданную на основе 

бычьего ротавируса, содержащего в своем со-

ставе гены VP7 и VP4 штаммов ротавируса че-

ловека генотипов G1, G2, G3, G4 и P[8] соответ-

ственно [30] и моновалентную вакцину Rotarix 

(RV1) (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, 

Бельгия), представляющую собой аттенуиро-

ванный штамм генотипа G1P[8] ротавируса че-

ловека [23]. Кроме этого, существуют вакцины, 

которые используют на региональном уровне: 

Rotavin-M1, разработанная на основе штамма 

G1P[8] ротавируса человека и лицензированная 

для использования во Вьетнаме с 2007 г.; LLR 

(Lanzhou lamb rotavirus) — созданная на осно-

ве G10P[12] ротавируса ягнят и применяемая 

в Китае с 2000 г. [9, 12]; Rotavac, лицензирован-

ная в Индии и основанная на аттенуированном 

штамме 116E генотипа C9P[8] изолированном 

от ребенка в 1985 г. [32].

В России зарегистрирована ротавирусная 

вакцина RotaTeq, применение которой регла-

ментировано по эпидемическим показани-
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ям [Приказ Минздрава России от 21.03.2014 

№125н]. В настоящее время в ряде регионов РФ 

начата реализация пилотных проектов по вак-

цинопрофилактике РВИ с использованием 

вакцины RotaTeq: Москва и Московская об-

ласть, Тверь, Тюмень, Красноярск, Краснодар, 

Смоленск и др. Сравнительный анализ забо-

леваемости РВИ у детей 1–2 года в Тюменской 

области в детских поликлиниках, где реализо-

вывалась программа профилактики, показал 

нисходящий тренд в период сезонного подъема 

инфекции, а также высокий уровень безопас-

ности и эффективности программы иммуниза-

ции вакциной RotaTeq [4].

По данным наблюдений, проводимых рефе-

ренс-центром по мониторингу за возбудителя-

ми острых кишечных инфекций в 11 субъектах 

Российской Федерации, совпадение выявлен-

ных генотипов ротавирусов с включенными 

в пятивалентную вакцину RotaTeq штаммами 

позволяет ожидать снижения уровня заболевае-

мости при внедрении массовой иммунизации 

детей раннего возраста против РВИ [5]. Однако 

на данном этапе, охват вакцинацией против ро-

тавирусной инфекции, проводимой по эпиде-

мическим показаниям, не может оказать влия-

ния на суммарные показатели заболеваемости 

в целом по стране.

В настоящее время в мире эпидемически 

значимыми считаются шесть G[P]-типов рота-

вируса: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] 

и G12P[8] [16, 25]. Ротавирусы группы А данных 

генотипов, в том числе и G9, распространены 

и на территории России. Впервые РВА генотипа 

G9 в комбинации с генотипом P[6] были обнару-

жены у новорожденных г. Омска в 2002 г. После 

этого было показано, что в Западной Сибири 

присутствуют штаммы генотипа G9P[8] [3]. 

В европейской части России (Московская об-

ласть) ротавирусы G9P[8] были впервые иден-

тифицированы в 2009 г. [29], а в 2011–2013 гг. 

штаммы генотипа G9P[8] были идентифици-

рованы в восьми городах России, их средняя 

доля составляла 4,9% [1]. В сезон 2015–2016 гг. 

в Нижнем Новгороде РВА G9P[8], генетически 

родственные штаммам, изолированным на тер-

ритории Турции, заняли доминирующее поло-

жение (45,9%) [26].

Молекулярные механизмы, лежащие в осно-

ве индукции иммунного ответа на РВИ, оста-

ются до конца неизвестными. Принято считать, 

что формирование иммунного ответа, в том 

числе гетеротипического, опосредуют анти-

тела против белков наружного капсида VP7 

и VP4 [19]. Основной гликопротеин наружного 

капсида ротавириона VP7 несет на своей по-

верхности мишени для нейтрализующих анти-

тел [7, 13, 31]. Замены в аминокислотном соста-

ве эпитопов могут влиять на эффективность 

как гомотипических, так и гетеротипических 

антител. Потенциально массовая вакцинация 

может увеличить иммунный прессинг на рота-

вирусную популяцию, приводя к повышению 

мутационной изменчивости антигенных де-

терминант. Мониторинг аминокислотных по-

следовательностей в регионах, ответственных 

за иммунный ответ, позволит оценить скорость 

накопления мутаций под воздействием вак-

цинации, а также послужит базой для оцен-

ки в случае ее недостаточной эффективности. 

Исследования, посвященные сравнительной 

молекулярной характеристике вакцинных и со-

временных российских штаммов с генотипом 

G9, отсутствуют.

В данной работе представлены результаты 

филогенетического анализа на основе нуклео-

тидных последовательностей гена VP7 штаммов 

РВА генотипа G9, изолированных на террито-

рии Нижнего Новгорода в 2011–2016 гг., пред-

ставленных в GenBank нуклеотидных последо-

вательностей ротавирусов, выделенных на дру-

гих территориях России и штаммов, входящих 

в состав вакцин RotaTeq, Rotavac и Rotarix. 

Также проведено сравнение аминокислотного 

состава известных В- и Т-клеточных эпитопов 

вакцинных и российских штаммов.

Материалы и методы

Исследуемый материал и определение нуклео-

тидной последовательности. Проанализиро-

ваны 12 нуклеотидных последовательностей 

гена VP7 с генотипом G9. Исследованные по-

следовательности принадлежали РВА, которые 

были изолированы от детей, госпитализиро-

ванных в инфекционный стационар Нижнего 

Новгорода с диагнозом острая кишечная ин-

фекция в период с 2011 по 2016 гг.

Для проведения ОТ-ПЦР РНК ротавиру-

сов экстрагировали из фекалий стандартным 

методом, с использованием набора для экс-

тракции нуклеиновых кислот «РИБО-сорб», 

кДНК синтезировали с помощью комплек-

та реагентов «Реверта» (Амплисенс, ФБУН 

ЦНИИЭ, Москва), как было описано ранее [2, 

26]. Нуклеотидные последовательности гена 

VP7 устанавливали в автоматическом режиме 

с использованием генетического анализатора 

Beckman Coulter CEQ8000 и набора реагентов 

DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter, США), 

согласно рекомендациям производителя. 

Использованные в данной работе последова-

тельности нижегородских штаммов РВА пред-

ставлены в базе данных GenBank под номера-

ми: KC689358-KC689361, KX545306-KX545308, 

KX545325, KX545327, KY807549, KY807550.

В исследуемую выборку вошли нуклеотид-

ные последовательности гена VP7 с геноти-
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пом G9 РВА, изолированных на территории 

Новосибирска, Омска, Смоленска и Москвы 

(KT000116, KT000119, KT000120, KT000112, 

KT000117, KC762222, GU390449, KF648937, 

KF648938, JX841179, JX841178, KC713895, 

FJ529390), а также штаммы в составе вакцин 

RotaTeq, Rotarix и Rotavac (JN849114, FJ361209, 

GU565057, GU565046, GU565090, GU565079, 

GU56506).

Анализ последовательностей. Обработку 

и выравнивание нуклеотидных последова-

тельностей осуществляли с применением про-

граммного обеспечения MEGA5 [27]. Филогене-

тический анализ проведен с использованием 

пакета программ BEAST [11]. Процесс замеще-

ния нуклеотидов оценивали с помощью моде-

ли Хасегава–Кишино–Яно (HKY, Hasegawa–

Kishino–Yano). Скорость эволюции измеряли 

на базе нестрогих (свободных) логнормальных 

молекулярных часов. Для достижения значений 

эффективного размера выборки (ESS) 200 дли-

на цепи Маркова (MCMC, Markov chain Monte 

Carlo) составила 50 млн шагов.

Результаты

Филогенетический анализ. Все РВА, изоли-

рованные на территории Нижнего Новгорода 

с генотипом G9 гена VP7 относятся к линии 

G9-III (рис. 1). На филогенетическом дереве 

нижегородские образцы формируют два клас-

тера — G9-IIIa и G9-IIIb, уровень различий 

между которыми составил 3–7%. Различие 

между нуклеотидными последовательностями 

РВА линии G9-III и линии G9-II, которая пред-

ставлена штаммом 116E, входящим в вакцину 

Rotavac, составило 12%. Последовательности 

гена VP7 нижегородских изолятов с генотипом 

G9 и РВА в составе вакцин RotaTeq (G1, G2, 

G3, G4, G6) и Rotarix (G1) отличались на 24–

26%. Скорость накопления мутаций составила 

1.627Е-3 нуклео тидов/на сайт/в год.

В целом филогенетический анализ пока-

зал разнообразие линий РВА с генотипом G9, 

циркулирующих в России. На филогенетичес-

ком дереве видна еще одна отдельная группа 

G9-IIIc, которую формируют штаммы, изоли-

рованные в Смоленске и Москве в 2012–2013 гг. 

Отличие от нижегородских ротавирусов соста-

вило 7–9%.

Анализ нейтрализующих эпитопов. Наличие 

аминокислотных различий между вакцинны-

ми штаммами ротавируса и штаммами, изоли-

рованными на территории Нижнего Новгорода, 

установлено во всех трех нейтрализующих эпи-

топах 7–1а, 7–1b и 7–2 (табл. 1). Однако количе-

ство аминокислотных замен не одинаково для 

разных вакцин. По одному аминокислотному 

различию между современными и вакцинны-

ми штаммами RotaTeq показано в регионах 7–1а 

и 7–1b. Низкий уровень аминокислотных замен 

между российскими штаммами G9 и вакциной 

RotaTeq достигается многокомпонентностью 

штаммов, входящих в состав вакцины и, как 

следствие, вариативным аминокислотным со-

ставом в области нейтрализующих эпитопов. 

По два аминокислотных различия в эпитопах 

7–1а и 7–2 показано для штамма 116Е, входяще-

го в состав вакцины Rotavac. Больше всего раз-

личий показано между нижегородскими штам-

мами и вакциной Rotarix: пять замен в регионе 

7–1а, четыре — в 7–1b и четыре — в 7–2.

Анализ линейных эпитопов. Одна и две ами-

нокислотных замены показаны между совре-

менными и вакцинными штаммами RotaTeq 

и Rotavac соответственно. Три из 13 аминокис-

лот линейного эпитопа 16–28 а.о. отличались 

между вакцинным штаммом Rotarix и рота-

вирусами с генотипом G9, изолированными 

в Нижнем Новгороде (табл. 2). Линейный эпи-

топ 40–52 а.о. содержит по 3 аминокислотных 

различия с RotaTeq и Rotavac и 10 аминокислот-

ных различий между вакциной Rotarix и рос-

сийскими изолятами.

Обсуждение

Эпидемиологические наблюдения за разно-

образием генотипов РВА показывают, что доле-

вое распределение G[P]-типов может варьиро-

вать в разных географических регионах. В то же 

время более 90% ротавирусов, вызывающих за-

болевание у людей, имеют генотипы G1, G2, G3, 

G4, G9, G12, ассоциированные с генотипом P[8]. 

В Нижнем Новгороде РВА с генотипом G9 заня-

ли доминирующее положение. Их доля в гено-

типовой структуре нижегородской по пуляции 

ротавируса составила 45,9% в сезон 2015–2016 гг. 

[26] и увеличилась до 63,1% в сезон 2016–2017 гг. 

(данные не представлены). Штаммы для вак-

цин RotaTeq, Rotavac и Rotarix были выделены 

более 30 лет назад. Представляло научно-прак-

тический интерес установить, насколько вак-

цинные штаммы отличаются от современных 

ротавирусов, с точки зрения аллелей генов, 

входящих в их состав, и аминокислотного со-

става антигенных сайтов. Следует сказать, что 

широко применяемые во всем мире вакцины 

RotaTeq, Rotarix и индийская вакцина Rotavac 

показали хорошие результаты против развития 

тяжелых случаев гастроэнтерита, вызванного 

РВА [8, 21, 28].

К настоящему времени известны 3 аллеля 

гена VP7 c генотипом G9. Линии G9-I и G9-II 

(вакцинный штамм Е116 в составе Rotavac) 

были выделены в 1980-х гг., когда РВА с геноти-

пом G9 впервые были изолированы от людей. 

Ротавирусы, проанализированные в данном 
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Рисунок. Байесовское филогенетическое дерево MCC (Maximum clade credibility), 

сконструированное на основе нуклеотидных последовательностей гена VP7

Figure. Bayesian MCC (Maximum clade credibility) tree based on nucleotide sequences of VP7 gene
Примечание. Нижегородские штаммы отмечены знаком (●), вакцинные штаммы RotaTeq (■), Rotavac (♦), Rotarix (▲). 
Масштабная шкала отражает время в годах.
Note. Nizhny Novgorod sequences are marked with a circle (●). RotaTeq, Rotavac, and Rotarix sequences are indicated with 
square (■), rhombus (♦) and triangle (▲), respectively. The scale bar represents time in years.
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исследовании, относятся к линии G9-III, как 

и подавляющее большинство современных РВА 

этого генотипа. Нижегородские штаммы с ге-

нотипом G9 гена VP7 образовали два кластера 

с уровнем различий нуклеотидных последова-

тельностей 3–7%. Один кластер включал в себя 

штаммы G9, впервые обнаруженные на терри-

тории Нижнего Новгорода в 2011 г. [2]. Также 

в него вошли ротавирусы, изолированные 

на территории Москвы, Омска и Новосибирска 

в 2011–2013 гг. Второй кластер включает штам-

мы, доминировавшие в Нижнем Новгороде 

в эпидемический сезон 2015–2016 гг. и близко-

родственные турецким штаммам [26]. Стоит от-

метить, что филогенетические различия не от-

разились на аминокислотном составе антиген-

ных эпитопов. Скорость накопления мутаций 

составила 1.627Е-3 нуклеотидов на сайт в год. 

Схожий уровень мутаций (1.87Е-3) был показан 

для выборки G9 штаммов РВА, изолированных 

по всему миру [16].

Существует ряд исследований, посвященных 

анализу аминокислотного состава антигенных 

эпитопов современных штаммов РВА, выделен-

ных от детей (в том числе в России), и вакцин-

ных штаммов в составе RotaTeq и Rotarix [6, 15, 

17, 18, 33]. Во всех исследованиях установлено 

наличие аминокислотных различий в антиген-

ных эпитопах, однако остается неясным, на-

сколько они могут отражаться на эффективно-

сти вакцинации. В нашем исследовании анализ 

нейтрализующих эпитопов 7–1a, 7–1b и 7–2 по-

казал две аминокислотные замены (в эпитопах 

7–1a и 7–1b) для зарегистрированной в России 

вакцины RotaTeq, что связано с генотиповым 

разнообразием штаммов в ее составе. Четыре 

аминокислотных замены показано для штам-

ма 116E в составе индийской вакцины Rotavac, 

по две — в регионах 7–1a и 7–2. Нижегородские 

РВА генотипа G9 и штамм RIX4414, входящий 

в состав вакцины Rotarix, различались 13-ю 

из 29-ти аминокислот.

Ротавирусная инфекция и иммунизация 

индуцируют сильный специфический ответ 

на белок VP7. Антигенные регионы 7–1 и 7–2 

вместе покрывают большую часть наружной 

поверхности VP7, приводя к тому, что у раз-

ных серотипов отсутствуют консервативные 

участки в этой области [7]. Ранее в нейтрали-

зующих эпитопах белка VP7 ротавирусов было 

показано наличие аминокислотных замен, 

приводящих к избеганию иммунного ответа 

(escape-mutation). Для РВА с генотипом G9 это 

5 позиций под номерами 91, 94, 96, 213 и 242 [14]. 

Аминокислоты 91, 94 и 96 находятся в эпитопе 

7–1а, позиции 213 и 242 расположены в эпито-

пе 7–2b. Вакцинные штаммы в составе RotaTeq 

имеют замены в позициях 94 и 242. Индийская 

вакцина Rotavac в указанных пяти позици-Т
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ях не отличалась от нижегородских изолятов 

с генотипом G9. Вакцинный штамм в составе 

Rotarix различается с российскими штаммами 

по четырем аминокислотам: 94, 96, 213 и 242.

Следует отметить особенности российских 

штаммов РВА, составивших группу G9-IIIc. 

Изоляты, входящие в этот кластер, имеют ами-

нокислотные остатки D100 в линейном эпитопе 

7–1a и L44 в Т-клеточном эпитопе (40–52 а.о.), 

аналогично вакцинам RotaTeq и Rotarix.

На территории Бельгии специфическая про-

филактика ротавирусной инфекции вакцинами 

RotaTeq и Rotarix включена в национальный ка-

лендарь с 2007 г. Анализ антигенных сайтов белка 

VP7 штаммов, изолированных в Бельгии в 2008–

2009 гг., и штаммов RotaTeq и Rotarix показал на-

личие замен [33], которые аналогичны заменам 

а.о. в сайтах VP7 РВА, изолированных в Нижнем 

Новгороде в 2011–2016 гг. При этом в Бельгии 

была показана высокая эффективность вакцина-

ции с существенным снижением тяжелых случа-

ев ротавирусного гастроэнтерита [24].

Клеточный иммунный ответ играет важную 

роль в контроле и элиминации вирусной ин-

фекции. Роль Т-клеток в формировании про-

тективного иммунитета против РВИ до кон-

ца не изучена. Ряд исследований показывает, 

что единичные аминокислотные различия 

в Т-клеточных эпитопах могут привести к не-

возможности распознавания эпитопа специ-

фическими Т-клонами [22]. Для пентавалент-

ной вакцины RotaTeq показано наличие од-

ной и трех замен в линейных эпитопах 16–28 

и 40–52 а.о. соответственно. Две и три амино-

кислотных замены соответственно были обна-

ружены между современными штаммами G9 

и вакцинным штаммом 116E в составе вакцины 

Rotavac. Анализ линейных эпитопов белка VP7 

между штаммами РВА с генотипом G9, изоли-

рованными на территории России, и вакцин-

ным штаммом Rotarix показал наличие трех 

аминокислотных различий в регионе 16–28 а.о. 

и 10 различий в регионе 40–52 а.о. Значимость 

и динамику мутаций линейных эпитопов пред-

стоит выяснить в дальнейшем.

В настоящее время отсутствуют данные, по-

зволяющие оценить последствия аминокис-

лотных замен в антигенных эпитопах VP7 РВА 

с генотипом G9 на формирование протектив-

ного иммунитета. Белок VP7 ротавируса не-

сет на своей поверхности как серотип-специ-

фические сайты, так и участки перекрестной 

нейтрализации. Одна из широко применяемых 

во всем мире вакцин RotaTeq достигает своей 

эффективности в условиях циркуляции рота-

вирусов разных генотипов предположительно 

благодаря разнообразию экспрессируемых ан-

тигенов. Как показало наше исследование, даже 

не имея в своем составе компонента с геноти- Т
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Инфекция и иммунитетО.В. Морозова и др.

пом G9, RotaTeq имеет наименьшее количество 

аминокислотных различий в антигенных эпи-

топах VP7 между вакцинными штаммами и со-

временными G9 штаммами РВА, выделенными 

на территории России. Вакцина Rotavac заре-

гистрирована только на территории Индии, 

в клинических испытаниях она была признана 

безопасной и эффективной. Сравнительный 

анализ антигенных эпитопов VP7 нижегород-

ских штаммов с генотипом G9 и моновалентной 

вакцины Rotarix показал наличие относитель-

но большого количества аминокислотных за-

мен. Однако делать выводы на этом основании 

о неэффективности этой вакцины не представ-

ляется возможным, поскольку исследования, 

проведенные ранее, показывают формирование 

гетеротипического иммунного ответа при вак-

цинации Rotarix [10].

В настоящее время долгосрочный эффект 

влияния вакцинации на типовую структу-

ру популяции ротавируса остается непоня-

тен. Возможно, результаты анализа изменений 

в антигенных эпитопах и данные по эффектив-

ности вакцин на территории, где эти штаммы 

были изолированы, со временем помогут выя-

вить аминокислотные замены, ключевые для 

уклонения от иммунного ответа.

Заключение

В настоящем исследовании на основе гена 

VP7, описаны филогенетические и антиген-

ные различия между ротавирусами генотипа 

G9, изолированными на территории Нижнего 

Новгорода и других городов России, и вакцин-

ными штаммами в составе RotaTeq, Rotavac 

и Rotarix. На территории России в период с 2011 

по 2016 гг. показана циркуляция как минимум 

трех вариантов РВА G9P[8] филогенетической 

линии III (IIIa, IIIb, IIIc) с уровнем различия 

до 9%. Установлено наличие аминокислотных 

замен в антигенных сайтах нижегородских 

штаммов РВА G9P[8] в сравнении с вакцин-

ными штаммами. Применение вакцин против 

ротавируса может способствовать увеличению 

скорости накопления мутаций, затрагивающих 

области антигенных сайтов, что в свою оче-

редь может способствовать ускользанию вируса 

от иммунного ответа. В связи с этим, постоян-

ный молекулярный мониторинг штаммов РВА 

и анализ их генотиповой и антигенной измен-

чивости имеет научно-практическое значение 

для теоретической оценки эффективности при-

менения вакцинации против РВИ и влияния 

на типовую структуру ротавирусной популяции.
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ИММУНОГЕННОСТЬ И ЗАЩИТНАЯ 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ЖИВОЙ 

И ИНАКТИВИРОВАННОЙ ГРИППОЗНЫХ 

ВАКЦИН ПРОТИВ ВИРУСОВ ГРИППА А (H5N1) 

ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ИХ ДЛЯ ПРАЙМ-БУСТ 

ИММУНИЗАЦИИ МЫШЕЙ

И.В. Лосев, Г.Д. Петухова, И.Н. Исакова-Сивак, Л.Г. Руденко

ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Случаи заболевания людей птичьими вирусами гриппа А (H5N1) характеризуются тяжелыми кли-

ническими проявлениями и высоким уровнем летальности. Основная проблема вакцин Н5N1 заключает-

ся в их низкой иммуногенности для людей. Прайм-буст иммунизация считается эффективным подходом 

к усилению иммуногенности вакцин. Целью данной работы было сравнение иммунного ответа и защитной 

эффективности при использовании следующих схем прайм-буст иммунизации мышей: 1) праймирование 

и бустирование живой грипозной вакциной (ЖГВ) А/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2); 2) праймирование ЖГВ 

А/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2) и бустирование инактивированной гриппозной вакциной (ИГВ) «Орни-

флю» (H5N1). Оба способа характеризовались усилением продукции сывороточных антител к гомологич-

ным и гетерологичным штаммам вируса гриппа А. Достоверное увеличение титров антител к гомологичному 

штамму по данным РТГА обнаруживалось только при двукратной вакцинации ЖГВ. Более чувствительный 

метод ИФА выявил достоверное увеличение титров специфичных к вирусу сывороточных IgG как при обо-

их способах прайм-буст иммунизации, так и при однократном введении мышам ЖГВ или ИГВ. Бустирова-

ние как ЖГВ, так и ИГВ достоверно повышало титры сывороточных IgG к другим генетическим линиям 

вирусов A (H5N1): в большей степени к гомологичному A/NIBRG-23 (clade 2.2), штамму A/Indonesia (clade 2.1) 

и в меньшей степени к более генетически удаленному A/Vietnam (clade 1), а также к гетерологичному А/New 

York (H1N1). Однократная вакцинация ЖГВ также вызывала достоверный прирост антител ко всем исполь-

зованным вирусам, хотя количественно меньший, чем при любой прайм-буст иммунизации. По способности 

стимулировать специфичные к гомологичному штамму CD8+ Т-лимфоциты селезенки, оптимальной схемой 

оказалась прайм-буст иммунизация ЖГВ/ИГВ, которая привела к достоверному увеличению этих клеток 

по сравнению с контрольной группой, в отличие от всех остальных случаев. Обе бустирующие вакцины (ЖГВ 

и ИГВ) показали высокий уровень защиты при летальном челлендже вирусом А (H1N1) и снижение титров 

вируса в легких по сравнению с отрицательным контролем. Оба способа прайм-буст иммунизации приво-

дили к практически полному клиренсу вирусов А (H5N1) в легких и носовых ходах мышей, вне зависимости 
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от штамма. Полученные результаты свидетельствуют о формировании перекрестного иммунитета к вирусам 

A (H5N1), относящимся к различным кладам и о целесообразности прайм-буст вакцинации для формирова-

ния иммунитета к птичьим вирусам А (H5N1).

Ключевые слова: гриппозные вакцины, грипп, прайм-буст иммунизация, вакцинация, живая аттенуированная гриппозная 

вакцина, А (H5N2).

IMMUNOGENICITY AND PROTECTIVE EFFICACY OF PRIME-BOOST IMMUNIZATION IN MICE 

VACCINATED WITH LIVE AND INACTIVATED INFLUENZA A (H5N1) VACCINES

Losev I.V., Petukhova G.D., Isakova-Sivak I.N., Rudenko L.G.

Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Avian influenza A (H1N1) in humans is characterized by severe clinical manifestation and high mortality. 

The main drawback of current human H5N1 vaccines is related to low immunogenicity. Prime-boost vaccination is con-

sidered as an effective approach to enhance vaccine immunogenicity. The aim of this study was to compare immune 

response and protective efficacy of diverse prime-boost immunization protocols: 1) prime and boost with live influ-

enza vaccine (LAIV) А/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2); 2) prime with LAIV А/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2) 

followed by boost with inactivated influenza vaccine (IIV) “Orniflu” (H5N1). Both vaccination protocols were found 

to increase serum antibody level against homologous and heterologous influenza A virus strains. In particular, serum 

HAI antibodies were significantly elevated solely after LAIV/LAIV vaccination. A more sensitive sandwich ELISA assay 

revealed that serum virus-specific IgG antibody levels were significantly increased after both vaccination protocols as 

well as after a single LAIV or IIV vaccination. Both LAIV and IIV boost increased titers of serum IgG specific against 

unrelated influenza A (H5N1) strains: homologous A/NIBRG-23 (clade 2.2), A/Indonesia (clade 2.1) and, to a lesser 

extent, against clade 1 virus A/Vietnam and even against heterologous А/New York (H1N1). Single LAIV vaccina-

tion was also able to induce antibody responses against all strains examined, though to a lesser degree as compared 

with either prime-boost protocols. However, amount of splenic CD8+ Тcells specific to homologous influenza A virus 

strain was solely observed after LAIV/IIV vaccination. Moreover, both LAIV and IIV boosting effect demonstrated high 

protection level against lethal challenge with А (H1N1) WT virus and significantly decreased lung viral titer compared 

to control group. Furthermore, both regimens resulted in lung virus clearance after non-lethal challenge with clade 1, 

2.1 or 2.2 influenza А (H5N1). In conclusion, we demonstrated that both LAIV/LAIV and LAIV/IIV regimens were 

able to induce cross-clade A (H5N1) response and that prime-boost immunization was a promising approach to improve 

immunogenicity of influenza A (H5N1) virus vaccine.

Key words: influenza vaccines, influenza, prime-boost immunization, vaccination, live attenuated influenza vaccine, influenza virus А (H5N2).

Введение

Высокопатогенные вирусы гриппа А (H5N1) 

циркулируют в популяции диких и домашних 

птиц с 1997 г. с периодическим инфицированием 

людей [1]. Случаи заболевания людей птичьими 

вирусами гриппа характеризовались тяжелыми 

клиническими проявлениями и высоким уров-

нем летальности [6]. Поскольку наиболее дей-

ственным методом борьбы с гриппозной инфек-

цией остается вакцинопрофилактика [23], ВОЗ 

было принято решение о создании резервных 

вакцин против всех потенциально пандемичес-

ких вирусов гриппа птичьего, животного и чело-

веческого происхождения [10]. В рамках этой про-

граммы разными коллективами авторов в мире 

был разработан ряд гриппозных вакцин, как жи-

вых, так и инактивированных, против вирусов 

гриппа птиц А (H5N1) [11]. В большинстве слу-

чаев, полученные вакцины были ареактогенны, 

но слабо иммуногенны [2]. Одним из перспектив-

ных подходов к усилению иммуногеннос ти вак-

цин считается прайм-буст иммунизация, которая 

приводит к быстрому и интенсивному накопле-

нию сывороточных иммуноглобулинов в ответ 

на введение праймированным реципиентам го-

мологичных или гетерологичных вакцинных 

штаммов вируса гриппа А [21].

Сезонные живые аттенуированные грип-

позные вакцины (ЖГВ) являются безопасным 

и эффективным средством профилактики грип-

па в отношении как гомологичных, так и гетеро-

логичных сезонных штаммов [3, 4, 19]. Однако 

клинические испытания потенциально панде-

мической ЖГВ А/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2) 

на волонтерах показали ее невысокую имму-

ногенность после двукратного введения в от-

ношении как гуморального, так и клеточного 

иммунного ответа [17]. В дальнейших исследо-

ваниях было установлено, что несмотря на сни-

женную по сравнению с сезонными штаммами 

иммуногенность, вакцинация формирует долго-

временную иммунологическую память, приво-

дящую к усилению иммунного ответа на буст-

иммунизацию инактивированной гриппозной 

вакциной (ИГВ) А (H5N1) [16, 18].
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Целью данной работы явилось сравнение 

иммунного ответа мышей при использова-

нии следующих схем прайм-буст вакцинации: 

1) праймирование и бустирование ЖГВ А/17/

Turkey/Turkey/05/133 (H5N2); 2) праймирование 

ЖГВ А/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2) и бусти-

рование ИГВ «Орнифлю» (H5N1); оценка за-

щитного эффекта обеих схем при последующем 

экспериментальном заражении мышей гомоло-

гичными и гетерологичными штаммами вируса 

гриппа А.

Материалы и методы

Исследование проводили на самках мы-

шей линии CBA. Животные были разделены 

на 5 групп по 35 мышей, каждой из которых 

была проведена первичная и повторная имму-

низация c последующим экспериментальным 

заражением четырьмя различными штаммами 

вируса гриппа А. Для сравнения бустирующе-

го эффекта живой (ЖГВ) и инактивированной 

(ИГВ) гриппозных вакцин, в опытных груп-

пах 1 и 2 первичная иммунизация проводилась 

ЖГВ, а повторная иммунизация — либо ЖГВ 

(в группе 1), либо ИГВ (в группе 2). В контроль-

ных группах 3, 4 и 5 один или оба препарата 

были заменены стерильным фосфатно-солевым 

буфером (PBS). Праймирующую моновалент-

ную ЖГВ A/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2) вво-

дили интраназально в дозе 100 MID50/50 мкл. 

Буст-иммунизацию проводили через 1 месяц 

после первичной иммунизации. ЖГВ вводили 

тем же способом; ИГВ «Орнифлю» (Микроген, 

Иркутск) вводили внутримышечно по 50 мкл 

(1,5 мкг гемагглютинина). Еще через месяц 

после буст-вакцинации, каждая группа мы-

шей была разделена на 4 подгруппы, которые 

были заражены следующими вирусами: А) A/

Vietnam/1203/2004 (H5N1) × PR8, clade 1 (по 4 

мыши); Б) A/Indonesia/05/2005 (H5N1) × PR8, 

clade 2.1 (по 4 мыши) и В) A/NIBRG-23 (H5N1), 

clade 2.2 (по 4 мыши) (вирусы вводили в дозе 

100 MID50/50 мкл), а также Г) 10 LD50/50 мкл эпи-

демического вируса А/New York/61/15 (H1N1) 

(по 8 мышей) [12]. Схема исследования пред-

ставлена на рисунке 1; распределение живот-

ных по группам и характеристики вирусов — 

в таблицах 1 и 2.

Рисунок 1. Схема исследования и характеристики вирусов

Figure 1. Study design and virus characteristics

Таблица 1. Экспериментальные группы

Table 1. Experimental groups

Группа

Group

Первичная 
иммунизация

First 
immunization

Повторная 
иммунизация

Second 
immunization

Челлендж

Challenge

1
ЖГВ*
LAIV*

ЖГВ
LAIV

H1N1 wt
H5N1 (cl. 1)

H5N1 (cl. 2,1)
H5N1 (cl. 2,2)

2
ЖГВ
LAIV

ИГВ**
IIV

H1N1 wt
H5N1 (cl. 1)

H5N1 (cl. 2,1)
H5N1 (cl. 2,2)

3
ЖГВ
LAIV

PBS***

H1N1 wt
H5N1 (cl. 1)

H5N1 (cl. 2,1)
H5N1 (cl. 2,2)

4 PBS
ИГВ
IIV

H1N1 wt
H5N1 (cl. 1)

H5N1 (cl. 2,1)
H5N1 (cl. 2,2)

5 PBS PBS

H1N1 wt
H5N1 (cl. 1)

H5N1 (cl. 2,1)
H5N1 (cl. 2,2)

Примечание. *ЖГВ — живая гриппозная вакцина; 
**ИГВ — инактивированная гриппозная вакцина; 
***PBS — фосфатно-солевой буфер.
Note. *LAIV — live attenuated influenza vaccine; **IIV — inactivated 
influenza vaccine; ***PBS — phosphate buffered saline.
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Накопление вирусов гриппа проводили в ал-

лантоисной полости 10-дневных развиваю-

щихся куриных эмбрионов (ЗАО «Птице фаб-

рика Синявинская», Кировский район, Ленин-

градская область) [5]. Вирус из вируссодер жащей 

жидкости выделяли при помощи ультра цент-

рифугирования с очисткой на градиенте сахаро-

зы, и хранили при температуре –70°C до исполь-

зования в экспериментах.

Инфекционную дозу живых вирусов гриппа 

подбирали путем определения их MID50 (mouse 

infectious dose 50%) на мышах той же линии 

(CBA) стандартным методом [13]. Для вируса A/

New York/61/15 (H1N1) определяли также LD50 

(lethal dose 50%) [13]. Инактивированную грип-

позную вакцину «Орнифлю» вводили внутри-

мышечно в дозе 1,5 мкг гемагглютинина.

Интенсивность репродукции вирусов в верхних 

и нижних отделах дыхательного тракта оцени-

валась с помощью титрования гомогенатов тка-

ней в развивающихся куриных эмбрионах [4]. 

Изъятие тканей верхнего отдела дыхательных 

путей и легких производили на 3 сутки после 

заражения. В каждой из групп, подвергшихся 

праймированию, бустированию и заражению 

одним из четырех вирусов, было отобрано по 4 

мыши; 50% инфекционную дозу рассчитывали 

по методу Рида и Менча [13].

Титры антигемагглютинирующих антител 

в сыворотках крови иммунизированных живот-

Таблица 2. Характеристики вирусов

Table 2. Characteristics of viruses

Вирусы

Viruses
Описание, доза

Description, doses

ЖГВ*

LAIV*
А/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2)

Штамм для ЖГВ, содержащий 7 генов (6 внутренних 
белков и нейраминидазы) от донора аттенуации 

А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) и 1 ген (гемагглютинина) 
от вируса NIBRG-23. Вводилась интраназально в дозе 

100 MID50/50 мкл

Strain for LAIV containing 7 genes (6 genes of internal proteins 
and gene of NA) from master donor strain A/Leningrad//134/17/57 

(H2N2) and 1 gene (HA) from NIBRG-23 strain. Administered 
intranasally at 100 MID50/50 μl.

ИГВ**

IIV**
«Орнифлю» (Микроген, Иркутск)

“Orniflu” (Microgen, Irkutsk)

Очищенные гемагглютинин и нейраминидаза вируса 
NIBRG-23. Вводилась внутримышечно в дозе 1,5 мкг 

гемагглютинина/50 мкл

Purified HA and NA proteins of NIBRG-23 strain. Administered 
intramuscularly at 1,5 50 μg of HA/50 μl.

H1N1 wt А/New York/61/15 (H1N1) wt

Патогенный для мышей вирус. Вводился 
интраназально в дозе 10 LD50/50 мкл

Pathogenic for mice. Administered intranasally at 10 LD50/50 μl.

H5N1 

(cl .1)
A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) × PR8

6 внутренних генов от вируса А/PR8 (H1N1) 
и 2 наружных (гемагглютинина и нейраминидазы) 

от птичьего вируса A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) wt. 
Вводился интраназально в дозе 100 MID50/50 мкл

6 genes of internal proteins from А/PR8 (H1N1) and 2 genes 
of external proteins (HA, NA) from avian virus A/Vietnam/1203/2004 

(H5N1) wt. Administered intranasally at 100 MID50/50 μl.

H5N1 

(cl. 2,1)
A/Indonesia/05/2005 (H5N1) × PR8

6 внутренних генов от вируса А/PR8 (H1N1) 
и 2 наружных (гемагглютинина и нейраминидазы) 
от птичьего вируса A/Indonesia/05/2005 (H5N1) wt. 
Вводился интраназально в дозе 100 MID50/50 мкл

6 genes of internal proteins from А/PR8 (H1N1) and 2 genes 
of external proteins (HA, NA) from avian virus A/Indonesia/05/2005 

(H5N1) wt. Administered intranasally at 100 MID50/50 μl.

H5N1 

(cl. 2,2)
A/NIBRG-23 (H5N1)

6 внутренних генов от вируса А/PR8 (H1N1) и 2 
наружных (гемагглютинина и нейраминидазы) от 

птичьего вируса А/turkey/Turkey/05/2005 (H5N1) wt. 
Вводился интраназально в дозе 100 MID50/50 мкл

6 genes of internal proteins from А/PR8 (H1N1) and 2 genes 
of external proteins (HA, NA) from avian virus А/turkey/
Turkey/05/2005 (H5N1) wt. Administered intranasally at 

100 MID50/50 μl.

Примечание. *ЖГВ — живая гриппозная вакцина; **ИГВ — инактивированная гриппозная вакцина.
Note. *LAIV — live attenuated influenza vaccine; **IIV — inactivated influenza vaccine.
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ных определяли с помощью реакции торможе-

ния гемагглютинации (РТГА) по общеприня-

той методике [5]. В качестве антигена исполь-

зовали вирус A/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2) 

в дозе 4 гемагглютинирующих единицы (ГАЕ) 

на лунку.

Специфичные к вирусу IgG в сыворотках кро-

ви определяли методом иммуноферментно-

го анализа (ИФА), используя предварительно 

очищенные с помощью ультрацентрифуги-

рования на градиенте плотности сахарозы 

(30–60%) вирусы A/17/Turkey/Turkey/05/133 

(H5N2); A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) × PR8; A/

Indonesia/05/2005 (H5N1) × PR8; A/NIBRG-23 

(H5N1); А/New York/61/15 (H1N1). Антигены 

сорбировали в дозе 16 ГАЕ на лунку в плоско-

донных полистироловых планшетах (Мед-

полимер, Россия) при +4°С в течение 12 ч. 

Далее после трехкратной промывки лунок 

планшета фосфатно-солевым буфером с 0,05% 

Твином-20, добавляли блокирующий раствор 

1% бычьего сывороточного альбумина и по-

вторяли промывку. Уровни сывороточных IgG 

измеряли с помощью меченных пероксидазой 

хрена моноклональных антител (Sigma) соглас-

но рекомендациям производителя. За титр ан-

тител принимали последнее разведение образ-

ца, оптическая плотность которого превышала 

в 2 и более раза среднее арифметическое значе-

ние оптической плотности контрольных лунок 

(все компоненты кроме образцов).

Количественный анализ CD4+ и CD8+ Т-лим-

фоцитов селезенки проводили методом проточ-

ной цитометрии. Для выявления специфичных 

к вирусу Т-клеток использовали метод внутри-

клеточного окрашивания цитокинов (IFNγ) 

[8] после стимуляции клеток in vitro 3 MOI 

(multiplicity of infection) очищенного вируса 

A/17/Turkey/Turkey/05/133 (H5N2). Для опре-

деления спонтанной интерферонопродукции, 

вместо вируса к клеткам добавляли соответ-

ствующий объем питательной среды DMEM 

(Биолот, Россия). При анализе эти данные 

(отрицательный контроль) вычитались из по-

казателей, полученных для вирусстимулиро-

ванных клеток. В качестве положительного 

контроля использовалась стимуляция клеток 

конканавалином А, который вызывает по-

ликлональную неспецифическую активацию 

Т-лимфоцитов.

Статистическую обработку результатов 

проводили при помощи непараметрическо-

го критерия Манна–Уитни с использованием 

программ «Statistica 6.0» и «GraphPad Prism 6». 

Различия считались достоверными, если значе-

ние р не превышало 0,05.

Рисунок 2. Уровни антител к гомологичным и гетерологичным штаммам

Figure 2. Levels of antibodies to homologous and heterologous strains



72

Инфекция и иммунитетИ.В. Лосев и др.

Результаты

Оба способа прайм-буст вакцинации харак-

теризовались усилением продукции сыворо-

точных антител к гомологичным и гетероло-

гичным штаммам вируса гриппа А. Достоверное 

увеличение титров антигемагглютинирующих 

антител к гомологичному штамму по данным 

РТГА обнаруживалось только при двукратной 

вакцинации ЖГВ (рис. 2).

Более чувствительный метод ИФА выявил 

достоверное увеличение титров специфич-

ных к вирусу сывороточных IgG как при обоих 

способах прайм-буст иммунизации, так и при 

однократном введении мышам ЖГВ или ИГВ 

(контрольные группы ЖГВ/PBS и PBS/ИГВ). 

Бустирование как живой, так и инактивиро-

ванной вакциной достоверно повышало тит-

ры сывороточных IgG к другим генетическим 

линиям вирусов A (H5N1): в большей степени 

к гомологичному A/NIBRG-23 (clade 2.2), а так-

же штамму A/Indonesia (clade 2.1) и в меньшей 

степени к более генетически удаленному A/

Vietnam (clade 1), а также к гетерологичному А/

New York (H1N1).

При этом однократная вакцинация ЖГВ 

также вызывала достоверный прирост антител 

ко всем использованным вирусам, хотя количе-

ственно меньший, чем при любой прайм-буст 

иммунизации. Однократная вакцинация ИГВ 

увеличивала титры сывороточных IgG толь-

ко к гомологичным штаммам (A/17/Turkey/

Turkey/05/133 (H5N2) и A/NIBRG-23 (H5N1)).

По способности стимулировать специфич-

ные к гомологичному штамму CD8+ Т-лимфо-

циты селезенки, оптимальной схемой ока-

залась прайм-буст иммунизация ЖГВ/ИГВ, 

которая привела к достоверному увеличению 

этих клеток по сравнению с контрольной 

группой в отличие от всех остальных случа-

ев. Максимальные количественные показа-

тели уровней CD4+ (Th1) клеток достигались 

при однократном введении любой из вакцин. 

Повторное введение ЖГВ приводило к сниже-

нию количества CD4+ с увеличением уровней 

CD8+ Т-лимфоцитов (рис. 3).

В таблице 3 представлены данные о репро-

дукции вируса в дыхательных путях, выживае-

мости и весе мышей после заражения 10 леталь-

ными дозами «дикого» вируса A/New York/61/15 

(H1N1). Несмотря на то, что число животных 

в группе было небольшим (4 мыши), тем не ме-

нее схемы прайм-буст ЖГВ/ЖГВ, ЖГВ/ИГВ 

и ЖГВ/PBS показали достоверный уровень за-

щиты от летального челленджа гетерогенным 

«диким»  вирусом, по сравнению с отрицатель-

ным контролем (группа 5). При двукратной 

иммунизации ЖГВ степень защиты составила 

100%, и был достигнут полный клиренс вируса 

в носовых ходах. Однократная иммунизация 

ЖГВ хуже справлялась с клиренсом вируса 

из верхних и нижних дыхательных путей, одна-

ко также защитила от летальности всех мышей 

в группе, в то время как однократная иммуни-

зация ИГВ — только 33,3%.

При экспериментальном заражении (неле-

тальном) различными вирусами A (H5N1), оба 

способа прайм-буст иммунизации приводили 

к практически полному клиренсу вирусов в лег-

ких и носовых ходах мышей вне зависимости 

от штамма. Этот же результат достигался и при 

однократном введении ЖГВ, а однократной 

иммунизации ИГВ для достижения такого эф-

фекта оказалось недостаточно (табл. 4).

Рисунок 3. Уровни CD4+IFNγ+ и CD8+IFNγ+ T-клеток к гомологичному вирусу А/17/Turkey/Turkey (H5N2)

Figure 3. CD4+IFNγ+ and CD8+IFNγ+ T-cell levels to homologous A/17/Turkey/Turkey (H5N2) virus
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Обсуждение

Основная проблема вакцин Н5N1 заключа-

ется в их низкой иммуногенности для людей [2, 

17]. Живая гриппозная вакцина (ЖГВ) обладает 

такими преимуществами, как интраназальное 

введение, возможность производства больших 

объемов вакцины в кроткие сроки, и способ-

ность индуцировать долговременную память. 

Все перечисленное делает ЖГВ оптимальным 

препаратом выбора в экстренных ситуациях, 

например, для праймирования населения в на-

чале пандемии. В исследованиях на волонте 

рах была доказана праймирующая способность 

ЖГВ, однако широких исследований по срав-

нительной оценке иммуногенности и защитной 

эффективности различных схем прайм-буст 

иммунизации не проводилось.

Оба рассматриваемых нами способа прайм-

буст иммунизации (ЖГВ/ЖГВ и ЖГВ/ИГВ), 

а также однократная иммунизация ЖГВ досто-

верно увеличивали титры сывороточных IgG 

к гетерологичным вирусам, в то время как одно-

кратного введения ИГВ для этого оказалось не-

достаточно. Перед нами не стояло задачи оце-

нить схему ИГВ/ИГВ, однако данные других ав-

Таблица 3. Репродукция вируса в дыхательных путях и выживаемость мышей после 

экспериментального заражения вирусом A/New York/61/15 (H1N1)

Table 3. Influenza A virus reproduction of in mouse respiratory tract and survival rate after challenge 
with A/New York/61/15 (H1N1) strain

Группа

Group

Схема 
иммунизации

Immunization 
regimen

Титр вируса (lgEID50/1 ml)

Viral titer (lgEID50/1 ml)
% (количество) 

выживших мышей 
за 14 дней

% (number) of mice 
survived by day 14

Максимальная 
потеря веса 
за 14 дней

Maximal weight loss 
by day 14

Легкие

Lungs
Носовые ходы

Nasal passage

1
ЖГВ/ЖГВ

LAIV/LAIV
4,4 (3,0–4,9)* ≤ 1,5* (≤ 1,5) 100% (all) 4,7%

2
ЖГВ/ИГВ

LAIV/IIV
4,1 (3,7–5,0)* 2,1 (1,5–2,5)* 75% (3/4) 10,0%

3
ЖГВ/PBS

LAIV/PBS
5,0 (4,8–5,2)* 2,6 (2,4–2,8)* 100% (all) 14,4%

4
PBS/ИГВ

PBS/IIV
5,4 (5,2–5,6) 3,1 (2,5–3,8) 33,3% (1/3) 28,7%

5 PBS/PBS 5,7 (5,5–6,2) 3,6 (3,6–4,2) 25% (1/4) 20,2%

Примечание. *Достоверные снижения титров по сравнению с контрольной группой (p ≤ 0,05).
Note. *Significant decreases in comparison vs. control group (p ≤ 0.05).

Таблица 4. Репродукция вирусов в дыхательных путях после экспериментального заражения 

вирусами A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) × PR8; A/Indonesia/05/2005 (H5N1) × PR8 и A/NIBRG-23 (H5N1)

Table 4. Reproduction of viruses in mice’s respiratory tract after challenge with A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) × PR8; 
A/Indonesia/05/2005 (H5N1) × PR8 and A/NIBRG-23 (H5N1)

Группа

Group

Схема 
иммунизации

Immunization 
scheme

Титр вируса (lgEID50/1 мл)

Viral titer (lgEID50/1 ml)

A/Vietnam/1203/2004 
(H5N1) × PR8

A/Indonesia/05/2005 
(H5N1) × PR8

A/NIBRG-23 (H5N1)

Легкие

Lungs
Носовые ходы

Noses
Легкие

Lungs
Носовые ходы

Noses
Легкие

Lungs
Носовые ходы

Noses

1
ЖГВ/ЖГВ

LAIV/LAIV
≤ 1,5* ≤ 1,5 ≤ 1,5* ≤ 1,5* ≤ 1,5* ≤ 1,5

2
ЖГВ/ИГВ

LAIV/IIV
≤ 1,5* ≤ 1,5 ≤ 1,5* 1,9 ≤ 1,5* ≤ 1,5

3
ЖГВ/PBS

LAIV/PBS
≤ 1,5* ≤ 1,5 ≤ 1,5* ≤ 1,5* ≤ 1,5* ≤ 1,5

4
PBS/ИГВ

PBS/IIV
4,1 ≤ 1,5 3,9 1,9 3,7 ≤ 1,5

5 PBS/PBS 4,1 1,8 5,2 2,7 5,7 ≤ 1,5

Примечание. *Достоверные снижения титров по сравнению с контрольной группой (p ≤ 0,05).
Note. *Significant decreases in comparison with control group (p ≤ 0.05).
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торов по сплит-вакцине с адъювантом Al(OH)3 

[21] и культуральной цельновирионной ИГВ [20] 

показывают, что при соответствующем подборе 

доз такая схема тоже будет приводить к значи-

тельному увеличению уровней антител против 

различных штаммов А (H5N1). Эти же авто-

ры [21] в своей публикации приводят данные 

по защитной эффективности инактивирован-

ных вакцин при летальном челлендже мышей 

вирусами А (H5N1) после гомологичной и гете-

рологичной прайм-буст иммунизации. Авторы 

отмечают высокую защитную эффективность 

как обоих методов прайм-буст, так и однократ-

ной вакцинации ИГВ, причем защитный эф-

фект ИГВ был дозозависим. В нашем исследо-

вании высокий уровень защиты от летального 

челленд жа гетерогенным «диким» вирусом А 

(H1N1) показали схема прайм-буст ЖГВ/ЖГВ 

и однократная вакцинация ЖГВ. Однократная 

вакцинация ИГВ плохо защищала мышей в ис-

пользованной нами дозе (1,5 мкг гемагглютини-

на), однако эта же доза в качестве буст-вакцины 

давала результаты, близкие к схеме ЖГВ/ЖГВ 

по защитной эффективности и клиренсу вируса 

А (H1N1) в дыхательных путях. Сходная карти-

на наблюдалась и при экспериментальном зара-

жении различными вирусами А (H5N1).

Стимуляция CD4+IFNγ+ T-клеток происходи-

ла как в опытных, так и в контрольных (однократ-

но вакцинированных) группах приблизительно 

одинаково. В отношении CD8+IFNγ+ клеток, мак-

симально выраженный эффект со ста тистически 

достоверным приростом CD8+ на 7 день после по-

вторной иммунизации в нашем эксперименте на-

блюдался только у схемы ЖГВ/ИГВ. Возможно, 

такой эффект связан с различной скоростью кле-

точного иммунного ответа при введении разных 

антигенов [15, 22] и может быть подробнее из-

учен в отдельном кинетическом эксперименте. 

Данные, полученные в клинических испытаниях 

на волонтерах, свидетельствуют о способности 

как ЖГВ А (H5N2) [18], так и ИГВ А (H5N1) [14] 

формировать дологоживущие клетки иммуноло-

гической памяти, но их фенотипы и антигенная 

специфичность, судя по имеющимся данным, 

различаются, что также требует отдельного под-

робного исследования.

В целом полученные результаты свидетель-

ствуют о формировании перекрестного имму-

нитета к вирусам A (H5N1), относящимся к раз-

личным клайдам. Учитывая сходные данные, 

полученные с различными вакцинами незави-

симыми группами исследователей [7, 13, 20 21], 

можно предположить, что перекрестный имму-

нитет к вирусам А (H1N1) может быть достигнут 

в случае повторной вакцинации практически 

любым вакцинным препаратом. Это говорит 

о целесообразности применения прайм-буст 

иммунизации для формирования иммунитета 

к птичьим вирусам А (H5N1).
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ИНДУКЦИЯ HCV-СПЕЦИФИЧЕСКОГО 

КЛЕТОЧНОГО ОТВЕТА IN VITRO ДЕНДРИТНЫМИ 

КЛЕТКАМИ, ГЕНЕРИРОВАННЫМИ 

В ПРИСУТСТВИИ ИНТЕРФЕРОНА-α
Е.Р. Черных, Е.А. Олейник, О.Ю. Леплина, М.А. Тихонова, Т.В. Тыринова, 

Н.М. Старостина, А.А. Останин

ФГБНУ НИИ фундаментальной и клинической иммунологии, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Индукция сильного мультиэпитопного Т-клеточного ответа против вируса гепатита С (HCV) играет 

важную роль в элиминации вируса, тогда как недостаточность адаптивного ответа способствует хронизации 

и быстрой прогрессии HCV-инфекции. Поскольку дендритные клетки (DC) способны примировать наивные 

Т-лимфоциты и индуцировать эффективный иммунный ответ, использование DC-вакцин для усиления HCV-

специфического Т-клеточного ответа рассматривается в качестве нового подхода к лечению хронического гепати-

та С (ХГС). В работе исследована способность DC, генерированных из моноцитов в присутствии интерферона-α 

и нагруженных рекомбинантными HCV белками Сore (1–120) и NS3 (1192–1457), индуцировать антигенспеци-

фический клеточный ответ у здоровых доноров и больных ХГС. Иммунный ответ оценивался по пролифера-

тивной активности и продукции Th1 (IFNγ)/Th2 (IL-4, IL-6) цитокинов в культурах мононуклеарных клеток 

(МНК), а также активации цитотоксических Т-лимфоцитов в тесте дегрануляции. Проведенные исследования 

показали, что первичный антиген-специфический ответ в культурах МНК серонегативных доноров детектиро-

вался лучше при стимуляции DC, нагруженными одновременно двумя антигенами (DCСore/NS3), чем при нагрузке 

одним белком. DCСore/NS3 индуцировали пролиферативный ответ и дегрануляцию СD8+ Т-клеток у всех тестиру-

емых доноров и в 50% (5/10) случаев индуцировали продукцию IFNγ. Аналогично DC доноров, DCСore/NS3 паци-

ентов с ХГС индуцировали в большинстве случаев (86%) пролиферативный ответ и в 57% случаев — продукцию 

IFNγ. В то же время активация цитотоксических Т-клеток у пациентов выявлялась реже (в 57% vs 100% у доноров), 

что могло быть отчасти обусловлено повышенной спонтанной дегрануляцией CD8+ Т-клеток у отдельных паци-

ентов. Полученные данные обосновывают возможность использования DC-вакцин на основе интерферона-α-

индуцированных DC c целью профилактики и лечения хронической HCV-инфекции.

Ключевые слова: HCV-инфекция, Т-клеточный ответ, Core-антиген, NS3-антиген, дендритные клетки.

INDUCTION OF HCV-SPECIFIC CELL RESPONSE IN VITRO BY DENDRITIC CELLS GENERATED 

WITH INTERFERON-α
Chernykh E.R., Oleynik E.A., Leplina O.Yu., Tikhonova M.A., Tyrinova T.V., Starostina N.M., Ostanin A.A.

Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The induction of a strong multi-epitope T-cell response against hepatitis C virus (HCV) plays an important 

role in eliminating the virus, whereas adoptive response deficiency contributes to chronic and rapid progression of HCV-
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infection. Since dendritic cells (DCs) are capable of priming naive T lymphocytes and induce an effective immune re-

sponse, the use of DC-based vaccines to enhance the HCV-specific T cell response is considered as a new approach 

to treatment of chronic hepatitis C (CHC). The ability of DCs generated from monocytes in the presence of interferon-α 

and loaded with recombinant HCV proteins Core (1–120) and NS3 (1192–1457) to induce an antigen-specific cellular 

response in healthy donors and patients with CHC was investigated. The immune response was assessed by proliferative 

activity and Th1 (IFNγ)/Th2 (IL-4, IL-6) production in mononuclear cells (MNC) cultures, and activation of cytotoxic 

T-lymphocytes in the degranulation test. We demonstrated that the primary antigen-specific response in MNC cultures 

of seronegative donors was detected better by stimulation of DCs, loaded with both antigens (DCCore /NS3) than when loaded 

with a single protein. DCCore/NS3 induced the proliferative response and degranulation of CD8+ T cells in MNC cultures 

of all tested donors, and in 50% (5/10) cases — IFNγ production. Similarly to donor DCs, DCCore/NS3 of patients with CHC 

induced a proliferative response in most cases (86%) and IFNγ production in 57% cases. At the same time, the activation 

of cytotoxic T cells in patients was less frequent (patients vs donors 57 and 100%, respectively), which could be partly due 

to increased spontaneous degranulation of CD8+ T cells in some patients. The obtained data testify the possibility of using 

vaccines based on interferon-α-induced DCs for the prevention and treatment of chronic HCV infection.

Key words: chronic HCV infection, T cell response, Core-antigen, NS3-antigen, dendritic cells.

Введение

Инфекция, обусловленная вирусом гепати-

та С (HCV), остается важнейшей медико-соци-

альной проблемой во всем мире в силу широкой 

распространенности и серьезных последствий. 

В большинстве случаев острая HCV-инфекция 

трансформируется в хроническую и является 

причиной цирроза печени, гепатоцеллюляр-

ной карциномы и печеночной недостаточности 

[20, 23]. Наиболее эффективное лечение HCV-

инфекции включает препараты интерферона-α 

(IFNα) в сочетании с рибавирином, однако 

и в этом случае ответ не превышает 40–50% 

у пациентов с генотипом 1, а развитие тяжелых 

побочных реакций часто вынуждает прекра-

тить лечение [18]. Таргетная терапия ингиби-

торами протеаз, обещающая стать прорывом 

в лечении хронического вирусного гепатита С 

(ХГС), также имеет ряд ограничений [30].

Известно, что важную роль в элиминации 

вируса играет адаптивный Т-клеточный ответ. 

Несмотря на высокую вариабельность вирус-

ного генома, вирус экспрессирует ряд высоко 

консервативных структурных и неструктурных 

белков [24], и сильный мультиспецифичный от-

вет Т-клеток к эпитопам консервативных белков 

ассоциирован с исходом острой HCV-инфекции 

в выздоровление. В то же время пациенты с ХГС 

характеризуются низким Т-клеточным ответом 

с узким репертуаром распознаваемых эпитопов 

[13]. Ведущую роль в уничтожении вируса игра-

ют CD8+ Т-клетки, цитотоксический эффект 

которых реализуется через продукцию IFNγ 

[29]. Не меньшая роль при HCV-инфекции от-

водится CD4+ Т-клеткам, которые обеспечива-

ют костимуляторные сигналы для генерации 

цитотоксических Т-лимфоцитов. Выраженная 

пролиферация антигенспецифических CD4+ 

Т-клеток, а также продукция ими IFNγ сопря-

жены с эффективной элиминацией вируса при 

острой инфекции [14, 28] и устойчивым вирусо-

логическим ответом на терапию интерфероном 

и рибавирином при ХГС [9].

Недостаточность Т-клеточного ответа спо-

собствует не только хронизации, но и быстрой 

прогрессии HCV-инфекции [10] и во многом 

обусловлена нарушениями антигенной пре-

зентации и активации Т-клеток [21]. Наиболее 

эффективная презентация вирусных антигенов 

Т-лимфоцитам осуществляется дендритными 

клетками (DC) [5]. Подавление их функций 

вирусными белками является одним из меха-

низмов, используемых вирусом для избегания 

иммунного ответа [26]. Поэтому применение 

DC, нагруженных вирусными антигенами, 

для стимуляции или усиления противови-

русного иммунного ответа рассматривается 

в качестве новой терапевтической стратегии 

лечения HCV-инфекции [31]. Созданию тако-

го подхода во многом способствовала разра-

ботка метода получения большого количества 

DC in vitro путем культивирования моноцитов 

с гранулоцитарно-макрофагальным колони-

естимулирующим фактором (GM-CSF) и ин-

терлейкином-4 (IL-4). Генерированные таким 

образом DC (IL4-DC) при трансфекции HCV-

антигенов продемонстрировали способность 

индуцировать антигенспецифический ответ 

в культурах Т-лимфоцитов здоровых доноров 

[16], а также больных ХГС [4]. Однако будучи 

эффективными в индукции пролиферативно-

го ответа Core-специфических Т-клеток, IL4-

DC не индуцировали значимой пролиферации 

NS3-специфических Т-клеток [17]. Кроме того, 

продукция IFNγ при стимуляции IL4-DC на-

блюдалась только при дополнительной транс-

фекции костимуляторной молекулы [4].

Наряду с IL-4 важную роль в дифферен-

цировке  моноцитов в DC играет IFNα [22]. 

Генерируемые в присутствие интерферона-α 

DC (IFN-DC) сохраняют высокую захватыва-
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ющую способность и характеризуются более 

высокой миграционной активностью; более 

эффективно индуцируют генерацию цитоток-

сических Т-клеток, распознающих вирусные 

антигены; обладают свойствами NK-клеток, 

а также характеризуются более высокой про-

дукцией IFNα [6, 15]. Данный тип клеток может 

служить новой платформой для создания DC-

вакцин, однако способность IFN-DC индуци-

ровать in vitro HCV-специфический ответ ранее 

не исследовалась. Учитывая, что полноразмер-

ные HCV белки обладают иммуносупрессорной 

активностью [11], для нагрузки DC были вы-

браны усеченные фрагменты рекомбинантных 

HCV Core (1–120) и NS3 (1192–1457) антигенов. 

Нагрузка DC указанными белками согласно 

полученным ранее данным не оказывала инги-

бирующего действия на созревание и функции 

IFN-DC [1].

Целью настоящего исследования стала оцен-

ка способности IFN-DC, нагруженных реком-

бинантными Сore- и NS3-антигенами, индуци-

ровать антигенспецифический ответ в культу-

рах мононуклеарных клеток здоровых доноров 

и больных ХГС.

Материалы и методы

В исследование были включены здоровые 

доноры, негативные по сывороточным мар-

керам вирусного гепатита С и больные ХГС 

(12 мужчин и 17 женщин) с генотипом 1в, уме-

ренной вирусной нагрузкой (РНК ≥ 104 МЕ/мл), 

минимальной или средней степенью активно-

сти гепатита по уровню трансаминаз крови, без 

трансформации в цирроз (фиброз 0–III по шка-

ле METAVIR). Мононуклеарные клетки (МНК) 

получали центрифугированием гепаринизиро-

ванной венозной крови в градиенте плотности 

фиколла-верографина.

Генерация DC и нагрузка антигенами. Для ге-

нерации DC адгезивную к пластику фрак-

цию МНК культивировали при 37°С в СО2-

инкубаторе в течение 4 сут в 6-луночных 

планшетах (Nunclon, Дания) в среде RPMI-

1640 (Sigma-Aldrich), дополненной 0,3 мг/мл 

L-глютамина, 5 мМ HEPES-буфера, 100 мкг/

мл гентамицина и 5% сыворотки плодов коро-

вы (FCS, Биолот, Санкт-Петербург), в присут-

ствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и IFNα 

(1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швейцария) 

с последующим дозреванием в течение 24 ч 

с липополисахаридом (10 мкг/мл, ЛПС, Е. coli 

0114:B4, Sigma-Aldrich). Для нагрузки IFN-DC 

использовали рекомбинантные протеины, ко-

дируемые фрагментами генов иммунодоми-

нантных районов белков Core (1–120) и NS3 

(1192–1457) HCV генотипа 1b, полученные 

в лаборатории рекомбинантных белков ЗАО 

«Вектор-Бест» (Ново сибирск). Генерированные 

в 4-суточных культурах IFN-DC инкубировали 

в течение 1 ч с рекомбинантными белками HCV 

Core и NS3 в дозе по 5 мкг/мл, после чего клетки 

однократно отмывали и индуцировали созре-

вание добавлением ЛПС (10 мкг/мл на 24 ч).

Индукция антигенспецифического ответа. 

Антигенспецифический ответ стимулирова-

ли либо при культивировании МНК (0,2 × 106/

лунку) в течение 5 сут с рекомбинантными 

HCV белками Core и/или NS3 в дозе 5 мкг/мл, 

либо при культивировании МНК в течение 

5 сут с ауто логичными IFN-DC (в соотношении 

10:1), нагруженными указанными антигенами. 

В первом случае контролем служили культуры 

МНК в отсутствии антигенов, во втором — МНК 

культивированные с DC, ненагруженными ан-

тигенами. Об индукции HCV-специфического 

клеточного ответа судили по усилению проли-

ферации, продукции Th1 (IFNγ) и Th2 (IL-4, 

IL-6) цитокинов и дегрануляция CD8+ Т-клеток 

в присутствии рекомбинантных HCV белков 

или DC, нагруженных вирусными антигенами, 

по сравнению с контролем. Индекс стимуля-

ции HCV Core- и/или NS3-белков или DC, на-

груженных антигенами, рассчитывали как от-

ношение ответа по сравнению с контрольными 

культурами.

Интенсивность пролиферации оценивали 

на 5 сутки радиометрически по включению 
3Н-тимидина, вносимого в лунки за 18 ч до кон-

ца культивирования в дозе 1 мкКи/лунку.

Продукцию цитокинов (IFNγ, IL-4, IL-6) 

в супернатантах 5-суточных культур МНК, 

стимулированных Core/NS3-нагруженными 

DC или растворимыми Core/NS3-антигенами 

определяли методом иммуноферментного ана-

лиза, используя соответствующие тест-системы 

(Вектор-Бест, Новосибирск).

Активацию цитотоксических Т-клеток оце-

нивали по дегрануляции CD8+ Т-клеток мето-

дом проточной цитофлюориметрии. Известно, 

что стимуляция CD8+ Т-лимфоцитов через 

Т-клеточный рецептор вызывает перемещение 

литических гранул из цитоплазмы к мембране 

и экстернализацию молекулы CD107a (компо-

нент литических гранул). Поэтому определение 

доли CD8+CD107a+ Т-лимфоцитов позволяет 

идентифицировать активированные цитоток-

сические Т-клетки. Для оценки дегрануляции 

CD8+ Т-лимфоцитов в ответ на рекомбинант-

ные антигены МНК (0,2 × 106/лунку) культи-

вировали в течение 6 ч с монензимом А (BD 

PharMingen, США) в присутствии HCV анти-

генов (5 мкг/мл). Негативным контролем слу-

жили культуры МНК в отсутствии антигенов, 

позитивным контролем — культуры МНК, 

стимулированные анти-CD3 моноклональны-

ми антителами (ООО «Биоспектр», 1 мкг/мл). 
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Для оценки дегрануляции CD8+ Т-лимфоцитов, 

индуцированной антиген-нагруженными DC, 

МНК с DC (в соотношении 10:1) культиви-

ровали 5 сут, и за 6 ч до окончания культиви-

рования вносили монензим А. Негативным 

контролем служили МНК культивированные 

с интактными IFN-DC. По завершении культи-

вирования клетки метили анти-CD107a(АPC) 

и анти-CD8(PE) антителами (BD PharMingen, 

США) и оценивали экспрессию CD107а в гейте 

CD3+CD8+-клеток на проточном цитофлюори-

метре (FACS Calibur, Becton Dickinson, США).

Статистическую обработку полученных ре-

зультатов проводили с использованием пакета 

программ Statistica 6.0. Данные представлены 

в виде среднего арифметического значения (m), 

медианных значений (Ме), интерквартильно-

го диапазона (IQR, 25–75% квартили) и мини-

мальных (Min) и максимальных (Max) значе-

ний. Для выявления значимых различий срав-

ниваемых показателей использовали непара-

метрический U-критерий Манна–Уитни (Рu). 

Различия считали достоверными при уровне 

значимости p < 0,05.

Результаты
Влияние рекомбинантных HCV белков на МНК 

серонегативных доноров

Поскольку для нагрузки IFN-DC исполь-

зовали рекомбинантные HCV антигены, для 

исключения их неспецифических эффектов 

в предварительной серии экспериментов ис-

следовали влияния Сore- и NS3-антигенов 

на пролиферацию, продукцию IFNγ и акти-

вацию цитотоксических Т-клеток в культурах 

МНК серонегативных доноров (табл. 1). МНК 

доноров эффективно пролиферировали в ответ 

на стимуляцию митогеном КонА. В то же время 

интенсивность пролиферации при стимуляции 

NS3- или Core-антигенами в дозе 5 мкг/мл, ко-

торая также использовалась для нагрузки DC, 

оставалась на уровне спонтанной пролифера-

ции в контрольных культурах. Core- и NS3-

антигены также не влияли на продукцию IFNγ, 

тогда как при КонА-стимуляции секреция IFNγ 

возрастала в среднем с 20 до 2750 пг/мл (pU < 

0,01). Относительное количество CD8+CD107a+-

клеток в контрольных культурах было менее 

1%, что свидетельствует о низком уровне спон-

танной дегрануляции в популяции цитотокси-

ческих Т-лимфоцитов. При стимуляции aнти-

CD3 антителами содержание CD8+CD107a+ 

Т-клеток увеличивалось практически в 10 раз 

(pU < 0,01). При этом NS3 или Core антигены 

не оказывали значимого влияния на количе-

ство CD8+CD107a+-клеток. Поскольку МНК се-

ронегативных доноров не содержали примиро-

ванных к HCV антигенам Т-клеток, отсутствие 

ответа МНК на Core- и NS3-антигены свиде-

тельствовало, что исследуемые рекомбинант-

ные белки не обладают неспецифической сти-

мулирующей активностью.

HCV-специфический ответ, индуцированный 

IFN-DC здоровых доноров

Убедившись в отсутствии неспецифической 

активности используемых вирусных белков, 

далее исследовали способность IFN-DC до-

норов, нагруженных HCV-антигенами, инду-

цировать in vitro антигенспецифический ответ. 

Для этого у здоровых серонегативных доноров 

генерировали IFN-DC, которые затем нагру-

жали Core (DCCore), NS3 (DCNS3) или их комби-

нацией (DCCore/NS3) и культивировали в течение 

5 дней с аутологичными МНК. Об индукции 

ответа судили по усилению пролиферации, 

продукции цитокинов (IFNγ, IL-4, IL-6) и де-

Таблица 1. Влияние HCV Сore- и NS3-антигенов на пролиферацию, продукцию IFNγ и дегрануляцию 

цитотоксических Т-клеток в культурах МНК серонегативных доноров (n = 8–12)

Table 1. Effect of HCV Core and NS3 antigens on proliferation, IFNγ production and degranulation of cytotoxic T cells 
in PBMC cultures of seronegative donors (n = 8–12)

МНК

PBMC
Пролиферация (имп./мин)

Proliferation (cpm)
Продукция IFNγ (пг/мл)

IFNγ production (pg/ml)
CD3+CD8+CD107a+ (%)

Контроль

Control
Me 850 20 0,67

IQR 340–1100 10–64 0,5–0,78

Сore
Me 510 17,5 0,79

IQR 240–1020 2–103 0,7–1,4

NS3
Me 750 20 0,56

IQR 310–1050 2–51 0,35–1,0

ConА
Me 19 980* 2750* –

IQR 16 490–23 990 2420–2860 –

aнти-CD3

anti-CD3
Me – – 6,3*

IQR – – 4,4–6,9

Примечание. * — p < 0,01, различия статистически значимы по сравнению с контролем.
Note. * — p < 0.01, differences are statistically significant vs control.
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грануляции CD8+ Т-клеток в культурах МНК 

при стимуляции DC, нагруженными вирусны-

ми антигенами, по сравнению с ответом МНК 

в присутствии интактных DC (DC0).

Способность DCCore и DCNS3 индуцировать 

антигенспецифический пролиферативный от-

вет была исследована у 6 доноров. По сравнению 

с интактными клетками IFN-DC, нагруженные 

отдельными HCV-антигенами, незначитель-

но усиливали пролиферацию МНК в среднем 

на 11%. Медианные значения индексов стиму-

ляции составляли 1,11 и 1,12 расч. ед. для DCCore 

и DCNS3 соответственно (рис. 1А). Поскольку 

низкий уровень ответа был, очевидно, обуслов-

лен малым количеством антигенрас познающих 

Т-клеток, в следующей серии экспериментов 

(n = 12) оценили пролиферативный ответ МНК, 

индуцированный IFN-DC, нагруженными 

двумя антигенами (DCCore/NS3). В этом случае 

статистически значимое (рU = 0,002) усиление 

пролиферации МНК отмечалось у всех 12 те-

стируемых доноров (рис. 1Б). Индекс стимуля-

ции DCCore/NS3 составил 1,55 расч.ед. (IQR 1,17–

2,05) и был достоверно выше аналогичных зна-

чений DCCore (рU = 0,05) или DCNS3 (рU = 0,018). 

Учитывая полученные результаты, дальнейшие 

исследования были сфокусированы на эффек-

тах IFN-DC, нагруженных комбинацией HCV-

антигенов.

Поскольку одним из важнейших медиаторов 

противовирусного Т-клеточного ответа являет-

ся IFNγ, была также исследована способность 

DCCore/NS3 стимулировать продукцию IFNγ 

(рис. 1В). Сами DC, культивируемые в соответ-

ствующих количествах (без МНК), не секрети-

ровали IFNγ на детектируемом уровне (данные 

не представлены). По сравнению с интактными 

клетками IFN-DC, нагруженные двумя HCV-

антигенами, у 5 из 10 доноров не оказывали 

заметного влияния на продукцию IFNγ, тогда 

как в оставшихся 50% случаях статистически 

значимо усиливали его секрецию (рU = 0,04). 

Рисунок 1. IFN-DC доноров, нагруженные вирусными антигенами, индуцируют 

антигенспецифический ответ 

Figure 1. Donor IFN-DCs loaded with viral antigens induce an antigen-specific response in vitro
Примечания. DC0 — интактные DC, DCCore — DC, нагруженные Сore-антигеном, DCNS3 — DC, нагруженные NS3-
антигеном, DCCore/NS3 — DC, нагруженные Сore- и NS3-антигенами. A, Б — пролиферация (n = 6, 12). В — продукция 
IFNγ (n = 10). Г — дегрануляция CD107a (n = 10). Данные представлены в виде среднего значения, интерквартильного 
диапазона, минимальных и максимальных значений.
Notes. DC0 — intact DC, DCCore — DC loaded with Сore antigen, DCNS3 — DC loaded with NS3 antigen, DCCore/NS3 — DC loaded 
with Сore and NS3 antigens. A, B — proliferation (n = 6, 12). C — IFNγ-production (n = 10). D — degranulation CD107a (n = 10). 
Data are presented as mean, interquartile and min-max ranges.
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Индекс стимуляции DCCore/NS3 в этой подгруппе 

составил в среднем 1,4 расч.ед., варьируя от 1,1 

до 2,16.

Наряду с оценкой продукции IFNγ, у части 

доноров (n = 4) было также исследовано влияние 

DCCore/NS3 на продукцию Th2 цитокинов (IL-6 

и IL-4). Не было выявлено достоверных разли-

чий в уровне продукции IL-6/IL-4 в культурах 

МНК, стимулированных интактными IFN-DC 

и DCCore/NS3 (рU > 0,05). Незначительное усиле-

ние секреции Th2 цитокинов регистрировалось 

только у одного из четырех тестированных до-

норов.

Оценка способности IFN-DC индуциро-

вать антигенспецифические цитотоксические 

Т-клетки показала (рис. 1Г), что по сравнению 

с интактными клетками DCCore/NS3 вызывали 

практически 2-кратное увеличение относи-

тельного содержания CD8+CD107a+ Т-клеток 

среди отвечающих аутологичных МНК (в сред-

нем с 2 до 3,8%, рU = 0,004). При этом индекс 

стимуляции DCСore/NS3 у всех 10 обследованных 

доноров превышал 1,3 расч.ед., что свидетель-

ствует о способности IFN-DC, нагруженных 

HCV белками, примировать антигенспецифи-

ческие цитотоксические Т-лимфоциты.

HCV-специфический ответ, индуцированный 

IFN-DC больных ХГС

Далее исследовали способность IFN-DC 

больных ХГС индуцировать HCV-специфи-

ческий ответ в аутологичной смешанной куль-

туре лимфоцитов (ауто-СКЛ). Учитывая из-

вестные данные о снижении функциональной 

активности Т-лимфоцитов и возможной де-

фектности DC у пациентов с ХГС, предвари-

тельно была проведена сравнительная оценка 

митогенной реактивности Т-клеток и стиму-

ляторной активности IFN-DC в ауто-СКЛ 

у здоровых доноров и больных ХГС. Из данных 

таблицы 2 видно, что по сравнению с донора-

ми МНК больных отличались более низкой 

спонтанной пролиферацией (рU = 0,02–0,15), 

а также сниженной митогенной реактивностью 

Т-клеток в КонА-стимулированных культурах 

(рU = 0,008). Тем не менее, стимуляторная ак-

тивность IFN-DC в ауто-СКЛ у больных ХГС 

сохранялась на уровне здоровых доноров (1980 

vs 2050 имп./мин, рU = 0,52).

Поскольку пролиферативный ответ в ауто-

СКЛ отражает активацию Т-клеток в процес-

се распознавании HLA-DR антигенов на DC, 

можно заключить, что по своей антигенпрезен-

тирующей активности IFN-DC больных ХГС 

были сопоставимы с DC доноров. Это позволи-

ло предположить, что DC больных, нагружен-

ные рекомбинантными Core- и NS3-белками, 

также будут способны индуцировать in vitro 

клеточный ответ на вирусные антигены.

Для проверки высказанного предположе-

ния исследовали свойства DCCore/NS3 у 7 паци-

ентов с ХГС (рис. 2). IFN-DC, нагруженные 

двумя HCV-антигенами, индуцировали про-

лиферативный ответ Т-лимфоцитов у 6 из 7 те-

Таблица 2. Сравнительная характеристика митогенной реактивности Т-клеток и стимуляторной 

активности IFN-DC доноров и больных ХГС

Table 2. Comparative characteristic of T cell mitogenic reactivity and IFN-DC stimulatory activity of healthy donors 
and patients with chronic hepatitis C

Параметры

Characteristic
Доноры (n = 18)

Donors
Больные (n = 29)

Patients
pU

Митогенная реактивность Т-клеток (имп./мин)

T-cell mitogenic reactivity
МНК

PBMC
460 (320–550) 330 (250–420) 0,15

КонА

ConA
21 800 (18 900–30 000) 12 400 (10 500–24 600) 0,008

ИСКонА (расч. ед)

SIConA (calc. units)
63 (37–77) 41 (15–71) 0,09

Стимуляторная активность IFN-DC в ауто-СКЛ (имп./мин)

IFNDC stimulatory activity in auto-MLC (cpm)
МНК

PBMC
480 (420–690) 240 (150–355) 0,02

МНК+DC

PBMC +DC
2050 (1240–4060) 1980 (570–3960) 0,52

ИСDC (расч. ед)

SIDC (calc. units)
4,5 (2,9–6,9) 8,1 (2,5–11,7) 0,16

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках), pU — достоверность различий между 
донорами и пациентами (U-критерий Манна–Уитни).
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets), pU — the significance of the differences between donors and patients 
(Mann–Whitney U-test).
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стированных больных. Из данных рисунка 2А 

видно, что по сравнению с интактными клет-

ками DCCore/NS3 статистически значимо усили-

вали пролиферацию в ауто-СКЛ (рU = 0,017). 

При этом индекс стимуляции DCCore/NS3 соста-

вил в среднем 1,42 расч.ед. (IQR 1,37–1,72).

IFN-DC, нагруженные Core-/NS3-антигена-

ми, стимулировали продукцию IFNγ у 4 из 7 

тестируемых пациентов, но очевидно, из-за ма-

лой выборки данный эффект регистрировался 

в виде отчетливого тренда (рU = 0,06). Индекс 

стимуляции DCCore/NS3 в этой подгруппе варьи-

ровал от 1,13 до 2,29 расч.ед. Так же как и у здо-

ровых доноров DCCore/NS3 больных ХГС (n = 5) 

не влияли на уровень продукции Th2 цитоки-

нов (IL-6, IL-4) в ауто-СКЛ. Индексы стимуля-

ции DCCore/NS3 на секрецию IL-6 и IL-4 состави-

ли 1,08 и 0,93 расч.ед. соответственно.

В целом по группе DCCore/NS3 больных ХГС 

(n = 7) по сравнению с интактными DC0 инду-

цировали незначительное возрастание отно-

сительного количества CD8+CD107a+ Т-клеток 

в ауто-СКЛ (рис. 2В). Тем не менее, на уровне 

индивидуальных значений значимая антиген-

специфическая дегрануляция цитотоксичес-

ких CD8+ Т-лимфоцитов выявлялась у 4 из 7 па-

циентов. Индекс стимуляции DCСore/NS3 в этой 

подгруппе варьировал от 1,3 до 6,0 расч.ед.

В таблице 3 представлены данные сравни-

тельного анализа HCV-специфического кле-

точного ответа in vitro индуцированного, нагру-

женными вирусными Core- и NS3-антигенами, 

IFN-DC доноров и больных ХГС (табл. 3). Видно, 

по уровню пролиферативного ответа, а также 

по индексам стимуляции DCСore/NS3 пациентов 

и доноров значимо не различались. При этом 

DC больных индуцировали антигенспецифи-

ческий пролиферативный ответ у большинства 

тестированных пациентов (86%), то есть прак-

тически с такой же частотой, как и DC доноров. 

Активация Т-клеток к продукции IFNγ при 

стимуляции DCCorе/NS3 больных ХГС регистри-

ровалась с меньшей частотой, чем пролифера-

тивный ответ (в 57% случаев). Однако такая же 

закономерность наблюдалась и для DC доно-

ров. Поэтому частота IFNγ-секреторного отве-

та, индуцированного DCCorе/NS3 в исследуемых 

группах, не различалась (57 vs 50%). Сравнение 

уровня продукции IFNγ и индексов стимуля-

ции в группах «ответчиков» также не выявило 

значимых различий в стимуляторной активно-

сти DCCorе/NS3 пациентов и доноров. При срав-

нении способности активировать антигенспе-

цифические цитотоксические Т-клетки, DC 

пациентов стимулировали дегрануляцию CD8+ 

Т-клеток только в 57% случаев, тогда как DC до-

норов — в 100% случаев, что возможно объясня-

лось повышенной спонтанной дегрануляцией 

в культурах МНК ряда пациентов. Тем не менее, 

Рисунок 2. IFN-DC больных, нагруженные 

вирусными антигенами, индуцируют 

антигенспецифический ответ in vitro

Figure 2. Patient IFN-DCs loaded with viral antigens 
induce an antigen-specific response in vitro
Примечания. DC0 — интактные DC, DCCore/NS3 — DC, 
нагруженные Сore- и NS3-антигенами. A — пролиферация 
(n = 7); Б — продукция IFNγ (n = 7); В — дегрануляция 
CD107a (n = 7). Данные представлены в виде среднего 
значения, интерквартильного диапазона, минимальных 
и максимальных значений.
Notes. DC0 — intact DC, DCCore/NS3 — DC loaded with Сore and 
NS3 antigens. A — proliferation (n = 7); B — IFNγ-production 
(n = 7); C — degranulation CD107a (n = 7). Data are presented 
as mean, interquartile and min-max ranges.
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индекс стимуляции DCCorе/NS3 пациентов в груп-

пе «ответчиков» был сопоставим с донорскими 

значениями.

Обсуждение

Известно, что персистенция HCV-инфекции 

ассоциирована со слабым антигенспецифи-

ческим ответом CD4+ и CD8+ T-лимфоцитов 

[29]. Поэтому разработка подходов к актива-

ции HCV-специфического Т-клеточного ответа 

остается актуальной задачей. Результаты на-

стоящей работы продемонстрировали возмож-

ность индукции in vitro HCV-специфического 

ответа c помощью DC, генерированных с помо-

щью интерферона-α и нагруженных рекомби-

нантными HCV Сore (1–120) и NS3 (1192–1457) 

антигенами.

Исследования в культурах МНК серонега-

тивных доноров (то есть в популяции, не со-

держащей HCV-примированных Т-клеток) 

показали, что антигенспецифический проли-

феративный ответ индуцировался лучше при 

стимуляции DC доноров, нагруженных двумя 

антигенами (DCСore/NS3), чем при нагрузке DC 

одним белком (DCСore или DCNS3), что было 

очевидно связано с вовлечением большего ко-

личества антиген-распознающих Т-клеток. 

С другой стороны, этот факт свидетельствует, 

что используемые для нагрузки вирусные бел-

ки не оказывают взаимного ингибирующего 

действия на стимуляторную активность IFN-

DC. Ингибирующий эффект HCV Сore- и NS3-

антигенов на DC является известным фактом, 

однако в большей степени характерен для 

полноразмерных белков (Сore 2–191) или их 

фрагментов, расположенных ближе к 3’-концу 

РНК HVC (NS3 1450–1643) [3]. В то же время 

усеченный белок NS3 (1192–1457) не оказывал 

ингибирую щего действия на аллостимулятор-

ную активность IL4-DC, а супрессорный эф-

фект Сore 2–120 зависел от концентрации бел-

ка и зрелос ти DC [11, 27]. Проведенные нами 

ранее исследования в популяции IFN-DC, ко-

торые по сравнению с IL4-DC характеризуются 

промежуточной степенью зрелости и более ста-

бильным фенотипом, показали, что нагрузка 

DC Сore (1–120) и NS3 (1192–1457) антигенами 

не подавляла стимуляторной активности IFN-

DC в алло-СКЛ [1].

Таблица 3. Сравнительная оценка антигенспецифического ответа МНК, индуцированного DCCore/NS3 

доноров и больных ХГС

Table 3. Comparative assessment of the antigen-specific response of PBMCs induced by DCCore/NS3 of healthy donors 
and patients with chronic hepatitis C

Параметры

Characteristic
Доноры

Donors
Пациенты

Patients
Пролиферация

Proliferation

– частота ответа (n/n)

– frequency of response (n/n)
100% (12/12) 86% (6/7)

– имп./мин

– cmp
2700 (1780–5360) 5290 (2670–6190)

– ИС (расч. ед.)

– SI (calc. units)
1,55 (1,2–2,5) 1,42 (1,37–1,72)

Продукция IFNγ
IFNγ production
– частота ответа (n/n)

– frequency of response (n/n)
50% (5/10) 57% (4/7)

– уровень IFNγ в группе «ответчиков» (пг/мл)

– IFNγ level in the “responders” group (pg/ml)
1960 (1920–3080) 1690 (1470–2790)

– ИС в группе «ответчиков» (расч. ед.)

– SI in the «responders» group (calc. units)
1,4 (1,31–1,84) 1,2 (1,14–1,75)

Дегрануляция CD8+ Т-клеток

Degranulation СD8+ T-cells
– частота ответа (n/n)

– frequency of response (n/n)
100% (10/10) 57% (4/7)

– % CD3+CD8+CD107a+ Т-клеток

– % CD3+CD8+CD107a+ Т-cells
3,8 (3,5–4,9) 3,5 (2,8–4,2)

– ИС (расч. ед.)

– SI (calc. units)
2,0 (1,6–2,3) 1,65 (1,33–3,97)

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках).
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets).
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Настоящая работа является еще одним 

подтверждением отсутствия супрессорного 

эффекта выбранных рекомбинантных белков 

на функциональную активность IFN-DC, по-

скольку нагрузка IFN-DC данными антиге-

нами не подавляла пролиферативный ответ 

аутологичных клеток и стимулирующий эф-

фект при нагрузке DC двумя пептидами был 

выше, чем при нагрузке одним Сore- или NS3-

антигеном. Характеризуя первичный клеточ-

ный ответ на стимуляцию DCСore/NS3 доноров, 

следует отметить, что пролиферация анти-

ген-реактивных клеток и дегрануляция анти-

ген-специфических цитотоксических CD8+ 

Т-лимфоцитов индуцировалась в культурах 

МНК всех тестируемых доноров. В то же время 

усиление продукции IFNγ отмечалось в поло-

вине (5/10) случаев.

Способность DC доноров индуцировать 

in vitro HCV-специфический Т-клеточный от-

вет была впервые продемонстрирована Li W. 

с соавт., которые использовали DC, генери-

руемые из моноцитов в присутствии GM-CSF 

и IL-4 и трансфицированные HCV Core- и NS3-

генами [17]. На выборке трех репрезентативных 

доноров было показано, что незрелые IL4-DC, 

со встроенными Core и NS3 генами, индуциро-

вали в антиген-реактивных Т-клетках экспрес-

сию мРНК TNFα, IL-2 и IL-4, а зрелые DC ак-

тивировали экспрессию IFNγ, TNFα, IL12-p40, 

IL-6, IL-10 и, в меньшей степени, IL-4. Авторы 

также оценили пролиферативный ответ, кото-

рый отмечался у всех трех доноров и был выше 

на Core-антиген, а также продукцию IFNγ, ко-

торая усиливалась у 2 из 3 доноров при стиму-

ляции DC, экспрессирующими как Core-, так 

и NS3-антигены [16]. Позже было показано, что 

IL4-DC, нагруженные иммуногенными HCV 

пептидами, также могут индуцировать наи-

вные Т-клетки к иммунному распознаванию, 

активации Th1 ответа и генерации эпитоп-

специфических цитотоксических Т-клеток [7, 

19]. Полученные нами результаты согласуются 

с данными других авторов о способности DC 

индуцировать антигенспецифический ответ 

в культурах МНК серонегативных доноров, 

а также впервые демонстрируют возможность 

использования для этих целей DC, генерируе-

мых с помощью IFNα и нагруженных усечен-

ными рекомбинантными белками HCV Core 

и NS3. При этом нами получены новые данные 

о меньшей стимуляторной активности DCСore/NS3 

на продукцию IL-4/IL-6 по сравнению со спо-

собностью активировать секрецию IFNγ и их 

высокой способности к индукции цитоток-

сических Т-клеток. Эффективность IFN-DC, 

нагруженных усеченными HCV Core- и NS3-

антигенами, может быть обусловлена большей 

эффективностью IFN-DC в кросс-презентации 

длинноразмерных пептидов, презентации ви-

русных белков и индукции вирусспецифичес-

ких цитотоксических Т-клеток [2, 8, 12, 25].

Исследования в группе больных ХГС (ге-

нотип 1в) показали, что несмотря на сни-

женную митогенную реактивность Т-клеток, 

IFN-DC пациентов обладали сохранной сти-

муляторной активностью и индуцировали 

в ауто-СКЛ такой же уровень пролифератив-

ного ответа Т-лимфоцитов, как и DC доноров. 

Сравнительная оценка свойств DCCorе/NS3 пока-

зала, что DC больных ХГС были сопоставимы 

с DC доноров по способности индуцировать 

пролиферативный ответ, который выявлял-

ся в 86% случаев (vs 100% у доноров), а также 

продукцию IFNγ, которая усиливалась в 57% 

случаев (vs 50% у доноров). В то же время ответ 

цитотоксических Т-клеток при стимуляции 

DCCorе/NS3 больных ХГС индуцировался реже, 

чем у доноров (57% vs 100%), что могло быть 

отчасти связано с повышенной спонтанной 

дегрануляцией CD8 Т-клеток у отдельных 

пациентов.

Echeverria I. с соавт. в группе 4 репрезентатив-

ных больных ХГС показали, что IL4-DC, транс-

фицированные NS3-антигеном и адапторной 

молекулой CFh40L (экто-домен СD40L), стиму-

лируют NS3-специфический ответ аутологич-

ных Т-клеток, который оценивался по количе-

ству IFNγ продуцирующих клеток в ELISPOT 

тесте. Однако в отсутствии адапторной моле-

кулы DC пациентов не стимулировали анти-

генспецифический ответ, что было, по мнению 

авторов, связано со снижением стимуляторной 

активности DC при HCV-инфекции и ее восста-

новлением после трансфекции CFh40L. Чтобы 

исключить неспецифический ответ на антиге-

ны трансфицированного аденовируса, авторы 

также оценили продукцию IFNγ в ответ на сти-

муляцию NS3 пептидами во вторичных культу-

рах Т-клеток, подверженных экспансии с помо-

щью IL-2, и продемонстрировали возрастание 

IFNγ у 2 из 4 пациентов [4].

Полученные нами результаты подтвержда-

ют возможность индукции in vitro антигенспе-

цифического Т-клеточного ответа у больных 

ХГС. При этом поскольку в настоящей работе 

исследовались DC, генерируемые с помощью 

IFNα, и они не отличались от IFN-DC доноров 

по способности стимулировать пролиферацию 

аутологичных Т-лимфоцитов, активация HCV-

реактивных Т-клеток не требовала дополни-

тельной костимуляции.

Проведенное исследование имеет ряд огра-

ничений. Так, пролиферативная активность 

и продукция цитокинов оценивалась нами 

в виде валовых показателей, а не на уровне од-

ной клетки. Это не позволило оценить вклад 

отдельных субпопуляций (CD4+ и CD8+) HCV- 
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реактивных клеток в иммунном ответе, а так-

же охарактеризовать гетерогенность антиген-

специфических клеток по их функциональной 

активности. Тем не менее, поскольку исполь-

зуемые рекомбинантные вирусные антигены 

в предварительном тестировании не показали 

прямого неспецифического стимулирующего 

действия на функции МНК серонегативных 

доноров, то возрастание пролиферации, про-

дукции IFNγ и дегрануляции цитотоксических 

СD8+ Т-лимоцитов в культурах МНК с DCCorе/NS3 

по сравнению с ответом в присутствии интакт-

ных DC, свидетельствовало об антигенспеци-

фическом характере ответа, что в итоге и поз-

волило оценить in vitro HCV-специфический 

клеточный ответ.

В целом данные о способности IFN-DC до-

норов и больных ХГС примировать и активи-

ровать Т-клетки, специфические к HCV анти-

генам, обосновывают перспективы использо-

вания DC-вакцин для стимуляции иммунного 

ответа при хронической HCV-инфекции.
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СОЗРЕВАНИЕ IN VITRO ДЕНДРИТНЫХ 

КЛЕТОК ЗДОРОВЫХ ЛИЦ И ПАЦИЕНТОВ 

С ХРОНИЧЕСКИМ ОСТЕОМИЕЛИТОМ, 

ВЫЗВАННЫМ STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Ю.П. Рубцова, Д.Я. Алейник, О.П. Живцов, В.Н. Митрофанов

ФГБОУ ВО Приволжский исследовательский медицинский университет МЗ РФ, Нижний Новгород, Россия

Резюме. В работе представлены результаты сравнительного исследования созревания дендритных клеток, 

выделенных из мононуклеаров периферической крови, здоровых добровольцев и пациентов с хроническим 

остеомиелитом. У всех пациентов был выделен Staphylococcus aureus. Для созревания дендритные клетки куль-

тивировали при стандартных условиях в ростовой среде (RPMI-1640, антибиотики, L-глутамин, 15% телячья 

эмбриональная сыворотка) в присутствии интерлейкина-4 и гранулоцитарно-макрофогального колониести-

мулирующего фактора с последующим добавлением коктейля стимуляторов, включавшего интерлейкин-1β, 

фактор некроза опухоли-α, интерлейкин-6, простагландин Е2. Визуальные характеристики дендритных 

клеток в процессе созревания определяли с помощью инвертированного микроскопа Zeiss ODSERVER.Z1 

с программой визуализации изображений AxioVision Rel.4.8, используя световую и фазовоконтрастную ми-

кроскопию при увеличении ×40, ×100, ×200, ×400, ×630. Определение иммунофенотипа дендритных клеток 

проводили с использованием панели моноклональных антител: CD80FITC, CD86 (B7–2)PE, HLA-DR PC7 

(Beckman Coulter, США), CD14PerCP-Cy5.5, CD83APC, CD40PE-Cy7 (Becton Dickinson, США) с соответствую-

щими изотипическими контролями на цитофлуориметре FACS Canto II (Becton Dickinson, США). Показано, 

что в процессе созревания дендритные клетки пациентов, так и у условно здоровых доноров, увеличиваются 

в размерах и приобретают отростчатую форму. Экспрессия CD86, CD83, CD80, CD40 у пациентов с хроничес-

ким остеомиелитом выражена ниже, чем экспрессия соответствующих маркеров у условно здоровых добро-

вольцев. После стимуляции дендритных клеток пациентов с остеомиелитом достоверно увеличивается про-

цент клеток CD83+ и клеток, несущих костимулирующие молекулы CD86, CD80, СD40. По мере созревания 

различия, выявленные при исследовании незрелых клеток здоровых добровольцев и пациентов с остеомиели-

том, исчезают, и на 10 сут уровень экспрессии ключевых маркеров оказывается на близких по значениям уров-

нях. При этом экспрессия основного маркера дифференцировки СD83 и костимулирующей молекулы CD80 

у пациентов с остеомиелитом увеличивается интенсивнее, чем у здоровых. Таким образом, способность ден-

дритных клеток, выделенных из моноцитов периферической крови, пациентов с хроническим остеомиелитом, 

вызванным Staphylococcus aureus, к созреванию под влиянием активаторов in vitro не нарушена. Полученные ре-

зультаты открывают возможность использования дендритных клеток в качестве естественного, замещающего 

адъювант компонента при разработке вакцин для лечения хронического остеомиелита.

Ключевые слова: хронический остеомиелит, Staphylococcus aureus, дендритные клетки, созревание, фенотипирование, 

CD-рецепторы.
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IN VITRO DENDRITIC CELL MATURATION ISOLATED FROM HEALTHY PEOPLE AND PATIENTS WITH 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS-CAUSED CHRONIC OSTEOMYELITIS

Rubtsova J.P., Aleynik D.Ya., Zhivtsov O.P., Mitrofanov V.N.

Privolzhsky Research Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, Nizhny Novgorod, Russian Federation

Abstract. Here we present the data comparing maturation of peripheral blood mononuclear cell-derived dendritic cells 

(DCs) isolated from healthy volunteers and Staphylococcus aureus-positive patients with chronic osteomyelitis. Dendritic 

cells were cultured in a standard maturation cell medium (RPMI-1640, supplemented with antibiotics, L-glutamine, 

15% calf embryonic serum) added with interleukin-4 and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, followed by 

adding a stimulating factor cocktail containing interleukin-1β, tumor necrosis factor-α, interleukin-6, and prostaglan-

din E2. Dendritic cell maturation was analyzed by estimating visual characteristics under Zeiss ODSERVER.Z1 inverted 

microscope using Axiovision Rel.4.8 imaging software as well as light and phase-contrast microscopy at magnification 

of ×40, ×100, ×200, ×400, ×630. Dendritic cell immunophenotyping was carried out by using a panel of anti-human mono-

clonal antibodies: anti-CD80 FITC-conjugated, anti-CD86 (B7–2) PE-conjugated, anti-HLA-DR PC7-conjugated (all 

from Beckman Coulter, USA), anti-CD14 PerCP-Cy5.5-conjugated, anti-CD83 APC-conjugated, anti-CD40 PE-Cy7-

conjugated (Becton Dickinson, USA) as well as isotype-matched control antibodies on the FACS Canto II flow cytometer 

(Becton Dickinson, USA). It was shown that while maturation dendritic cells derived both from patients or volunteers 

increased in size and underwent dendrite formation. Moreover, expression of CD86, CD83, CD80, and CD40 markers 

on dendritic cells derived from patients vs. volunteers was lowered. However, DC stimulation resulted in significantly 

increased percentage of DCs positive for CD83 DCs co-stimulation molecules CD86, CD80, CD40 chronic osteomyeli-

tis. However, such differences found in immature DCs in both groups disappeared upon maturation, so that expression 

of the key markers on day 10 was maintained at close level. In particular, expression of CD83 differentiation marker and 

the CD80 co-stimulation molecule on DCs from patients vs. volunteers was increased stronger. Thus, a maturation po-

tential in DCs isolated from patients with Staphylococcus aureus-caused chronic osteomyelitis was not impaired in vitro. 

The data obtained open up an opportunity to use dendritic cells as a natural adjuvant-substituting component for develop-

ment of individualized vaccines in treatment and prevention of recurrent chronic osteomyelitis.

Key words: chronic osteomyelitis, Staphylococcus aureus, dendritic cells, maturation, phenotyping, CD-receptors.

Введение

Хронический остеомиелит — тяжелое забо-

левание с рецидивирующим течением, состав-

ляющее до 44% всех гнойно-некротических за-

болеваний конечностей. При открытых перело-

мах трубчатых костей частота развития травма-

тического остеомиелита по данным различных 

авторов составляет от 2 до 51%, при огнестрель-

ных переломах от 9 до 90%, а после остеосин-

теза закрытых переломов длинных костей от 0,2 

до 12% [1, 11, 22]. В 35–37,8% случаев хроничес-

кий остеомиелит приводит к инвалидизации 

пострадавших [5].

Несмотря на использование активной хи-

рургической тактики и мощной антибиотико-

терапии, за последние годы практически не от-

мечается улучшения результатов лечения и со-

кращения количества рецидивов у пациентов 

с хроническим остеомиелитом, которые после 

оперативного лечения составляют до 34,8% [10, 

18]. Тяжесть заболевания, высокий процент ре-

цидивов, отсутствие эффекта от существующей 

терапии заставляют искать дополнительные 

подходы к терапии остеомиелитического про-

цесса, основанные на патогенетических меха-

низмах его развития.

Можно предполагать, что существенную 

роль в патогенезе хронического остеомиелита 

играет как исходная иммунокомпрометирован-

ность пострадавших, так и длительная персис-

тенция возбудителя, приводящая к многочис-

ленным изменениям в системе иммунитета.

Исследования, посвященные характеру им-

мунологических сдвигов при хроническом 

остео миелите, не очень многочисленны и доста-

точно противоречивы. Продемонстрированы 

разнонаправленные отклонения в составе ос-

новных популяций лимфоцитов периферичес-

кой крови: Т-клеток, Т-хелперов, цитотокси-

ческих Т-лимфоцитов, В-лимфоцитов и NK-

клеток, обнаружены сдвиги в системе гумораль-

ного иммунитета и дисфункция фагоцитарного 

звена [7, 8, 19, 30, 31, 32]. Указанные данные ха-

рактеризуют изменения как в системе адаптив-

ного, так и в системе врожденного иммунитета.

В настоящее время известно, что существен-

ное значение для обеспечения необходимой 

взаимосвязи между системами врожденного 

и адаптивного иммунного ответа, обеспечения 

их функционального единства играют дендрит-

ные клетки (DC) [23]. Они связаны с окружаю-

щей средой через многочисленные молекуляр-

ные сенсоры, позволяющие захватывать чу-

жеродные антигены и передавать полученную 

информацию лимфоцитам. DC специализи-

рованные и наиболее мощные антигенпрезен-

тирующие клетки (АПК), с помощью которых 
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можно получить направленный иммунный 

ответ [20]. DC происходят из стволовых кро-

ветворных клеток и представляют собой ге-

терогенную группу антигенпрезентирующих 

клеток [27], среди которых у человека выделя-

ют две основные подгруппы: плазмоцитоидные 

и классические или обычные DC. В перифери-

ческой крови преобладают классические DC, 

которые составляют, как правило, до 90% всех 

DC. Классические DC рассеянны по лимфо-

идным и нелимфоидным тканям, мигрируют 

по лимфатическим сосудам и с током крови. 

Эти клетки характеризуются выраженной спо-

собностью к сбору и презентации антигенов 

и отличаются по степени зрелости, выделяют 

незрелые и зрелые DC. Незрелые DC присут-

ствуют в различных тканях и характеризуются 

высоким эндоцитозом при незначительной экс-

прессии молекул адгезии и костимулирующих 

молекул. Поэтому, незрелые DC активно за-

хватывают антигены, но обладают низкой спо-

собностью к их представлению. В присутствии 

факторов созревания эти клетки превращаются 

в зрелые дендритные клетки.

Зрелые DC отличаются наличием множества 

отростков, увеличивающих их поверхность 

и способность к активному передвижению; низ-

кой адгезией к пластику; низкой способностью 

к эндоцитозу и низкой экспрессией рецепторов 

для захвата антигенов при высокой экспрессии 

костимулирующих молекул и молекул адгезии. 

Зрелые DC являются единственными клетка-

ми, которые способны представлять наивным 

Т-клеткам неизвестные для них ранее антиге-

ны, и, в отличие от других антигенпрезенти-

рующих клеток, их стимулирующий эффект 

на Т-лимфоциты в 10–100 раз сильнее [2, 4].

Полученные данные о взаимодействии 

антигенпредставляющей клетки, антигена, 

иммунных структур, уже несколько десяти-

летий используются для создания дендритно-

клеточных вакцин, направленных на борьбу 

с различными хроническими заболеваниями. 

Проведено большое количество доклиничес-

ких исследований, в ходе которых были ис-

пользованы разнообразные способы нагрузки 

и стимуляции дендритных клеток антигенами 

in vitro. Результаты этой работы в настоящее 

время применяются в практической медицине 

для борьбы с хронически текущими процесса-

ми, в частности для терапии онкологических 

заболеваний [16, 20 24, 25, 28, 34, 35], туберку-

леза [12, 15, 21]. Учитывая центральную роль 

DC как профессиональных и сверхэффектив-

ных АПК, представляется перспективным ис-

следование возможности использования их 

в качестве естественного, замещающего адъ-

ювант компонента вакцин при хроническом 

остеомиелите.

Вместе с тем способность DC, выделенных 

из моноцитов периферической крови пациен-

тов при этой патологии, к созреванию in vitro 

практически не изучена.

Цель работы: изучить особенности феноти-

пического созревания DC, выделенных из мо-

ноцитов периферической крови пациентов 

с хроническим остеомиелитом, по сравнению 

с особенностями созревания DC здоровых доб-

ровольцев.

Материалы и методы

Группы обследованных. В работе использо-

вали материал от 6 пациентов с хроническим 

гнойным остеомиелитом (4 мужчины, 2 жен-

щины) и 6 условно здоровых добровольцев 

(2 мужчины, 4 женщины). В обеих группах пре-

обладали пациенты работоспособного возрас-

та: в группе пациентов с хроническим гнойным 

остеомиелитом возраст пациентов колебался 

от 37 до 67 лет, в группе условно здоровых до-

норов — от 27 до 51 года.

Все пациенты проходили хирургическое лече-

ние в отделении гнойной хирургии университет-

ской клиники ФГБОУ ВО «ПИМУ» Минздрава 

России по поводу обострения хронического 

остеомиелита. Длительность остеомиелити-

ческого процесса составляла от 1 года до 7 лет, 

и у всех пациентов гнойно-воспалительный 

процесс сопровождался полостными дефектами 

костной ткани. У каждого пациента из раневого 

отделяемого был выделен Staphylococcus aureus. 

Пациенты поступали в фазе обострения, и до 

начала специфической терапии у них забира-

ли кровь для анализа. Протокол исследования 

был одобрен локальным этическим комитетом 

ФГБОУ ВО «ПИМУ» Минздрава России и ут-

вержден Ученым советом. Каждый человек, 

включенный в исследование, представил добро-

вольное информированное согласие.

Выделение мононуклеаров. Кровь забирали 

в вакутайнеры с раствором ЭДТА в общем объ-

еме по 20–50 мл у каждого исследуемого, раз-

водили 1 : 1 фосфатно-солевым буфером (PBS) 

и использовали для выделения мононуклеаров 

периферической крови. Выделение мононукле-

арной фракции проводили путем градиентного 

центрифугирования на фиколл-урографиновом 

градиенте (с = 1.077) при 400g в течение 40 мин. 

После выделения собирали интерфазные коль-

ца и трижды отмывали PBS, ресуспендирова-

ли в ростовой среде RPMI-1640 с добавлением 

15% эмбриональной телячьей сыворотки (FBS) 

(ПанЭко, Москва, Россия), антибиотиков (пе-

нициллин/стрептомицин), глутамина (ПанЭко, 

Москва, Россия). Подсчитывали концентрацию 

и жизнеспособность клеток с помощью счетчика 

клеток «Countes» (Invitrogen, США).
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Выделение DC из моноцитов. Для выделе-

ния DC из моноцитов периферической крови 

и оценки их способности к созреванию и диф-

ференцировке в условиях in vitro клетки полу-

ченной суспензии засевали с концентрацией 

4–4,5 млн в 1 мл ростовой среды на лунку 24-лу-

ночного планшета (Corning, США). После пере-

сева клетки инкубировали в течение двух часов 

при t 37°С, 5% СО2, в увлажненной атмосфере. 

По окончании инкубации отбрасывали не при-

липшие клетки, а к адгезированным на пласти-

ке моноцитам добавляли новую ростовую среду, 

содержащую антибиотики, глутамин, 15% FBS 

(ПанЭко, Москва, Россия), IL-4 в концентра-

ции 20 нг/мл и GM-CSF в концентрации 100 нг/

мл (Sigma-Aldrich, Германия). Планшеты с при-

крепившимися клетками культивировали в те-

чение 3 сут при 37°С и 5% СО2. На третьи сутки 

культивирования в каждую лунку добавляли 

еще IL-4 и GM-CSF в той же концентрации без 

смены среды. Для терминальной дифференци-

ровки на седьмые сутки в контрольных лунках 

меняли среду RPMI-1640 с добавлением 15% FBS 

сыворотки (ПанЭко, Москва, Россия), а в опыт-

ных лунках при смене среды кроме 15% FBS до-

бавляли коктейль стимуляторов (IL-1β, TNFα, 

IL-6, простагландин Е2 (PGE2) (Sigma-Aldrich, 

Германия) и оставляли культивировать еще 

на 48 ч. После активации через 48 ч клетки смы-

вали осторожным пипетированием и с конт-

рольных, и с опытных лунок. Подсчитывали 

концентрацию и жизнеспособность клеток 

в каждой группе, используя счетчик клеток 

«Countess» (Invitrogen, США). Осаждали их цен-

трифугированием при 1500 об./мин в течение 

10 мин. Осадок разводили PBS и использовали 

для фенотипирования.

Определение иммунофенотипа DC. Определе-

ние иммунофенотипа DC проводили методом 

многоцветного анализа с помощью прямой ре-

акции иммунофлуоресценции. В работе исполь-

зовали панель моноклональных антител: CD80 

FITC, CD86 (B7–2) PE, HLA-DR PC7 (Beckman 

Coulter, США), CD14 PerCP-Cy5.5, CD83APC, 

CD40PE-Cy7 (Becton Dickinson, США) с соот-

ветствующими изотипическими контролями. 

Фенотипирование проводили на проточном ци-

тофлуориметре FACS Canto II (Becton Dickinson, 

США). Настройка параметров измерения была 

выполнена однократно и стандартизируется при 

помощи частиц для проверки и настройки при-

бора BD™CS&T Beads (BD Cytometer Setup and 

Tracking Beads). Окрашенные клетки инкубиро-

вали 30 мин и отмывали для дальнейшего опре-

деления иммунофенотипа. Результаты выража-

ли в процентном содержании клеток.

Микроскопия культуры. Визуальные характе-

ристики дендритных клеток при культивиро-

вании в динамике определяли с помощью ин-

вертированного микроскопа Zeiss OBSERVER.

Z1 и программы визуализации изображений 

AxioVision Rel.4.8, используя световую и фазо-

воконтрастную микроскопию.

Статистика. Для статистической обработ-

ки результатов использовали пакет программ 

STATISTICA 6.0 . Результаты исследования об-

работаны методами непараметрической стати-

стики с применением критерия парных срав-

нений Вилкоксона и критерия Колмогорова–

Смирнова. Различия считали статистически 

значимыми при вероятности ошибки p < 0,05.

Результаты

Микроскопию культуры DC проводили 

в процессе роста культуры. Незрелые дендрит-

ные клетки при наблюдении фиксировались 

как достаточно крупные клетки округлой или 

овальной формы, практически без отростков, 

единичные или образующие малочисленные 

колонии, адгезированные к поверхности пла-

стика (рис. 1А, Б, III обложка).

Через двое суток после активации DC ста-

новятся более крупными с выраженными от-

ростками, начинают открепляться от пласти-

ка и формируют многочисленные колонии 

(рис. 2А, Б, III обложка).

Указанные изменения после активации про-

исходят аналогично и на DC пациентов, и на 

DC условно здоровых доноров, то есть и у паци-

ентов и условно здоровых DC при созревании 

увеличиваются в размерах и приобретают от-

ростчатую форму.

Характеристика иммунофенотипа DC. 

Незрелые DC здоровых добровольцев харак-

теризуются сниженной экспрессией ассоции-

рованных с созреванием молекул CD83, CD80, 

CD86. После стимуляции у клеток здоровых 

доноров статистически достоверно возрастает 

процент клеток, несущих CD83, маркер терми-

нальной дифференцировки, и костимулирую-

щих молекул CD86 и CD80 (табл. 1).

При исследовании фенотипа незрелых 

DC пациентов с остеомиелитом отмечается 

практически полное отсутствие клеток, экс-

прессирующих СD80, и снижение доли СD83-

положительных клеток. У большинства обсле-

дованных процент клеток, несущих костиму-

лирующие молекулы CD86 и CD40, также сни-

жен (табл. 2).

Сравнение фенотипа незрелых DC с исполь-

зованием лазерной проточной цитофлуоримет-

рии показало, что экспрессия CD86, CD83, CD80, 

CD40 у пациентов с хроническим остеомиелитом 

была ниже, чем экспрессия соответствующих 

маркеров у условно здоровых доноров.

После стимуляции DC пациентов с остео-

миелитом закономерно увеличивается про-
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цент клеток CD83+, а именно: у большинства 

обследованных их количество превышает 80%, 

а у отдельных пациентов достигает 90–95%. 

Одновременно фиксируется статистически зна-

чимое увеличение доли клеток, несущих CD86, 

CD80, СD40. По мере созревания дендритных 

клеток различия, выявленные на незрелых 

клетках у здоровых добровольцев и у пациентов 

с остеомиелитом, исчезают. На 10 сутки уро-

вень экспрессии ключевых маркеров и у здоро-

вых доноров, и у пациентов гнойного отделения 

оказывается на близких по значениям уровнях.

Процесс созревания DC из моноцитов крови 

человека сопровождается изменением экспрес-

сии поверхностных антигенов — CD14 (маркер 

моноцитов/макрофагов) и CD83 (маркер тер-

минальной дифференцировки). В популяции 

незрелых DC доля CD14-позитивных клеток 

выше, чем CD83+, а при созревании соотноше-

ние меняется на противоположное. Поскольку 

дифференцировка моноцитов в DC связана 

с потерей моноцитами CD14 молекул, а созре-

вание незрелых DC в зрелые — с приобретени-

ем маркера терминальной дифференцировки 

CD83, уменьшение доли CD14+ клеток и увели-

чение CD83+ клеток является признаком диф-

ференцировки и созревания DC [3]. Среди ко-

стимулирующих молекул, которые необходимы 

для представления антигена на зрелых DC экс-

прессируются CD40, CD80, CD86. Уровни экс-

прессии костимулирующих молекул изменяют-

ся по мере созревания DC. CD86 синтезируется 

на ранних стадиях созревания DC, тогда как 

CD80 появляется лишь у зрелых DC. Указанная 

тенденция наблюдалась при созревании DC как 

у пациентов с хроническим остеомиелитом, так 

и у здоровых доноров (рис. 3, 4).

Следует отметить, что в процессе созревания 

in vitro экспрессия СD83 у пациентов с остеомие-

литом увеличивается в среднем в 4,8 раз против 

3,2 — у здоровых доноров, а CD80 в 29 раз, про-

тив 5,5 соответственно.

Обсуждение

Известно, что остеомиелит развивается в ре-

зультате попадания бактерий в костную ткань, 

надкостницу или костный мозг. Несмотря 

на то, что все виды бактерий могут вызывать 

остеомиелит, основным патогенном при хро-

ническом остеомиелите остается стафило-

кокк, преимущественно Staphylococcus aureus 

и, в меньшей степени, Staphylococcus epidermidis 

[29]. Патологическое действие микроорганиз-

мов связано как с их присутствием и жизнеде-

ятельностью в остеомиелитическом очаге, так 

и с выбросом во внутреннюю среду эндоток-

синов. Для обнаружения признаков инфекции 

DC снабжены рецепторами к молекулярным 

паттернам патогенов (МПП). Поглощение ми-

кроорганизмов и сопутствующее этому распо-

знавание МПП ведут к созреванию DC.

Таблица 1. Экспрессия специфических маркеров на дендритных клетках условно здоровых 

доноров, % (М±m)

Table 1. Expression of surface markers on volunteer-derived dendritic cells, % (М±m)

Группы n = 6

Groups n = 6
CD14 CD86* CD83* HLA-DR CD80* CD40

Незрелые DC

Immature DCs
22,87±6,38 80,62±2,59 23,22±6,59 95,82±3,06 13,53±4,81 79,48±9,92

Зрелые DC

Mature DCs
19,33±8,79 92,02±1,57 75,33±9,93 95,46±1,89 73,93±10,94 94,92±1,48

p-value 0,463072 0,046400 0,027709 0,685831 0,027709 0,115853

Примечание. *p < 0,05 критерий Вилкоксона.
Note. *p < 0.05, according to the Wilcoxon test.

Таблица 2. Экспрессия специфических маркеров на дендритных клетках пациентов с хроническим 

гнойным остеомиелитом, % (М±m)

Table 2. Expression of surface markers on dendritic cells derived from patients with chronic purulent 
osteomyelitis, % (М±m)

Группы (n = 6)

Groups (n = 6)
CD14* CD86* CD83* HLA-DR CD80* CD40*

Незрелые DC

Immature DCs
32,50±7,22 57,48±9,68 17,23±7,35 90,10±4,39 2,65±0,91 66,78±13,87

Зрелые DC

Mature DCs
10,58±4,99 93,38±2,00 82,45±6,43 97,72±0,52 76,75±10,14 90,12±4,20

p-value 0,027709 0,027709 0,027709 0,074736 0,027709 0,046400

Примечание. *p < 0,05 критерий Вилкоксона.
Note. *p < 0.05, according to the Wilcoxon test.
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Суммируя данные о взаимодействии ста-

филококка и DC, Ву с соавт. (2014) отмечают, 

что DC играют сложную роль в инфекцион-

ных заболеваниях, вызванных золотистым 

стафилококком [33]. Авторы считают, что раз-

личные субпопуляции DC могут осуществлять 

различные иммунные реакции против инфек-

ций, вызванных S. aureus, что может объяснять 

различные исходы заболеваний у пациентов, 

инфицированных S. aureus. В эксперименталь-

ных исследованиях показано, что истощение 

пула DC у CD11c-DTR-трансгенных мышей 

приводит к увеличению бактериальной на-

грузки S. aureus в почках и легких, более высо-

кому уровню смертности, более тяжелым вос-

палительным травмам и блокаде продукции 

IL-12. В то же время искусственное введение 

или незрелых, или LPS-созревших DC кост-

номозгового происхождения в нормальных 

BALB/с мышей улучшило способность этих 

животных элиминировать бактерии S. aureus 

в легких [26].

В свою очередь S. aureus влияет на функции 

DC и может непосредственно убивать их, что-

бы избежать иммунного клиренса. Dumont A.L. 

с соавт. показали, что стафилококковый цито-

токсин — лейкоцидин A/B (LukAB) ответстве-

нен за цитотоксичность по отношению к DC 

моноцитарного происхождения. Хотя LukA 

и LukB по отдельности мало влияют на клеточ-

ную жизнеспособность, сочетание очищенно-

го рекомбинантного LukA и LukB эффектив-

но убивает DC [14]. Продемонстрировано, что 

тейхоевая кислота — гликополимер клеточной 

стенки грамположительных бактерий, важ-

нейший компонент клеточной стенки S. aureus, 

имеет серьезное значение для индукции и со-

зревания DC [17]. Факторы вирулентности 

S. aureus активно модулируют производство 

цитокинов и процесс апоптоза, что, в свою оче-

редь, указывает на возможную роль этих белков 

в модуляции DC опосредованного иммуните-

та S. aureus [13]. Например, у линейных мышей 

фенол-растворимые пептиды модулина (основ-

ного фактора метилен-резистентных штаммов 

S. aureus) непосредственно влияют на сигналь-

ный путь p-38 CREB в DC, нарушая синтез ци-

токинов, и в результате повышая толерантность 

к патогену [9].

Таким образом, такие патогены как S. aureus 

имеют развитую тактику уклонения от иммун-

ного клиренса, ослабляя активацию и функции 

DC. И хотя механизмы взаимодействия стафи-

лококка с дендритными клетками еще оконча-

тельно не ясны, несомненно значение этой кле-

точной популяции для формирования иммун-

ного ответа при стафилокковой инфекции.

В работе, проведенной нашими коллегами 

[6], показано, что у пациентов с остеомиелитом 

возрастает среднее содержание классических 

DC в крови c преобладанием незрелых DC, без 

сколь-либо значительного количества DC, со-

зревших в очаге инфекции.

Полученные нами результаты демонстриру-

ют способность DC, выделенных из моноцитов 

периферической крови пациентов с хроничес-

ким остеомиелитом, под влиянием активато-

ров in vitro дифференцироваться в зрелые DC, 

что выражается в статистически достоверном 

увеличении ассоциированных с созреванием 

молекул CD83, CD80, CD86 при снижении со-

держания CD14+ клеток. Аналогичные измене-

ния отмечаются и при исследовании DC, вы-

деленных из моноцитов периферической крови 

здоровых добровольцев. При этом изменение 

экспрессии антигена терминальной дифферен-

Рисунок 3. Фенотип дендритных клеток 

пациента с хроническим остеомиелитом

Figure 3. Phenotype of dendritic cells derived from 
an individual patient with chronic osteomyelitis

Рисунок 4. Фенотип дендритных клеток условно 

здорового донора

Figure 4. Phenotype of dendritic cells of a conditionally 
healthy donor
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цировки CD83 и костимулирующей молекулы 

CD80 в процессе созревания у пациентов с хро-

ническим остеомиелитом выражено значитель-

нее, чем у здоровых.

Преобладание незрелых клеток в крови па-

циентов с хроническим остеомиелитом, воз-

можно, играет роль в неадекватной реализации 

иммунного ответа при этой патологии и требует 

определенной коррекции, которая может быть 

основана на использовании созревания аутоло-

гичных DC из мононуклеаров периферической 

крови пациентов in vitro.
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МЕТИЦИЛЛИНРЕЗИСТЕНТНЫХ 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS И ИХ 

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ 

ОСОБЕННОСТЕЙ В РАЗВИТИИ ГНОЙНО-

НЕКРОТИЧЕСКИХ ФОРМ СИНДРОМА 

ДИАБЕТИЧЕСКОЙ СТОПЫ

О.Е. Хохлова1, Я. Ивао5, В.В. Камшилова3, О.В. Теплякова1,4, А.И. Мотова3, 

А.И. Дробушевская4, О.В. Перьянова1,2, Ю.С. Винник1, Н.К. Поткина1,2, 

Д.Э. Здзитовецкий1,4, Т. Ямамото2,5

1 ФГБОУ ВО Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого 

МЗ РФ, г. Красноярск, Россия
2 Российско-Японский центр микробиологии, метагеномики и инфекционных заболеваний, г. Красноярск, Россия
3 КГБУЗ Красноярская межрайонная клиническая больница скорой медицинской помощи им. Н.С. Карповича, 

г. Красноярск, Россия
4 КГБУЗ Красноярская межрайонная клиническая больница № 7, г. Красноярск, Россия
5 Международный медицинский образовательно-исследовательский центр (IMERC), Ниигата, Япония

Резюме. Гнойно-некротические осложнения у больных с синдромом диабетической стопы являются одной 

из главных причин ампутаций и инвалидизации и даже гибели пациентов. Целью данной работы явилось 

изучение роли MRSA и их молекулярно-генетических особенностей, а также антибиотикорезистентности 

в развитии гнойно-некротических форм синдрома диабетической стопы пациентов г. Красноярска за период 

2010–2016 гг. Исследована в динамике микрофлора гнойно-некротических осложнений у 240 пациентов с син-

дромом диабетической стопы, ее антибиотикочувствительность, а также молекулярно-генетические осо-

бенности метициллинрезистентных Staphylococcus aureus. Для изучения микрофлоры гнойных осложнений 

использован бактериологический метод. Антибиотикочувствительность определяли диско-диффузионным 

методом; чувствительность стафилококков к антибиотикам проводили методом скрининга, ПЦР, методом 

серийных разведений в плотной среде в соответствии с международными рекомендациями СLSI, EUCAST. 

Для генотипирования и определения молекулярно-генетических особенностей — ПЦР, М-ПЦР, секвениро-

вание. Обработку результатов проводили с использованием компьютерной программы WHONET (ВОЗ). Уро-

вень значимости p < 0,05. Микрофлора гнойно-некротических форм синдрома диабетической стопы пред-

ставлена грамотрицательными микроорганизмами — на долю представителей семейства Enterobacteriaceae 

приходилось 34,4%, неферментирующих грамотрицательных бактерий — 19,1%; грамположительными 
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микроорганизмами — в 46,5% случаев, доля S. aureus — 18,4%. Микроорганизмы характеризовались полире-

зистентностью к антимикробным препаратам: доля БЛРС-продуцентов — 36,4%; доля МБЛ-продуцентов — 

30,3%; доля MRSA — 36,4%. Доминирующим клоном MRSA среди пациентов с гнойно-некротическими фор-

мами синдрома диабетической стопы, госпитализированных в правобережный и левобережный стационары 

г. Красноярска являлся ST239/spa3(t037)/agr1/SCCmecIII.1.1.2(IIIA)/coaIV/tst+, характеризуюшийся высоким 

уровнем вирулентности и мультирезистентностью. Вторыми по значимости генетическими вариантами 

MRSA являлись ST8/spa1(t008)/agr1/SCCmecIV.3.1.1/CoaIII и ST12/spanew(t156)/agr1/SCCmecUT/coaIorVII, 

которые характеризовались устойчивостью к 1–2 группам антимикробных препаратов, помимо β-лактамов. 

Среди пациентов с гнойно-некротическими формами синдрома диабетической стопы, госпитализирован-

ных в стационары г. Красноярска распространены в основном генетические варианты MRSA, соответствую-

щие клонам, выявленным ранее от пациентов с другими нозологиями на данной территории. Установлено, 

что среди от пациентов с гнойно-некротическими формами синдрома диабетической стопы, госпитализиро-

ванных как в правобережный, так и левобережный стационары г. Красноярска, выделяются изоляты MRSA, 

преимущественно относящиеся к одним и тем же генетическим вариантам. Длительная госпитализация па-

циентов с данной патологией, а также их последующая неоднократная госпитализация в другие стационары 

г. Красноярска, способствует переносу госпитальных штаммов из одного стационара в другой.

Ключевые слова: микрофлора, антибиотикорезистентность, метициллинрезистентные S. aureus, 

молекулярно-генетические особенности, синдром диабетической стопы, гнойно-некротические осложнения.

A ROLE OF METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS AND RELATED 

MOLECULAR GENETIC FEATURES IN DEVELOPING PURULENT-NECROTIC FORMS 

OF THE DIABETIC FOOT SYNDROME

Khokhlova О.Е.a, Iwao Y.e, Kamshilova V.V.c, Teplyakova О.V.a,d, Motova А.I.c, Drobushevskaya А.I.d, 

Peryanova О.V.a,d, Vinnik Yu.S.a, Potkina N.К.a,b, Zdzitowiecki D.E.a,c, Yamamoto Т.b,e

a Krasnoyarsk State Medical University named after professor V.F. Voyno-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation
b Russia-Japan Center of Microbiology, Мetagenomics and Infectious Diseases, Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, 

Russian Federation
c Krasnoyarsk State Emergency Hospital named after N.S. Karpovich, Krasnoyarsk, Russian Federation
d Krasnoyarsk State Municipal Clinical Hospital No. 7, Krasnoyarsk, Russian Federation
e International Medical Education and Research Center, Niigata, Japan

Abstract. Purulent-necrotic complications in patients with diabetic foot syndrome is one of the main causes resulting 

in amputation and disability, or even lethal outcome. Our study was aimed at investigating a role played by MRSA and 

related molecular genetic features, as well as antibiotic resistance in developing purulent-necrotic forms of the diabetic 

foot syndrome in Krasnoyarsk, in the 2010–2016 period. A microbiota profile related to purulent-necrotic complications, 

antibiotic susceptibility, as well as the molecular genetic features of methicillin-resistant Staphylococcus aureus were exa-

mined in 240 patients with diabetic foot syndrome. A bacteriological method was used to investigate microbiota profile 

related to purulent complications. Antibiotic sensitivity was analyzed by disc-diffusion method; staphylococcal antibiotic 

sensitivity was evaluated by screening, PCR, solid medium serial dilution, in accordance with the CLSI and EUCAST 

international recommendations. Genotyping and examining molecular genetic features were performed by using PCR, 

M-PCR, and sequencing. The data were analyzed by using WHONET (WHO) software. Significance level was set at p < 

0.05. It was found that microbiota profile linked to purulent-necrotic forms of the diabetic foot syndrome was presented 

by various Gram-negative microorganisms including Enterobacteriaceae spp. and non-fermenting bacteria accounting 

for 34.4% and 19.1%, respectively, as well as Gram-positive microorganisms found in 46.5% cases, including S. aureus 

(18.4% cases). Moreover, microorganisms were characterized by multiresistance to diverse antimicrobial drugs: percent-

age of BLDS- and MBL-producers as well as MRSA comprised 36.4%, 30.3%, and 36.4%, respectively. Further, MRSA 

ST239/spa3(t037)/agr1/SCCmecIII.1.1.2(IIIA)/coaIV/tst+ clone dominated in patients with purulent-necrotic forms 

of diabetic foot syndrome admitted to the right-bank and left-bank hospitals in the city of Krasnoyarsk that was charac-

terized by a high virulence level and multidrug resistance. Next, subdominant MRSA genetic variants were presented by 

ST8/spa1(t008)/agr1/SCCmecIV.3.1.1/CoaIII and ST12/spanew(t156)/agr1/SCCmecUT/coaIorVII characterized by re-

sistance to 1–2 groups of antimicrobials apart from β-lactams. Importantly, similar MRSA genetic variants earlier isolated 

in patients with other nosological entities common in this geographic region were also mainly verified in patients with 

purulent-necrotic forms of diabetic foot syndrome admitted to Krasnoyarsk hospitals. In particular, it was demonstrated 

that MRSA isolates predominantly belonging to the same genetic variants were detected in patients with purulent-necrotic 

forms of diabetic foot syndrome hospitalized both at the right-bank and left-bank hospitals of the city of Krasnoyarsk. 

Thus, long-term hospitalization of patients with purulent-necrotic forms of diabetic foot syndrome as well as subsequent 

repeated admittance to other hospitals in the city of Krasnoyarsk facilitates inter-hospital bacterial strain transmission.

Key words: microflora, antibiotic resistance, methicillin-resistant S. aureus, molecular genetic features, diabetic foot syndrome, 

purulent-necrotic complications.
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Введение

Cиндром диабетической стопы — самое ча-

стое осложнение сахарного диабета. С ним 

связана примерно треть госпитализаций этих 

больных. Синдром возникает у 80% больных са-

харным диабетом и при наличии критической 

ишемии нижних конечностей без коррекции 

артериального кровотока частота больших ам-

путаций составляет 70—90%, летальность после 

которых достигает 60—70% [4]. Две трети паци-

ентов умирают от гнойно-некротических пора-

жений нижних конечностей, причем их разви-

тие у больных сахарным диабетом наблюдается 

в 40 раз чаще, чем в общей популяции [7, 17, 22]. 

В США частота ампутаций, связанных с диабе-

том, составляет 66 тыс. случаев в год; в 50–70% 

случаев причиной ампутации стопы является 

гангрена [26]. Пребывание пациентов с сахар-

ным диабетом и с гнойно-некротическими по-

ражениями в стационаре на 50% дольше [8]. 

Гнойно-некротические процессы на фоне са-

харного диабета возникают в результате ишемии 

тканей дистальных отделов конечности, нейро-

эндокринных отклонений, нарушения иммун-

ного статуса, изменений в системе гемостаза, 

а также воздействия патогенных микроорганиз-

мов [1, 7].

При микробиологическом исследовании 

поражений нижних конечностей при синдро-

ме диа бетической стопы без риска ампутации 

наиболее часто выделяют S. aureus и β-гемо-

литические стрептококки (групп А, В, С, G) [6, 

11]. Диабетическое поражение нижних конеч-

ностей имеет хроническое течение и, как пра-

вило, приводит к необратимым последствиям. 

От пациентов, длительно болеющих и имеющих 

хронические инфицированные язвы стоп с вы-

сокой вероятностью необходимости ампутации, 

относительно часто выделяются энтерококки, 

энтеробактерии, анаэробы, неферментирующие 

грам отрицательные бактерии. Предшествующая 

госпитализация, длительная антибиотикоте-

рапия препаратами широкого спектра действия 

и хирургическое лечение являются предраспо-

лагающими факторами к инфицированию язв 

полирезистентными микроорганизмами, на-

пример метициллинрезистентными S. aureus 

(MRSA) и полирезистентными энтерококками, 

что значительно ухудшает прогноз у пациентов 

с диабетической стопой [8, 23]. Таким образом, 

одним из ведущих возбудителей гнойных ос-

ложнений у пациентов с синдромом диабетичес-

кой стопы является MRSA, доля которых среди 

S. aureus у данных пациентов в США составляет 

40–50% [26].

Сложность терапии инфекций, вызванных 

MRSA, обусловлена их устойчивостью не толь-

ко к бета-лактамным антибиотикам, но и к ши-

рокому кругу препаратов других классов [2]. 

Традиционно MRSA классифицируют как ассо-

циированные с врачебной деятельностью штам-

мы (HA-MRSA), внебольничные штаммы (CA-

MRSA), ассоциированные с животноводством 

штаммы (LA-MRSA) [27]. В разных странах 

мира распространены основные генетические 

клоны данных линий MRSA, различающихся 

по степени вирулентности и уровню антибио-

тикорезистентности [10, 15, 21]. Так, во Франции 

и Швейцарии выявили распространение среди 

пациентов с синдромом диабетической стопы 

штаммов MRSA генотип ST8/spa(t008) и ST5/

ST105/spa(t002), устойчивых помимо бета-лак-

тамных антибиотиков к гентамицину [24]. 

В Мексике выявлено распространение клона 

MRSA USA300 (ST8/spa(t008)/PVL+) среди паци-

ентов с диабетической стопой [13].

В РФ опубликована информация о распро-

странении генетических вариантов MRSA, изо-

лированных от госпитализированных пациен-

тов [14, 19], но нет информации о распростране-

нии генетических вариантов MRSA среди паци-

ентов с синдромом диабетической стопы.

Целью данной работы явилось изучение 

роли MRSA и их молекулярно-генетических 

особенностей, а также антибиотикорезистент-

ности в развитии гнойно-некротических форм 

синдрома диабетической стопы пациентов 

г. Красноярска за период 2010–2016 гг.

Материалы и методы

За период 2010–2016 гг. в г. Красноярске 

проспективно обследовано 240 больных с вто-

ричными осложненными инфекциями кожи 

и мягких тканей, такими как гнойно-некроти-

ческие формы синдрома диабетической стопы, 

госпитализированных в КГБУЗ КМКБСМП 

им. Н.С. Карповича и КГБУЗ Красноярская 

межрайонная клиническая больницу № 7. 

Обследуемые дали информированное добро-

вольное согласие на обследование. Работу про-

водили в соответствии с биомедицинской эти-

кой согласно требованиям Женевской конвен-

ции о правах человека (1997 г.) и Хельсинкской 

декларации Всемирной медицинской ассоциа-

ции (2000 г.) при одобрении локального этичес-

кого комитета ФГБОУ ВО КрасГМУ им. проф. 

В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава России 

(№ 28/2010). Возраст обследованных 32–89 лет 

(средний возраст 61,2±15,9). Доля мужчин со-

ставила 55,8%, доля женщин 44,2%. Критерии 

включения: возраст ≥ 18 лет, сахарный диабет 

2-го типа, гнойно-некротические формы син-

дрома диабетической стопы, госпитализация 

в стационар. Критерии исключения: сахарный 

диабет 1-го типа, ВИЧ-инфекция. Материал для 

исследования — биоптат, гнойное отделяемое. 

Забор материала осуществляли в первые 48 часов 

госпитализации (240 образцов) и далее по мере 

необходимости на 5–50 сутки госпитализации 

(163 образцов). Посев материала осуществля-
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ли на комплекс питательных сред по методу 

Gould — кровяной агар, желточно-солевой агар, 

хром-агар. У 16 обследуемых параллельно с из-

учением аэробной и факультативно-анаэробной 

микрофлорой было проведено выделение ана-

эробных микроорганизмов. С этой целью осу-

ществляли забор биоптата во время операции. 

Посев исследуемого материала осуществляли 

незамедлительно на свежеприготовленную пи-

тательную среду для выделения анаэробов — 

агар Шадлера по методу Gould. Чашки с посе-

вами исследуемого материала на агар Шадлера 

помещали в индивидуальные газогенераторные 

пакеты Generbag (bioMerieux, Франция) для вы-

деления анаэробов. Посевы инкубировали в тер-

мостате при 37°С в течении 48–96 ч. Выросшие 

колонии отсевали на чашки Петри с агаром 

Шадлера и культивировали в аэроб ных и ана-

эробных условиях. В случае если рост наблю-

дался только в анаэробных условиях,  культу-

ра — облигатный анаэроб, если культура росла 

и в аэроб ных условиях — факультативный анаэ-

роб. Идентификацию исследуемых культур про-

водили на основании морфо-тинкториальных, 

культуральных и биохимических свойств, ис-

пользуя помимо рутинных методов тест-систе-

мы Remel (США), bioMerieux (Франция) для 

идентификации микроорганизмов.

Чувствительность микроорганизмов к анти-

биотикам определяли диско-диффузионным 

методом на агаре Мюллера–Хинтон с использо-

ванием дисков OXOID (Великобритания); чув-

ствительность стафилококков к оксациллину 

(Sigma-Aldrich, США), цефокситину (OXOID, 

Великобритания) проводили методом скринин-

га; чувствительность стафилококков к другим 

антимикробным препаратам проводили мето-

дом серийных разведений в соответствии с меж-

дународными рекомендациями СLSI, EUCAST. 

Продукцию бета-лактамаз расширенного спек-

тра (БЛРС) у энтеробактерий определяли фе-

нотипически: методом «двойных дисков», при 

котором продукция определяется за счет синер-

гизма цефалоспорина (цефотаксим, цефтази-

дим, цефепим) с клавулановой кислотой на сре-

де Мюллера–Хинтон с использованием дисков 

с антибиотиками OXOID (Великобритания) 

[9, 12]. Продукцию металло-β-лактамаз (МБЛ) 

проводили методом инактивации карбапенемов 

(CIM) [30]. Для внутрилабораторного контро-

ля определения антибиотикочувствительности 

и метициллинорезистентности использовали 

референс-штаммы из коллекции АТСС (S. aureus 

ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 и P. aeruginosa 

ATCC 27853).

Для генетических исследований MRSA ми-

кроорганизмы культивировали в бульоне LB 

(Difco, Detroit, МI) при температуре 37°C до фазы 

логарифмического роста.

Для определения принадлежности к MRSA 

исследовали гены nuc и mecA с помощью ПЦР. 

Праймеры для выявления гена nuc (nuc1: GCG

ATTGATGGTGATACGGTT и nuc2: AGCCAA

GCCTTGACGAACTAAAGC) необходимы для 

диф ференциации MRSA и MSSA от коагулазо-

негативных стафилококков. Праймеры для вы-

явления гена mecA (mecA-QF2: GGGATCATA

GCGTCATTATTCC и mecAQR2: CGATGCCTA

TCTCATATGC), кодирующего синтез ПСБ2а. 

Режим амплификации включал начальный 

цикл 94°C 3 мин. Следующие этапы амлифика-

ции включали денатурацию ДНК при 94°C в те-

чение 90 с; отжиг при 55°C в течение 60 с; синтез 

в течение 60 с при 72°C (30 циклов) и завершаю-

щий цикл в течение 10 мин при 72°C. Детекцию 

продуктов амплификации ПЦР проводили с по-

мощью электрофореза в 1,5% агарозном геле 

с использованием бромистого этидия. В каче-

стве контроля молекулярной массы использова-

ли 100 bp DNA ladder (Sigma-Aldrich, Япония).

С помощью ПЦР исследовали 42 гена пато-

генности: 2 лейкоцидина; 4 гемолизина; 19 генов 

стафилококковых энтеротоксинов (SE): tst, sea, 

seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen, seo, 

sep, seq, seu; 3 эксфолиатина; set, edin, ssl; 14 генов 

адгезии [28].

Молекулярное типирование штаммов MRSA 

проводили в соответствии с международными 

стандартами [28]. MLST типирование основано 

на изучении семи «генов домашнего хозяйства» 

и определения аллельного профиля (аллельный 

номер) с использованием вебсайта (http://www.

mlst.net). Данные были проанализированы с по-

мощью программного обеспечения eBURST. 

SCCmec типирование (I–V типы) — с примене-

нием ПЦР, М-ПЦР. Субтипирование SCCmec 

проводили в соответствии с рекомендациями 

[16, 20] (http://www.staphylococcus.net).

Молекулярное типирования бактериального 

генома путем анализа хромосомных рестрик-

ционных фрагментов PFGE анализ проводили 

с использованием SmaI, электрофорез прово-

дили в 1,2% геле с маркерной ДНК Lamda ladder 

(Bio-Rad Laboratories, США) [25, 29].

Плазмидный профиль изучили модифици-

рованным вариантом метода Kado и Liu с помо-

щью Plasmid Midi Kit (QIAGEN Sciences, Япония) 

[18]. Плазмидную ДНК анализировали электро-

форезом в 0,6–1% геле. Гены резистентнос ти 

к антимикробным препаратам определяли ме-

тодом ПЦР.

Все праймеры заказывали в ЗАО «Евроген», 

для постановки ПЦР использовали реактивы 

Thermo Fisher Scientific (США).

Обработку результатов проводили с исполь-

зованием компьютерной программы WHONET 

(ВОЗ). Критерий Шапиро–Уилка использовали 

для проверки количественных признаков на нор-

мальность распределения. Количественные при-

знаки описывались в виде минимального (min), 

максимального (max), среднего значений (Mean), 

стандартного отклонения (m); качественные 
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признаки представлялись в виде долей (%) и аб-

солютных чисел. Сравнение количественных 

признаков проводилось с помощью критерия 

Манна–Уитни. В сравнительном анализе ис-

пользовался двусторонний критерий Фишера. 

Уровень значимости p < 0,05.

Результаты

При исследовании биоптата, гнойного отде-

ляемого 240 больных в первые сутки поступле-

ния в стационар рост микроорганизмов в этио-

логически значимом количестве был получен 

в 85% случаев (у 204 обследованных). При этом 

микроорганизмы были выделены в монокуль-

туре в 76,4% случаев, доля ассоциаций соста-

вила 23,6%, в том числе из двух микроорганиз-

мов — 20,1%, из трех микроорганизмов — 3,5%. 

В составе микрофлоры гнойного отделяемого, 

биоптатов преобладала грамотрицательная ми-

крофлора и выделена в 53,5% случаев; на долю 

представителей семейства Enterobacteriaceae при-

ходилось 34,4%, в том числе выделены E. coli 

(7,6%), Klebsiella spp. (9,0%), Enterobacter spp. 

(3,5%), Proteus spp. (10,8%) и др. (Citrobacter freundii, 

Serratia marcescens, Providencia rettgeri — 3,5%). 

На долю неферментирующих грамотрицатель-

ных бактерий приходилось 19,1% случаев, выде-

лены P. aeruginosa (13,2%), Acinetobacter spp. (5,9%). 

Грамположительные микроорганизмы, выде-

лены в 46,5% случаев (рис. 1). В 30,2% случаев 

были выделены стафилококки. Доля Enterococcus 

spp. составила 15,6%, при этом преобладали 

Enterococcus faecalis (11,5%).

На 5–50 сутки госпитализации обследовано 

163 больных с вторичными осложненными ин-

фекциями кожи и мягких тканей, такими как 

гнойно-некротические формы синдрома диабе-

тической стопы, госпитализированных в КГБУЗ 

КМКБСМП им. Н.С. Карповича и КГБУЗ Крас-

ноярскую межрайонную клиническую больни-

цу № 7. У больных с синдромом диабетической 

стопы при посеве биоптатов, раневого отделяе-

мого на 5–50 сут госпитализации рост микроор-

ганизмов был получен в 95,1% случаев в этиоло-

гически значимом количестве. Доля ассоциаций 

микроорганизмов в биоптате, раневом отделяе-

мом составила 48,4%. При исследовании биопта-

та, раневого отделяемого у больных с синдромом 

диабетической стопы в составе микрофлоры 

преобладали грамположительные микроорга-

низмы, выделенные в 50% случаев и представ-

ленные преимущественно Staphylococcus spp. 

(31,3%), а также Enterococcus spp. (16,2%) (рис. 2). 

На долю грамотрицательных микроорганизмов 

приходилось 48%, в том числе неферментирую-

щих грамотрицательных бактерий (НГОБ) при-

ходилось 15,7% случаев, при этом среди них до-

минировали P. aeruginosa. Среди представителей 

семейства Enterobacteriaceae (32,3%) доминирова-

ли Proteus spp. Дрожжеподобные грибы р. Candida 

выделены в 2% случаев. Наиболее частыми ассо-

циантами являлись MSSA и P. aeruginosa; MSSA 

и A. baumannii, E. faecalis; P. aeruginosa и Proteus mi-

rabilis; K. pneumoniae; E. faecalis и K. pneumoniae.

При изучении антибиотикорезистентности 

штаммов представителей сем. Enterobacteriaceae, 

выделенных от больных с синдромом диабети-

ческой стопы в первые сутки госпитализации, 

резистентность их к цефтазидиму была установ-

лена в 36,4% случаев; к цефоперазону/сульбакта-

му и ампициллину/сульбактаму в 3 и 11,1% слу-

чаев соответственно; к ципрофлоксацину были 

устойчивы 56,6% штаммов; к амикацину — 24,2%; 

к карбапенемам — 4% (рис. 3). На 5–50 сутки го-

спитализации уровень резистентности штаммов 

представителей сем. Enterobacteriaceae к амика-

цину, цефтазидиму, цефоперазону/сульбактаму, 

ципрофлоксацину и карбапенемам изменился 

не значимо. Отмечалось увеличение резистент-

ности к ампициллину/сульбактаму до 52,1%. 

Доля БЛРС-продуцентов среди энтеробактерий, 

выделенных в первые сутки госпитализации, со-

ставила 36,4%; на 5–50 сутки госпитализации — 

35,7%.

При изучении антибиотикорезистентности 

неферментирующих грамотрицательных бакте-

рий, выделенных от больных с синдромом диа-

бетической стопы в первые сутки госпитализа-

Рисунок 1. Микрофлора гнойного отделяемого, 

биоптата от пациентов с гнойно-некротическими 

формами синдрома диабетической стопы 

в первые сутки госпитализации (%)

Figure 1. Analyzing microflora profile in purulent 
discharge and biopsy samples from patients with 
purulent-necrotic forms of diabetic foot syndrome 
at day 1 during hospitalization (%)
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ции, установили их резистентность к амикацину 

в 49,1% случаев, к ципрофлоксацину в 47,4% слу-

чаев, к карбапенемам в 41,3% случаев. На 5–30 сут-

ки госпитализации уровень резистентности 

штаммов неферментирующих грамотрицатель-

ных бактерий к карбопенемам изменился не зна-

чимо. Увеличился процент штаммов, резистент-

ных к амикацину, до 66,7%, к ципрофлоксаци-

ну — до 70,8% (рис. 3). Доля МБЛ-продуцентов 

среди неферментирующих грамотрицательных 

бактерий, выделенных в первые сутки госпита-

лизации, составила 30,3%; на 5–50 сутки госпита-

лизации — 32,4%.

В первые сутки госпитализации 26,7% штам-

мов энтерококков были устойчивы к ампицил-

лину. На 5–50 сутки госпитализации их доля 

возросла до 28,4%.

В первые сутки госпитализации доля MRSA 

составила 36,4%; на 5–50 сутки госпитализа-

ции — 38,8%. Среди коагулазоотрицательных 

стафилококков доля метициллинрезистентных 

штаммов составила 26,7%.

Проведено генотипирование 15 штаммов 

MRSA. Все выделенные штаммы MRSA были 

PVL-негативными, 40% изученных штаммов 

MRSA были отнесены к генотипу ST8/spa1(t008)/

agr1/SCCmecIV.3.1.1/CoaIII, характеризовались 

наличием лейкоцидина lukED, гемолизинов, 

энтеротоксина SEA (sea), адгезинов (за исключе-

нием cna, bbp) (табл. 1). Характеризовались ан-

тибиотикорезистентностью к фторхинолонам, 

хлорамфениколу (гены резистентности локали-

зованы в плазмиде 2,9 т.п.н.), в 50% случаев ре-

зистентны к аминогликозидам (гены резистент-

ности локализованы в плазмидах 25 и 27 т.п.н.) 

и к макролидам (гены резистентности локализо-

ваны в плазмидах 2,4 и 2,5 т.п.н.); и чувствитель-

ностью ко всем остальным изученным препара-

там. 3 штамма MRSA варианта ST8/spa1(t008)/

agr1/SCCmecIV.3.1.1/CoaIII были выделены 

от пациентов в момент поступления в стацио-

нар и возможно относились к внебольничным, 

так как штаммы были выделены в срок до 48 ч 

госпитализации и у пациентов не было выяв-

лено риска колонизации госпитальными штам-

мами. Все выделенные изоляты, относящиеся 

к данному генотипу были получены от пациен-

тов, госпитализированных в разные стационары 

одного города.

Из выделенных штаммов MRSA 46,7% при-

надлежали к ST239/spa3(t037)/agr1/SCCmecIII.1.1.2

(IIIA)/coaIV, характеризовались наличием 

лейкоцидина lukED, гемолизинов, токсина 

синдрома токсического шока TSST-1 (tst), эн-

теротоксинов SEK (sek), SEQ (seq), адгезинов 

(за исключением bbp). Характеризовались анти-

биотикорезистентностью к аминогликозидам, 

макролидам, линкозамидам, фторхинолонам, 

хлорамфениколу (гены резистентности лока-

лизованы в плазмиде 2,9 т.п.н.), рифампицину 

(МПК > 128 мкг/мл), сульфаметоксазол/триме-

топриму и чувствительностью ко всем осталь-

ным изученным препаратам. По результатам 

PFGE анализа данные штаммы относились 

к одному клону, но при этом отличались меж-

ду собой на один банд, то есть не были полно-

стью идентичными. При этом, все выделенные 

штаммы данного генотипа, вероятно, относи-

лись к госпитальным, так как были выделены 

от пациентов позднее 48 ч пребывания в стацио-

наре (пациенты при этом находились в разных 

стацио нарах г. Красноярска).

Два выделенных штамма MRSA (13,3%) от-

носились к ST12/spanew(t156)/agr1/SCCmecUT/

coaIorVII, характеризовались наличием лейко-

цидина lukED, гемолизинов, энтеротоксин SEC 

(sec), SEP (sep), адгезинов (за исключением cna, 

bbp), а также чувствительностью к аминоглико-

зидам, макролидам, тетрациклинам, фторхино-

лонам, рифампицину, сульфаметоксазол/триме-

топриму, гликопептидам, оксазолидинононам, 

мупироцину, фосфомицину, фузидиевой кис-

лоте; были устойчивы к хлормафениколу, гены 

резистентности к которому локализовались 

в плазмиде (4,5 т.п.н.). Оба штамма были выде-

лены от разных пациентов, госпитализирован-

ных в один стационар. Один из штаммов MRSA 

генотип ST12/spanew(t156)/agr1/SCCmecUT/coa

IorVII был выделен от пациента К., мужчи-

Рисунок 2. Микрофлора гнойного отделяемого, 

биоптата от пациентов с гнойно-некротическими 

формами синдрома диабетической стопы 

на 5–50 сутки госпитализации (%)

Figure 2. Analyzing microflora profile in purulent 
discharge and biopsy samples from patients with 
purulent-necrotic forms of diabetic foot syndrome 
at day 5–50 during hospitalization (%)
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ны 84 лет, проживавшего в г. Красноярске, 

01.10.2010 г. экстренно поступившего в стаци-

онар КГБУЗ Красноярская межрайонная кли-

ническая больница № 7 с основным диагно-

зом «Сахарный диабет 2 типа, стадия деком-

пенсации. Диабетический гломеруросклероз. 

Состояние после ампутации правой нижней ко-

нечности на уровне верхней трети бедра и левой 

нижней конечности на уровне верхней трети го-

лени. Гнойно-некротическое воспаление культи 

левой голени. Сопутствующий: ИБС: дилатация 

полости левого желудочка сердца, мелкоочаго-

вый кардиосклероз, стенозирующий корона-

росклероз около 50%». Операции от 06.10.2010 г. 

и 13.10.2010 г.: вторичная хирургическая обра-

ботка раны, некрэктомия. На фоне назначенной 

стандартной терапии продолжалось гнойно-гра-

нулирующее воспаление в мягких тканях куль-

ти левой голени. Начался внутриальвеолярный 

отек легких; образовался двусторонний гидро-

торакс; отмечались мелкоточечные кровоизлия-

ния в слизистые и серозные оболочки, дистро-

фические изменения паренхиматозных органов. 

Сохраняющаяся интоксикация вследствие про-

должающегося воспаления в культе усугубляла 

сердечную недостаточность. Развившаяся острая 

сердечная недостаточность привела к смерти 

больного 15.10.2010 г. Штамм MRSA ОС50 был 

выделен из биоптата, забранного во время опе-

рации от 06.10.2010 г. и из аутоптата при патоло-

гоанатомическом вскрытии.

Обсуждение

Микрофлора гангренозных поражений у па-

циентов гнойно-некротическими формами 

синдрома диабетической стопы представлена 

как грамположительными, так и грамотрица-

тельными микроорганизмами. При этом нами 

не установлено существенных различий (p > 0,05) 

в спектре микроорганизмов выделенных в пер-

вые сутки госпитализации и на 5–50 сутки. Доля 

S. aureus среди всех возбудителей гнойно-некро-

тических осложнений синдрома диабетической 

стопы в первые сутки госпитализации состави-

ла 18,4%, на 5–50 сутки — 23,7%. По результатам 

микробиологических исследований биоптатов 

пациентов с синдромом диабетической стопы 

за рубежом доля S. aureus составляет 15–50% [26], 

таким образом, наши результаты соответствуют 

общемировым. В плане распространенности по-

лирезистентных микроогранизмов среди данной 

категории пациентов, в частности доли MRSA, 

БЛРС-продуцирующих энтеробактерий, МБЛ-

положительных p. Pseudomonas, p. Acinetobacter, 
выделенных в первые сутки госпитализации 

и на 5–50 сутки, также существенных различий 

не выявлено (p > 0,05). Пациенты с синдромом 

диабетической стопы являются особой категори-

ей больных, поражение тканей у которых приоб-

ретает затяжной характер и требует неоднократ-

ных госпитализаций. Нарушения микроцирку-

ляции в тяжелых случаях, таких как синдром 

Рисунок 3. Результаты определения резистентности к антибактериальным препаратам (%)

Figure 3. Evaluation of antibacterial drug resistance (%)
Примечание. А — представителей сем. Enterobacteriaceae; Б — неферментирующих грамотрицательных бактерий 
(Acinetobacter spp. — изучали чувствительность к перечисленным антибиотикам, за исключением пиперациллин/
тазобактама).
Note. A — Enterobacteriaceae spp., B — non-fermenting Gram-negative bacteria (Acinetobacter spp. — antibacterial drug 
sensitivity was examined except piperacillin/tazobactam).
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Таблица 1. Молекулярно-генетическая характеристика штаммов MRSA, изолированных от больных 

с гнойно-некротическими формами синдрома диабетической стопы

Table 1. Molecular-genetic characteristics of strains of MRSA isolated from patients with purulent-necrotic forms 
of the diabetic foot syndrome

Определяемые характеристики

Features examined

Результаты типирования штаммов MRSA

Typing of MRSA strains

n = 7 n = 2 n = 6

CC 8 12 8
ST 239 12 8

Spa 3 (t037) (t156) 1 (t008)
SCCmec III.1,1.2 (IIIA) нт/ut IV.3,1.1 (IVc)

agr 1 1 1
Coa IV I. VII III

Токсины

Toxins
Лейкоцидины/Leukocidins

lukPVSF – – –
lukE-lukD + + +

lukM – – –
Гемолизины/Hemolysins

hla, hlg, hlg-v + + +
hlb (split) (+) (+) (+)

Пептидные цитолизины/Peptide cytolysins
psmα, hld + + +

Энтеротоксины/Enterotoxins
sea – – +
tst + – –

sec, sep, seb, sed, see, she, set, sel – – –
SapI5 (sek, seq) + + –

sej, seu, egc* – – –
Эксфолиатины/Exfoliatins

eta, etb, etd – –
Адгезины

Adhesins
c12ag’ + + +

cna + + –
bbp – – –

Другие/Other
ACME (arcA) – – –

ssl + + +
edin – – –

Антибиотикорезистентность

Antibiotic resistance
Имипенем (МПК, мкг/мл)

Imipenem (MIC, μg/ml)
32–64 0,5 0,25

Оксациллин (МПК, мкг/мл)

Oxacillin (MIC, μg/ml)
> 128 64 32

Ампициллин (МПК, мкг/мл)

Ampicillin (MIC, μg/ml)
32–64 8 4

Аминогликозиды

Aminoglycosides
100% 0% 50%

Тетрациклины

Tetracyclines
100% 0% 0%

Макролиды

Macrolides
100% 0% 50%

Линкозамиды

Lincosamides
100% 0% 0%

Фторхинолоны

Fluoroquinolones
100% 0% 100%
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диабетической стопы, может сопровождаться 

развитием тяжелых трофических нарушений 

[5]. При развитии гнойного процесса, сопрово-

ждающегося некрозом тканей, помимо консер-

вативной терапии, требуется хирургическая об-

работка ран, предполагающая радикальное уда-

ление всех некротизированных тканей. Однако 

излишнее иссечение здоровых тканей с целью 

полного удаления некроза приводит к допол-

нительной травматизации и является причиной 

дальнейшего развития инфекционно-гнойного 

процесса, а недостаточное удаление некротичес-

ких тканей и фибрина, сложности проведения 

некрэктомии при глубоких поражениях, а также 

развитие гангрены определяют необходимость 

ампутации конечности [3]. При этом пациентов 

данной категории госпитализируют в разные 

стационары города. Так, нами были обнаруже-

ны больные, у которых выделялись штаммы по-

лирезистентных микроорганизмов (в частности 

MRSA), и которые в течение изученного периода 

в разные сроки находились на лечении в различ-

ных стационарах г. Красноярска.

Например, больная Л., 59 лет, пенсионер-

ка. 11.08.2010 г. была доставлена по экстренным 

показаниям в стационар КГБУЗ КМКБСМП 

им. Н.С. Карповича с диагнозом: «Рожистое 

воспаление правой голени и стопы, буллез-

но-геморрагическая форма. Соп.: Варикозное 

расширение вен нижних конечностей. ПТФС. 

Хроническая венозная недостаточность III ст. 

Сахарный диабет II типа, вторичная инсулино-

потребная форма, субкомпенсация». Из анам-

неза: отмечала ухудшение самочувствия в те-

чении недели — температура тела поднималась 

до 38°С, появились локальная гиперемия кож-

ных покровов, отек, буллы. С перечисленными 

жалобами была госпитализирована и получала 

консервативную терапию, в том числе азитро-

мицин, положительной динамики не наблюда-

лось. 21.09.2010 г. из патологического материала 

в этиологически значимом количестве были вы-

делены P. aeruginosa (резистентная к амикацину 

и ципрофлоксацину) и MRSA. 22.09.2010 на фоне 

появления участков некроза на передней по-

верхности правой голени была выполнена некр-

эктомия. После оперативного вмешательства 

неоднократно корректировалась антибиоти-

котерапия: назначался имипенем/циластатин; 

затем ципрофлоксацин и метронидазол; затем 

рифампицин и ципрофлоксацин. На фоне тера-

пии наблюдалась положительная динамика: вы-

раженная краевая эпителизация ран, раны очи-

стились, отделяемое стало серозным. Пациентка 

была выписана 04.10.2010 (54 койко-дня).

21.10.2010 г. та же больная Л. вновь экстренно 

госпитализируется уже в КГБУЗ Красноярская 

межрайонная клиническая больница № 7 с ди-

агнозом: «Сахарный диабет II типа тяжелое 

течение, стадия субкомпенсации, гнойно-не-

кротические трофические язвы правой голени. 

Рожистое воспаление правой голени, буллезная 

форма. Варикозная болезнь вен нижних конеч-

ностей. ХВН II ст.». 21.10.2010 г. и 27.10.2010 г. 

проводилась хирургическая обработка ран, 

некр эктомия. 21.10.2010 г. при посеве биоптата 

из раны в этиологически значимом количестве 

выделены MRSA. Проведена антибиотикотера-

Определяемые характеристики

Features examined

Результаты типирования штаммов MRSA

Typing of MRSA strains

n = 7 n = 2 n = 6

Рифампицин (МПК, мкг/мл)

Rifampicin (MIC, μg/ml)
100%
> 128

0%
0,008

0%
0,008

Хлорамфеникол

Chloramphenicol
100% 100% 100%

Сульфаметоксазол/Триметоприм

Sulfamethoxazole/Trimethoprim
100% 0% 0%

Гликопептиды
Ванкомицин (МПК, мкг/мл)

Glycopeptides
Vancomycin (MIC, μg/ml)

0%
0,5

0%
0,5

0%
0,5

Оксазолидиноны

Oxazolidinones
0% 0% 0%

Мупироцин

Mupirocin
0% 0% 0%

Плазмиды (т.п.н.)

Plasmids (kb)

2,9 (7/7) 4,5 (2/2) 2,9 (6/6)
– – 2,4 (1/6)
– – 2,5 (2/6)
– – 25 (2/6)
– – 27 (1/6)

Примечания. *egc — кластер генов seg, sei, sem, sen, seo, кодирующих синтез энтеротоксинов. c12ag’ — кластер генов icaA. icaD. eno, fnbA, 
fnbB, ebpS, clfA, clfB, fib, sdrC, sdrD, sdrE, кодирующих синтез адгезинов; нт — не типируемый.
Notes. *egc — cluster of seg, sei, sem, sen, seo genes encoding enterotoxin synthesis. c12ag’ — cluster of icaA, icaD, eno, fnbA, fnbB, ebpS, clfA, clfB, 
fib, sdrC, sdrD, sdrE encoding adhesin synthesis; ut — untyped.
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пия, противоспалительная, сахароснижающая, 

обезболивающая терапия. На фоне лечения со-

стояние улучшилось, язвы на голени зарубцева-

лись, в области голеностопного сустава умень-

шились в размерах, умеренно гранулировали. 

11.11.2010 г. больная Л. была выписана (20 койко-

дней) в удовлетворительном состоянии на амбу-

латорное долечивание.

Выделенные от данной пациентки штам-

мы MRSA ОС66 и ОС159 были отнесены к од-

ному и тому же генотипу ST239/spa3(t037)/

SCCmecIII.1.1.2(IIIA)/coaIV/agr1 и характери-

зовались: наличием лейкоцидина lukED, гемо-

лизинов, токсина синдрома токсического шока 

TSST-1 (tst), энтеротоксинов SEK (sek), SEQ 

(seq), адгезинов (за исключением bbp) (табл. 1). 

Штаммы были устойчивы практически ко всем 

группам антимикробных препаратов — бета-

лактамам (МПК оксациллин — 128 мкг/мл, ими-

пенем — 16 мкг/мл), аминогликозидам, макро-

лидам, линкозамидам, фторхинолонам, рифам-

пицину (МПК > 128 мкг/мл), хлорамфениколу, 

сульфаметоксазол/триметоприму, и сохраняли 

чувствительность к ванкомицину, линезолиду, 

тейкопланину, мупироцину, фосфомицину, фу-

зидовой кислоте. Данные PFGE показали иден-

тичность штаммов MRSA, изолированных 

от одной пациентки, во время обеих госпитали-

заций в разных стационарах.

Таким образом, установлено, что среди па-

циентов с гнойно-некротическими формами 

синдрома диабетической стопы, госпитали-

зированных в стационары г. Красноярска рас-

пространены в основном генетические вариан-

ты MRSA, соответствующие клонам, выявлен-

ным ранее от пациентов с другими нозология-

ми на данной территории [19]. Установлено, что 

доминирующим клоном MRSA среди пациен-

тов с гнойно-некротическими формами син-

дрома диабетической стопы, госпитализиро-

ванных в правобережный и левобережный ста-

ционары крупного промышленного мегаполи-

са Западной Сибири являлся ST239/spa3(t037)/

agr1/SCCmecIII.1.1.2(IIIA)/coaIV/tst+; характе-

ризуюшийся высоким уровнем вирулентности 

и мультирезистентностью. Вторыми по зна-

чимости генетическими вариантами MRSA 

являлись ST8/spa1(t008)/agr1/SCCmecIV.3.1.1/

CoaIII и ST12/spanew(t156)/agr1/SCCmecUT/

coaVII; которые характеризовались устойчи-

востью к 1–2 группам антимикробных препа-

ратов, помимо β-лактамов. Установлено, что 

среди от пациентов с гнойно-некротическими 

формами синдрома диабетической стопы, гос-

питализированных как в правобережный так 

и левобережный стационары г. Красноярска 

выделяются изоляты MRSA, преимуществен-

но относящиеся к одним и тем же генетическим 

вариантам. Длительная госпитализация паци-

ентов с данной патологией, а также их после-

дующая неоднократная госпитализация в дру-

гие стационары г. Красноярска, способствует 

переносу госпитальных штаммов из одного 

стационара в другой. Данная ситуация опреде-

ляет острую необходимость продолжения про-

ведения мониторинга генетических вариантов 

MRSA и разработки системы противоэпиде-

мических мероприятий по предотвращению 

распространения мультирезистентных вари-

антов MRSA среди больных с гнойно-некро-

тическими формами синдрома диабетичес кой 

стопы в стационаре.
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ПРОТОЧНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ ПРИ АНАЛИЗЕ 

ВИРУСНЕЙТРАЛИЗУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ 

АНТИРАБИЧЕСКИХ СЫВОРОТОК 

И ИММУНОГЛОБУЛИНА

С.В. Генералов, А.Л. Кравцов, В.А. Кожевников, Ю.К. Гаврилова, Е.Г. Абрамова, 

А.К. Никифоров

ФКУЗ Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, г. Саратов, 

Россия

Резюме. В настоящем исследовании рассматривается разработка метода определения уровня антирабических 

антител в иммунных сыворотках и препарате иммуноглобулина с использованием проточной цитометрии. 

Метод основан на измерении уровня флуоресценции в клетках Vero, инкубированных в питательной среде 

с добавлением смеси разведений антирабических сывороток или препарата иммуноглобулина и аттенуиро-

ванного штамма вируса бешенства «Москва 3253», адаптированного к репродукции на перевиваемых клеточ-

ных линиях. Для определения уровня антител образцы антирабических сывороток и иммуноглобулина сле-

дует разводить в солевом растворе соответственно в 20 и 200 раз. При этом рекомендуемая доза вируса должна 

составлять 0,1 ИД50 на 1 клетку. Для фиксации и пермеабилизации клеточной мембраны применяли реагент 

Cytoperm/Cytofix (BD Pharmingen, США), содержащий формальдегид. Этот компонент способен инактиви-

ровать вирус бешенства, что позволяет считать предлагаемый метод соответствующим принципам биологи-

ческой безопасности. Для окрашивания предлагается использовать конъюгат антирабического иммуноглобу-

лина с ФИТЦ (ФГБУ ВНИИЗЖ, Россия). Данное обстоятельство не ограничивает примененние аналогичных 

препаратов, предназначенных для этой цели. Цитометрические исследования осуществляли на проточном 

цитометре, снаряженным аргоновым лазером мощностью 20 МВт, при длине волны эмиссии 488 нм со скоро-

стью 500 клеток в секунду. Инфицированными считали те клетки, значения интенсивности флуоресценции 

которых составили более 10 условных единиц. Использование проточной цитометрии позволяет определить 

точное количество инфицированных клеток в исследуемой суспензии, а также степень их инфицирования 

по интенсивности флуоресценции. Уровень содержания антител в исследуемых образцах учитывают по ка-

либровочному графику, построенному на основании данных исследования стандартного образца активности 

антирабического иммуноглобулина, имеющего активность 30 МЕ в 1 мл (NIBSC, Великобритания). Установ-

лена высокая степень корреляции результатов, полученных с помощью предлагаемого метода в сравнении 

с результатами, полученных и других методов определения активности антирабических препаратов — био-

логической реакции нейтрализации вируса на белых мышах (0,92) и модифицированного метода FAVN (0,98). 

При этом сравнение результатов анализа уровня антирабических антител, полученных с применением про-

точной цитометрии, и результатов, полученными в тестах in vivo, проведено впервые. Возможность быстрого 
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получения результата, а также точного определения степени инфицирования клеток по интенсивности флуо-

ресценции позволит использовать предлагаемый метод на этапах контроля в производстве разрабатываемых 

и выпускаемых иммунобиологических антирабических препаратов.

Ключевые слова: вирус бешенства, антирабический иммуноглобулин, антирабическая сыворотка, вируснейтрализующая 

активность, проточная цитометрия, контроль биопрепаратов.

FLOW CYTOMETRY FOR THE ANALYSIS OF VIRUSNEYTRALIZING ACTIVITY OF ANTIRABIES 

SERUM AND IMMUNOGLOBULIN DRUG

Generalov S.V., Kravtsov A.L., Kozhevnikov V.A., Gavrilova Yu.K., Abramova E.G., Nikiforov A.K.

Russian Anti-Plague Research Institute «Microbe» of the Federal Service for Supervision of Consumer Rights Protection and Human 

Welfare, Saratov, Russia

Abstract. Here, we discuss development of flow cytometry technique for determining level of rabies antibodies in immune 

sera and immunoglobulin preparations, which is based on measuring fluorescence level in Vero cell line added with a mix 

of serially diluted anti-rabies serum or immunoglobulin preparation together with Moscow 3253 attenuated rabies virus 

strain, adapted for reproduction in cell lines. For this, rabies sera and immunoglobulin preparation were diluted 1:20 and 

1:200 with PBS, respectively, whereas rabies virus was recommended for use at dose of 0.1 ID50/cell. Cell membrane fixa-

tion and permeabilization were performed by using a Cytoperm/Cytofix reagent (BD Pharmingen, USA) containing for-

maldehyde able to inactivate rabies virus, thus complying with biological safety regulations. Anti-rabies FITC-conjugated 

immunoglobulin (FGBI ARRIAH, Russia) was recommended for staining, that does not limit using similar reagents. 

Then, a flow cytometer equipped with a 20 mW argon laser (488 nm emission wavelength, throughput — 500 cells per 

second) was used for analysis. Vero cells displaying a fluorescence intensity exceeding 10 arbitrary units were considered 

infected. Flow cytometry allows to precisely measure amount of experimental infected cells as well as degree of infection 

by evaluating cell fluorescence intensity. Amount of antibodies in the samples examined by us was calculated by building 

a calibration curve based on depicting data for a standard rabies immunoglobulin with activity of 30 IU/ml (NIBSC, Pot-

ters Bar, United Kingdom). A high correlation between the data obtained by us and results from other detection methods 

used to assess activity of anti-rabies preparations such as biological neutralization of rabies virus in white mice (0.92) and 

modified FAVN test (0.98) was demonstrated. The comparison of the results of the analysis of the level of rabies antibo-

dies obtained using flow cytometry, and the results obtained in tests in vivo, was carried out for the first time. Moreover, 

it is worth noting that for the first time the level of anti-rabies antibodies assessed by flow cytometry and in vivo tests was 

compared. An opportunity to perform rapid and easy-to-do analysis on assessing amount of infected cells by measuring 

fluorescence intensity in flow cytometry assay would allow to apply this approach for quality control while developing and 

manufacturing immunobiological anti-rabies preparations.

Key words: rabies virus, rabies immunoglobulin, rabies serum, neutralizing activity, flow cytometry, control of biologics.

Введение

Антирабический иммуноглобулин из сыво-

ротки крови лошади, используемый для пост-

экспозиционной профилактики бешенства, 

в Российской Федерации является одним из са-

мых востребованных из спектра иммунобиоло-

гических лекарственных препаратов для профи-

лактики бактериальных и вирусных инфекций. 

Подобная востребованность вызвана напряжен-

ной эпизоотической обстановкой, сохраняю-

щейся в последние десятилетия, и высоким ко-

личеством обращающихся за антирабической 

помощью, которое составляет от 200 до 400 тыс. 

человек в год [6].

Способность к формированию пассивного 

иммунитета с момента укуса до начала выработки 

активного иммунитета (7–8 сут) напрямую связа-

на с одной из важнейших характеристик препара-

та — специфической (вируснейтрализующей) ак-

тивностью антирабического иммуноглобулина, 

которая, согласно требованиям Всемирной орга-

низации здравоохранения (ВОЗ), должна состав-

лять не менее 150 МЕ в 1 мл [14].

В настоящее время при производстве анти-

рабического иммуноглобулина определение 

специ фической активности осуществляют в ре-

акции нейтрализации на белых мышах [12]. Этот 

метод является высокочувствительным и реко-

мендован ВОЗ [14]. С другой стороны, данный 

метод отличается трудоемкостью и длительно-

стью, поскольку подразумевает интрацеребраль-

ное введение смеси вируссодержащей жидкости 

и антирабического препарата большому коли-

честву белых мышей и учет результата в течение 

14–21 сут [12].

Альтернативным решением, устраняющим 

указанные недостатки, является проведение ана-

лиза на клеточных культурах с использованием 

метода иммунофлуоресценции [1, 9]. Основой 

метода является учет инфицированных вирусом 

бешенства клеток после окрашивания специфи-

ческими флуоресцирующими антителами с по-

мощью люминесцентной микроскопии.
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Логичным развитием методических подходов 

определения специфической активности про-

тивовирусных препаратов с помощью люминес-

центной микроскопии является использование 

проточной цитометрии, позволяющей дать более 

точную оценку количества инфицированных ви-

русом клеток. В зарубежной литературе описано 

обнаружение вируса бешенства и определение 

уровня антирабических антител в крови вакци-

нированных животных методом проточной ци-

тометрии [10, 13] с применением клеток мышиной 

нейробластомы (MNA) и почек сирийского хомя-

ка (BHK-21). Сведения о применении проточной 

цитометрии для обнаружения вируса бешенства, 

представленные в отечественной литературе, 

ограничены только собственными исследова-

ниями [4]. Данные об использовании проточной 

цитометрии при определении специ фической 

активности антирабических профилактических 

препаратов на сегодняшний день отсутствуют.

Целью настоящей работы явилась разработ-

ка метода, основанного на использовании про-

точной цитометрии, для определения уровня 

специфических антител в антирабических сы-

воротках лошадей и препарате гетерологичного 

антирабического иммуноглобулина, полученно-

го из указанных сывороток.

Материалы и методы

Вирусы. Штаммы фиксированного вируса бе-

шенства «Москва 3253» (номер депозита 61/91, 

пассаж 3) и CVS (номер депозита 80/06, пас-

саж 3) получены из коллекции ФГБУ НЦЭСМП 

(Москва, Россия). Штамм «Москва «3253» был 

адаптирован к репродукции в клетках Vero с ис-

пользованием питательных сред Игла МЕМ 

и 199 (ООО «Биолот», Россия) с добавлением 5 % 

сыворотки КРС (ООО «Биолот», Россия).

Клетки. Клеточная перевиваемая линия Vero 

(клетки почки африканской зеленой мартышки) 

получена из коллекции ООО «Биолот» (Россия). 

Выращивание клеточной культуры осуществля-

ли на среде Игла МЕМ (ООО «Биолот», Россия) 

с добавлением 10% сыворотки КРС (ООО 

«Биолот», Россия).

Антирабические сыворотки и иммуноглобулины. 

В работе использовали антирабические сыворот-

ки, полученные из крови гипериммунизирован-

ных лошадей и используемые в качестве исходно-

го сырья для производства препарата антираби-

ческого иммуноглобулина. Также осуществляли 

исследование специ фической активности образ-

цов готового препарата «Иммуноглобулин анти-

рабический из сыворотки крови лошади жид-

кий, раствор для инъекций» (ФКУЗ РосНИПЧИ 

«Микроб» Рос потребнадзора).

Реакцию нейтрализации вируса бешенства 

на белых мышах осуществляли согласно реко-

мендациям ВОЗ [12] с использованием штамма 

вируса бешенства CVS. Расчет результатов про-

водили с помощью метода Рида и Менча [12] 

с использованием программы для ЭВМ, разра-

ботанной для этой цели [3].

Определение вируснейтрализующей активно-

сти антирабических сывороток и иммуноглобу-

лина на культуре клеток с применением люми-

несцентного микроскопа («Микромед», Россия) 

и инфицирующей дозы вируса для клеточных 

культур (ИД50) осуществляли в соответствии 

с предыдущими исследованиями [2].

При определении вируснейтрализующей актив-

ности антирабических сывороток и иммуноглобу-

лина на культуре клеток с применением проточной 

цитометрии принимали во внимание рекомен-

дации, разработанные Bordigon и Vengatesan [11, 

13], а также результаты предыдущих собствен-

ных исследований [4].

Разведения вируса, а также исследуемых об-

разцов сывороток и иммуноглобулина готови-

ли на питательной среде Игла МЕМ или 199. 

К 0,5 мл исследуемого образца сыворотки или 

иммуноглобулина добавляли равный объем ра-

бочего разведения вируса бешенства штамма 

«Москва 3253». Смесь инкубировали в течение 

1 ч при 37°С. Затем смесь переносили в 6-луноч-

ные планшеты (Costar, США) для культивирова-

ния клеток и добавляли 0,5 мл суспензии клеток 

Vero в концентрации (3±1) × 105 кл/мл. Культуру 

клеток инкубировали в течение 72 ч, а затем 

осуществляли цитометрическое исследование. 

Аналогично готовили положительный и отрица-

тельный контрольные образцы. Положительным 

контрольным образцом являлась клеточная су-

спензия, инфицированная вирусом бешенства 

без добавления антирабических сывороток или 

иммуноглобулина. Отрицательным контроль-

ным образцом являлись интактные клетки.

Для проведения анализа клеточной суспен-

зии на проточном цитометре СyAn ADP Dako-

Cytomation (Дания) клетки открепляли от по-

верхности планшета с помощью раствора трип-

сина и версена [8] и суспендировали в растворе 

DPBS (ООО «Биолот», Россия). Затем с помо-

щью набора Суtofix/Cytoperm (BD Biosciences, 

США) осуществляли фиксацию и пермеаби-

лизацию клеток [13]. Иммунофлуоресцентное 

окрашивание антигена в клеточной цитоплазме 

осуществляли диагностическим антирабиче-

ским иммуноглобулином, конъюгированным 

с флуоресцеин-5-изотиоцианатом (ФИТЦ) 

(ВНИИЗЖ, г. Владимир). При работе исполь-

зовали рабочее разведение диагностического 

препарата, рекомендованное производителем 

для проведения анализов с применением лю-

минесцентной микроскопии. Образцы анали-

зировали со скоростью около 500 клеток в се-

кунду на проточном цитометре, снаряженным 

аргоновым лазером мощностью 20 МВт, при 

длине волны эмиссии 488 нм. Для ведения про-

токола анализа использовали программное обе-

спечения Summit 4.3 Built 2445. Настройки про-
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граммы устанавливали таким образом, чтобы 

на цитограммах по параметрам интенсивности 

прямого (FS) и бокового (SS) светорассеяния не-

поврежденные живые клетки Vero отличались 

от клеточного дебриса и погибших клеток, име-

ющими характерные изменения клеточного раз-

мера и внутриклеточной структуры [7]. Область 

интенсивности флуоресценции, соответствую-

щую инфицированным клеткам, идентифици-

ровали в окне Dot Plot SS/FITC FL [13] путем по-

вышения высоковольтного напряжения на фо-

тодетекторе до величины (300±40) В. Значения 

интенсивности флуоресценции в данной обла-

сти составили более 10 условных единиц. Долю 

инфицированных клеток определяли как про-

центное отношение числа клеток, зарегистри-

рованных в этой облас ти, к общему числу ис-

следованных клеточных элементов.

Расчет вируснейтрализующей активности ис-
следуемых образцов осуществляли по результа-

там цитометрического анализа разведений вто-

рого стандартного образца активности антира-

бического иммуноглобулина, имеющего актив-

ность 30 МЕ в 1 мл (NIBSC, Великобритания). 

Из указанного стандартного образца готовили 

двукратные разведения с активностью от 0,02 

до 3,0 МЕ в 1 мл. К полученным разведениям 

добавляли клетки и вирус, а затем проводили 

цитометрический анализ, как описано в преды-

дущих разделах настоящей статьи. Полученные 

результаты использовали для построения ка-

либровочного графика, определяющего зави-

симость индекса ингибирования инфекции 

от содержания вируснейтрализующих антител. 

Индекс ингибирования инфекции для каждо-

го образца рассчитывали при сравнении с про-

центным содержанием инфицированных клеток 

в положительном конт рольном образце:

где I — индекс ингибирования инфекции; Ni — 

количество инфицированных клеток в исследуе-

мом образце; Nk — количество инфицированных 

клеток в положительном контрольном образце.

Статистическую обработку полученных ре-

зультатов осуществляли по стандартным обще-

принятым методам [5].

Результаты

На первом этапе исследования подбирали 

оптимальную начальную инфицирующую дозу 

вируса бешенства. Вируссодержащую жидкость 

добавляли к суспензии клеток Vero в дозе 0,01; 

0,1 и 1 ИД50 на 1 клетку. Конечная концентрация 

клеток Vero в исследуемой суспензии составила 

от 0,8 до 1,2 × 105 клеток в 1 мл.

Согласно результатам, представленным на ри-

сунке 1, добавление вируса к клеткам в дозе 

0,1 ИД50 на 1 клетку через 72 ч приводило к по-

явлению (74,1±6,2)% инфицированных клеток 

в общей популяции. Увеличение дозы зараже-

ния до 1 ИД50 на 1 клетку не приводило к замет-

ному возрастанию доли инфицированных кле-

ток, а добавление вируса концентрации 0,01 ИД50 

на 1 клетку является недостаточным для исполь-

зования при определении уровня антирабичес-

ких антител. Таким образом, для последующих 

экспериментов, связанных с анализом содержа-

ние специфических антител, использовали дозу 

вируса 0,1 ИД50 на 1 клетку.

На следующем этапе исследования опреде-

ляли зависимость индекса ингибирования ин-

фекции от содержания вируснейтрализующих 

антител с использованием второго международ-

ного стандарта специфической активности чело-

веческого иммуноглобулина. Цитометрический 

анализ клеточной суспензии проводили через 

72 ч после добавления смеси вируса и антител 

к клеточной культуре. Примеры цитограмм по-

казаны на рисунке 2.

Результаты исследования ряда последова-

тельных разведений стандартного образца пред-

ставлены на рисунке 3. Полученную зависи-

мость индекса ингибирования инфекции при 

репродукции вируса в клеточной культуре Vero 

от исходного содержания антител в образце ис-

пользовали в качестве калибровочного графика 

при обработке результатов, полученных при ис-

следовании образцов сыворотки и иммуногло-

булинов с неизвестным содержанием антител. 

Для определения уровня антител с применени-

ем проточной цитометрии образцы антираби-

ческих сывороток и иммуноглобулина предва-

Рисунок 1. Зависимость доли инфицированных 

клеток Vero от начальной дозы инфицирования

Figure 1. Baseline infection dose/percentage infected 
Vero cells ratio
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рительно разводили в солевом растворе соответ-

ственно в 20 и 200 раз. Далее фактор разведения 

учитывали при расчетах конечного значения 

специфической активности исследуемого образ-

ца, которое выражали в МЕ/мл.

Результаты сравнительного исследования об-

разцов антирабических сывороток и иммуно-

глобулина представлены в таблице. Полученные 

значения специфической активности сопостав-

ляли с аналогичными показателями, получен-

Рисунок 2. Цитограммы клеточной культуры Vero

Figure 2. Vero cell cytograms
Примечание. Области, содержащие инфицированные клетки, обозначены на цитограмме маркерами R1, R2 и R3.
А) интактная клеточная культура без добавления антирабического иммуноглобулина и вируса бешенства (отрицательный 
контроль); Б) клеточная культура, инфицированная рабочим разведением вируса бешенства (положительный контроль); 
В) клеточная культура, инфицированная смесью, содержащей рабочее разведение вируса бешенства и антирабические 
антитела в концентрации 1,0 МЕ/мл; Г) клеточная культура, инфицированная смесью, содержащей рабочее разведение 
вируса бешенства и антирабические антитела в концентрации 2,0 МЕ/мл.
Note. Regions depicting infected Vero cells are denoted by R1, R2 and R3 markers.
A) intact cells added with no rabies immunoglobulin and rabies virus (negative control); B) cells infected with rabies virus at 
optimal dilution (positive control); C) cells infected with rabies virus at optimal dilution added with 1.0 IU/ml rabies antibodies; 
D) cells infected with rabies virus at optimal dilution added with 2.0 IU/ml rabies antibodies.

А (A)

Б (B)

В (C)

Г (D)
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ными с использованием реакции нейтрализа-

ции на белых мышах [12] и модифицированного 

метода иммунофлуоресценции [2].

Обсуждение
Определение вируснейтрализующих анти-

тел является одной из распространенных задач 

в исследованиях, cвязанных с диагностикой 

иммунитета у людей и животных, а также конт-

ролем качества антирабических препаратов. 

Результаты анализа содержания защитных ан-

тител позволяют в конечном итоге сделать вы-

воды об иммуногенности вакцин или о способ-

ности сывороточных препаратов обеспечивать 

пассивный иммунитет.

В настоящем исследовании предложен под-

ход для определения специфической активности 

антирабических сывороток и иммуноглобули-

на, предназначенного для постэкспозиционной 

профилактики бешенства. Исследование со-

Рисунок 3. Зависимость индекса 

ингибирования инфекции от содержания 

антирабических антител

Figure 3. A relationship between an infection inhibition 
index and rabies antibody level

Таблица. Сравнение специфической активности антирабических сывороток и антирабического 

иммуноглобулина при исследовании методами in vivo и in vitro

Table. Specific activity of antirabies serum vs. immunoglobulin preparation examined by using in vivo and in vitro 
methods

Образец

Sample

Специфическая активность образцов, МЕ/мл

Sample-specific activity, IU/ml

Проточная 
цитометрия

Flow cytometry

Люминесцентная 
микроскопия

Fluorescent 
microscopy

Реакция нейтрализации 
на белых мышах

Neutralization of rabies virus 
in white mice

Антирабическая сыворотка, образец 1

Antirabies serum, sample 1
8 18 16

Антирабическая сыворотка, образец 2

Antirabies serum, sample 2
10 12 19

Антирабическая сыворотка, образец 3

Antirabies serum, sample 3
12 20 20

Антирабическая сыворотка, образец 4

Antirabies serum, sample 4
24 16 12

Антирабический иммуноглобулин, образец 5

Antirabies serum, sample 5
420 323 223

Антирабический иммуноглобулин, образец 6

Antirabies immunoglobulin, sample 6
250 199 164

Антирабический иммуноглобулин, образец 7

Antirabies immunoglobulin, sample 7
380 343 242

Антирабический иммуноглобулин, образец 8

Antirabies immunoglobulin, sample 8
210 199 170

Антирабический иммуноглобулин, образец 9

Antirabies immunoglobulin, sample 9
260 222 170

Антирабический иммуноглобулин, образец 10

Antirabies immunoglobulin, sample 10
240 202 159

Антирабический иммуноглобулин, образец 11

Antirabies immunoglobulin, sample 11
320 269 212

Антирабический иммуноглобулин, образец 12

Antirabies immunoglobulin, sample 12
360 272 154

Примечание. Коэффициент корреляции при сравнении результатов, полученных методами с применением проточной цитометрии и реакции 
нейтрализации на белых мышах — 0,92; коэффициент корреляции при сравнении результатов, полученных методами с применением 
проточной цитометрии и люм-микроскопии — 0,98.
Note. A correlation coefficient calculated by comparing the data obtained by using flow cytometry vs. neutralization reaction in white mice or flow 
cytometry vs. fluorescent microscopy was 0.92 and 0.98, respectively.
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держания нейтрализующих антител основано 

на применении проточной цитометрии.

Положительные результаты применения ци-

тометрического анализа для определения ней-

трализующей способности сывороток к вирусу 

бешенства подробно описаны в зарубежной ли-

тературе [11, 13].

Особенностью предлагаемого метода являет-

ся использование культуры клеток Vero и фик-

сированного штамма вируса бешенства «Москва 

3253», адаптированного к репродукции в клет-

ках этой линии. Ранее указанные культура кле-

ток и штамм нашли успешное применение при 

разработке метода определения вируснейтрали-

зующей активности антирабических сывороток 

и иммуноглобулина с учетом результатов с помо-

щью люминесцентной микроскопии [2]. Более 

того, для обнаружения инфицированных клеток 

предложено использование конъюгата антира-

бического иммуноглобулина с ФИТЦ, произве-

денного в России (ВНИИЗЖ, г. Владимир). Этот 

диагностикум был успешно применен в преды-

дущих исследованиях по обнаружению клеток, 

инфицированных вирусом бешенства, с исполь-

зованием проточной цитометрии [4]. Тем не ме-

нее, данное обстоятельство не ограничивает ис-

пользование аналогичных препаратов, предна-

значенных для этой цели.

На этапе пермеабилизации клеточной мем-

браны, необходимом для дальнейшего обнаруже-

ние внутриклеточных антигенов вируса, исполь-

зовали реагент Cytoperm/Cytofix (BD Pharmingen, 

США), зарекомендованный зарубежными ис-

следователями [10, 13]. Формальдегид, входящий 

в состав этого реагента, полностью инактивирует 

вирус бешенства, что позволяет считать предла-

гаемый метод соответствующим принципам био-

логической безопасности.

Активность антирабических сывороток и им-

муноглобулина определяли с помощью калибро-

вочного графика, построенного на данных ис-

следования ряда разведений стандартного образ-

ца иммуноглобулина с известным содержанием 

антител, сравнивая индекс ингибиции инфек-

ции изучаемого образца со значениями данного 

показателя на графике.

Для анализа исследуемых образцов сывороток 

и иммуноглобулина использовали соответствен-

но 20- и 200-кратные разведения. В этом случае 

ожидаемое содержание вируснейтрализующих 

антител в разведении исследуемого образца на-

ходилось в диапазоне от 0,75 до 1,5 МЕ в 1 мл.

Изменение содержания антител в разведении 

приводило к усложнению интерпретации резуль-

татов. Например, при смешивании равных объе-

мов разведения иммуноглобулина, содержащего 

антитела более 2,5 МЕ в 1 мл и вируссодержащей 

жидкости с активностью 0,1 ИД50 в 1 мл наблюда-

ли практически полную нейтрализацию образца 

вируса бешенства, что проявлялось в умень-

шении количества инфицированных клеток 

до 1–2%. Значительное увеличение кратности 

разведения исследуемого образца сыворотки или 

иммуноглобулина, так же как и увеличение ак-

тивности вируссодержащей жидкости до значе-

ния более 1 ИД50 в 1 мл, приводило к увеличению 

количества инфицированных клеток до 60–70%, 

что сопоставимо с результатами анализа поло-

жительного конт рольного образца.

В отличие от аналогичных работ зарубежных 

исследователей [11, 13], в настоящем исследова-

нии впервые приведено сравнение результатов, 

полученных с помощью проточной цитометрии, 

с результатами, полученными при определении 

активности антирабических препаратов в реак-

ции нейтрализации на белых мышах. При срав-

нении результатов указанных тестов, установ-

лен высокий коэффициент корреляции, равный 

0,92, что позволяет рекомендовать предлагаемый 

метод для практического применения, особен-

но на этапе промежуточного контроля иммун-

ных сывороток, предполагающего исследование 

большого количества образцов. При сравнении 

предлагаемого метода и разработанного ранее 

модифицированного метода иммунофлуорес-

ценции [2], также установлен высокий коэффи-

циент корреляции, равный 0,98.

На наш взгляд, для анализа большого количе-

ства образцов использование проточной цитомет-

рии представляется наиболее перспективным 

благодаря возможности автоматического учета ре-

зультата с достаточно высокой точностью.
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ОСОБЕННОСТИ ФЕНОТИПА Т-ЛИМФОЦИТОВ 

В ДИНАМИКЕ ПОСЛЕОПЕРАЦИОННОГО 

ПЕРИОДА У БОЛЬНЫХ ПЕРИТОНИТОМ 

В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ИСХОДА ЗАБОЛЕВАНИЯ

А.А. Савченко1,2, А.Г. Борисов1,3, Д.В. Черданцев3, О.В. Первова3, И.В. Кудрявцев4, 

В.Д. Беленюк1
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2 ФГАОУ ВО Сибирский федеральный университет, г. Красноярск, Россия
3 ФГБОУ ВО Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава 

России, г. Красноярск, Россия
4 ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Целью исследования явилось изучение фенотипического состава Т-лимфоцитов крови в динами-

ке послеоперационного периода у больных распространенным гнойным перитонитом (РГП) в зависимости 

от исхода заболевания. Обследовано 36 пациентов с острыми хирургическими заболеваниями и травмами ор-

ганов брюшной полости, осложнившимися РГП, в возрасте 30–65 лет. Забор крови производили перед опера-

цией (дооперационный период), а также на 7, 14 и 21 сутки послеоперационного периода. В качестве контроля 

обследовано 40 относительно здоровых людей аналогичного возрастного диапазона. Исследование фенотипа 

Т-лимфоцитов крови проводили методом 5-цветной проточной цитометрии с использованием прямой имму-

нофлуоресценции цельной периферической крови. По средней интенсивности флуоресценции оценивались 

уровни экспрессии поверхностных рецепторов. Установлено, что в дооперационном периоде у больных РГП 

независимо от исхода заболевания на фоне снижение абсолютного количества общих лимфоцитов в кро-

ви повышается содержание Т-клеток. Т-лимфоциты больных РГП значительно интенсивнее по сравнению 

с клетками здоровых людей экспрессируют рецепторы CD28 и CD62L. В дооперационном периоде и в течение 

двух недель послеоперационного лечения при благоприятном исходе РГП выявляется повышенное количе-

ство CD62L+ Т-лимфоцитов по сравнению с показателями больных с неблагоприятным исходом заболевания. 

Другими особенностями фенотипического состава Т-лимфоцитов у больных с благоприятным исходом РГП 

является повышение Т-регуляторной активности, которое проявляется как в дооперационном периоде, так 

и в течение двух недель послеоперационного лечения. При благоприятном исходе РГП уже на 14 сутки ле-

чения наблюдается повышение количества активированных цитотоксических Т-лимфоцитов, которое при 

неблагоприятном исходе наблюдается только на 21 сутки лечения. Предполагается, что Т-клеточная супрес-

сия и активация цитотоксических Т-клеток являются факторами, определяющими снижение интенсивности 

воспалительных процессов при РГП и, тем самым, повышающими уровень благоприятного исхода заболе-

вания. При неблагоприятном исходе заболевания послеоперационная терапия слабее или с запаздыванием 
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влияет на динамику исследуемых показателей, чем при благоприятном исходе. При благоприятном исходе 

РГП повышение содержания CD3+CD57+-клеток наблюдается уже со второй недели лечения и более выраже-

но, тогда как при неблагоприятном исходе РГП увеличение уровня данных клеток наблюдается только на тре-

тьей недели лечения. Однако уровень экспрессии CD57 на Т-лимфоцитах на всем протяжении обследования 

более выражен при неблагоприятном исходе РГП.

Ключевые слова: перитонит, исход заболевания, Т-лимфоциты, Т-регуляторные клетки, цитотоксические Т-лимфоциты, 

дооперационный период, послеоперационное лечение.

PECULIARITIES OF THE PHENOTYPE OF T-LYMPHOCYTES IN THE DYNAMICS 

OF THE POSTOPERATING PERIOD IN PATIENTS WITH PERITONITE DEPENDING 

ON THE OUTCOME OF DISEASE

Savchenko A.A.a,b, Borisov A.G.a,c, Cherdancev D.V.c, Pervova O.V.c, Kudryavcev I.V.d

a Federal Research Center “Krasnoyarsk Science Center” of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Scientific 

Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation
b Siberian Federal University, Krasnoyarsk, Russian Federation
c Krasnoyarsk State Medical University named after Prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation
d Research Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to investigate the phenotype of blood T-lymphocytes in the dynamics of the postopera-

tive period in patients with widespread purulent peritonitis (WPP) depending on the outcome of the disease. A total of 36 

patients aged 30–65 with acute surgical diseases and abdominal injuries complicated by WPP years were examined. Blood 

sampling was performed before the operation (preoperative period), and also on the 7th, 14th and 21st day of the postoperative 

period. 40 relatively healthy people of the same age range were examined as a control. Study of the phenotype of blood T-

lymphocytes was carried out by the method of 5-color flow cytometry using direct immunofluorescence of whole periphe ral 

blood. Mean levels of fluorescence were used to evaluate the expression levels of surface receptors. It was established that 

in the preoperative period in patients with WPP regardless of the outcome of the disease against the background of a decrease 

in the absolute amount of total lymphocytes in the blood the content of T cells increases. The T-lymphocytes of patients with 

WPP are significantly more intense expressing the CD28 and CD62L receptors than the cells of healthy people. In the pre-

operative period and within two weeks of postoperative treatment with a favorable outcome of the WPP an increased amount 

of CD62L+T-lymphocytes is detected in comparison with the indices of patients with an unfavorable outcome of the disease. 

Other features of the phenotypic composition of T-lymphocytes in patients with a favorable outcome of WPP is an increase 

in T-regulatory activity which manifests itself both in the preoperative period and within two weeks of postoperative treat-

ment. With a favorable outcome of WPP an increase in the number of activated cytotoxic T-lymphocytes is observed on the 

14th day of treatment which with an unfavorable outcome is observed only on the 21st day of treatment. It is assumed that 

T-cell suppression and activation of cytotoxic T cells are the factors determining a decrease in the intensity of inflammatory 

processes in WPP and thereby increasing the level of the favorable outcome of the disease. In case of an unfavorable outcome 

of the disease, postoperative therapy has a weaker or delayed effect on the dynamics of the studied parameters than with 

a favorable outcome. With a favorable outcome of WPP an increase in the CD3+CD57+cell count is observed already from 

the second week of treatment and is more pronounced whereas in the case of an adverse outcome of WPP an increase in the 

level of these cells is observed only at the third week of treatment. However, the level of expression of CD57 on T-lymphocytes 

is more pronounced throughout the course of the examination with an unfavorable outcome of WPP.

Key words: peritonitis, outcome of the disease, T-lymphocytes, T-regulatory cells, cytotoxic T-lymphocytes, preoperative period, 

postoperative treatment.

Введение

Распространенный гнойный перитонит 

(РГП) остается одной из нерешенных проблем 

современной абдоминальной хирургии. В по-

давляющем большинстве случаев РГП является 

осложнением ряда острых хирургических за-

болеваний или травм живота (острый аппен-

дицит, перфоративная язва желудка и двенад-

цатиперстной кишки, острый гангренозный 

холецистит, панкреонекроз, перфорация полых 

органов, их повреждение при травме и др.) [4, 

19, 27]. До настоящего времени летальность при 

этом грозном осложнении воспалительных за-

болеваний и травм органов брюшной полости 

удерживается на уровне 20–30%, достигая наи-

более высоких цифр (50% и более) при развитии 

полиорганной недостаточности (ПОН) и септи-

ческого шока (СШ), профилактика и купиро-

вание которых являются ключевыми в лечении 

перитонита [13, 14].

Доказано, что само течение инфекционного 

процесса в брюшной полости, характер и осо-

бенности развития гнойных послеоперацион-
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ных осложнений определяются не только тя-

жестью основного заболевания, адекватностью 

выполненного оперативного вмешательства 

и полнотой проводимой интенсивной терапии, 

но и функциональным состоянием иммунной 

системы [1, 10, 30]. Установлено, что повышение 

функциональной активности В-лимфоцитов 

приводит к затруднению развития антигенза-

висимого перитонита у мышей в эксперименте 

[25]. В работе Confer B.D. et al. (2013) показано, 

что частота спонтанного развития бактериаль-

ных перитонитов у больных циррозом печени 

была выше при сниженном количестве и функ-

циональной активности CD4+-лимфоцитов [7]. 

С помощью кластерного анализа иммунологи-

ческих показателей обнаружено, что у больных 

РГП наиболее часто выделяются иммуноде-

фицитный (большинство показателей имму-

нограммы ниже нормы) и ареактивный (боль-

шинство показателей иммунограммы соответ-

ствуют норме) иммунотипы [1].

Системная иммунодепрессия нарастает па-

раллельно с манифестацией клинических при-

знаков РГП. У больных РГП уже в доопераци-

онном периоде в периферической крови повы-

шено содержание CD62L+-, HLA-DR+- и CD64+-

нейтрофилов [5]. Высокий уровень содержания 

CD62L+-клеток сохраняется в течение 24 суток 

послеоперационного периода, тогда как ко-

личество HLA-DR+- и CD64+-нейтрофилов 

на 24 сутки послеоперационного периода сни-

жается до уровня нормы. Обсуждается, что тя-

желая дисфункция иммунной системы явля-

ется не просто ранним и надежным признаком 

развивающейся ПОН, а во многом определяет 

ее возникновение и последующее прогресси-

рование [1, 2]. Однако состояние иммунной си-

стемы у больных РГП в динамике заболевания 

исследовано недостаточно, в том числе и в за-

висимости от исхода заболевания. Особенно 

актуально исследовать состояние Т-клеточного 

иммунитета, так как Т-лимфоциты вовлечены 

не только в эффекторные процессы при перито-

нитах, но и участвуют в регуляции воспаления, 

интенсивность которого во многом определяет 

эффективность лечения и исхода заболевания 

[6, 24].

Таким образом, целью исследования явилось 

изучение фенотипического состава Т-лимфо-

цитов крови в динамике послеоперационного 

периода у больных РГП в зависимости от исхода 

заболевания.

Материалы и методы

На базе Красноярского краевого гнойно-сеп-

тического центра КГБУЗ Краевая клиническая 

больница обследовано 36 пациентов с острыми 

хирургическими заболеваниями и травмами 

органов брюшной полости, осложнившими-

ся РГП, в возрасте 30–65 лет. Из исследования 

были исключены пациенты, у которых при-

чиной РГП являлись: острый деструктивный 

панкреатит (панкреонекроз), тотальный мезен-

териальный тромбоз, онкологические заболе-

вания, туберкулез. Объем оперативного вмеша-

тельства и количество санаций определялись 

лечащим врачом в зависимости от состояния 

больного. Забор крови производили перед опе-

рацией (дооперационный период), а также на 7, 

14 и 21 сутки послеоперационного периода. 

В качестве контроля обследовано 40 относи-

тельно здоровых людей аналогичного возраст-

ного диапазона.

Исследование фенотипа Т-лимфоцитов кро-

ви проводили методом проточной цитометрии 

с использованием прямой иммунофлуоресцен-

ции цельной периферической крови с монокло-

нальными антителами (Beckman Coulter, США), 

меченных FITC (fluorescein isothiocyanate), PE 

или RD1 (phycoerythrin), ECD (phycoerythrin-

Texas Red-X), PC5 (phycoerythrin-cyanin 5) и PC7 

(phycoerythrin-cyanin 7) в следующих пане-

лях: CD62L-FITC/CD127-PE/CD3-ECD/CD25-

PC5/CD4-PC7 и CD57-FITC/CD28-PE/CD3-

ECD/CD62L-PC5/CD45-PC7. Дополнительно 

по средней интенсивности флуоресценции 

(MFI — Mean Fluorescence Intensity) оценива-

лись уровни экспрессии поверхностных ре-

цепторов. Распределение антител по каналам 

флуоресценции проводили в соответствие 

с принципами формирования панелей для 

многоцветных цитофлуориметри ческих иссле-

дований [3]. Пробоподготовку осуществляли 

по стандартной методике [16]. Анализ окра-

шенных клеток проводили на проточном цито-

флуориметре Navios (Beckman Coulter, США) 

центра коллективного пользования КНЦ СО 

РАН. В каждой пробе анализировали не менее 

50 000 лимфоцитов.

Все исследования выполнены с информи-

рованного согласия испытуемых и в соответ-

ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 

ассоциации «Этические принципы проведения 

научных медицинских исследований с участи-

ем человека» с поправками 2013 г. и «Правилами 

клинической практики в Российской Федера-

ции», утвержденными Приказом Минздрава 

РФ от 19.06.2003 г. № 266.

Описание выборки производили с помощью 

подсчета медианы (Ме) и интерквартального 

размаха в виде 25 и 75 процентилей (Q1 и Q3). 

Достоверность различий между показателя-

ми независимых выборок оценивали по не-

параметрическому критерию Манна–Уитни 

(Mann–Whitney U-test). Достоверность разли-

чий в динамике лечения определяли по крите-

рию Вилкоксона (Wilcoxon matched pairs test). 
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Статистический анализ осуществляли в паке-

те прикладных программ Statistica 8.0 (StatSoft 

Inc., 2007).

Результаты

У больных с благоприятным исходом РГП 

в дооперационном периоде обнаружено сни-

жение абсолютного количества лимфоцитов 

в крови (табл. 1). На 7 и 14 сутки наблюдается 

повышение содержания лимфоцитов, кото-

рое к 21 суткам послеоперационного периода 

достигает контрольного диапазона. До опера-

ции и на всем протяжении послеоперацион-

ного периода у пациентов с благоприятным 

исходом заболевания сохраняется повышен-

ное относительное количество CD3+-клеток. 

При этом процентный уровень CD3+CD4+- 

и CD3+CD62L+-лимфоцитов у пациентов дан-

ной группы повышен уже в дооперационном 

периоде, а к 21 суткам послеоперационного 

периода снижается как относительно кон-

трольного диапазона, так и исходных значений. 

Относительное содержание CD3+CD8+-клеток 

в крови у больных с благоприятным исходом 

РГП относительно контрольного уровня и ис-

ходных значений повышается только на 21 сут-

ки послеоперацион ного периода. К концу пе-

риода обследования при благоприятном исходе 

заболевания, как относительно контрольного 

Таблица 1. Содержание CD3+-лимфоцитов в крови у больных с благоприятным исходом РГП 

в динамике лечения [Ме (Q1 — Q3)]

Table 1. The number of CD3+-lymphocytes in blood in patients with favorable outcome of WPP in treatment dynamics 
[Ме (Q1 — Q3)]

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 40

Больные РГП/WPP patients

Дооперационный 
период

Preoperative period
n = 21

7 сутки после 
операции

7 days after 
surgery
n = 21

14 сутки после 
операции

14 days after 
surgery
n = 21

21 сутки после 
операции

21 days after 
surgery
n = 21

Лимфоциты, 109/л

Lymphocyte, 109/l
2,05

(1,56–2,60)

1,06
(0,78–1,33)
p1 < 0,001

1,32
(0,83–2,53)
p1 = 0,007
p2 = 0,017

1,34
(0,90–2,08)
p1 = 0,007 

2,15
(1,35–3,89)

CD3+, %
68,0

(62,5–74,0)

76,1
(71,7–82,0)
p1 < 0,001

72,6
(67,2–81,5)
p1 = 0,009

80,0
(70,0–82,6)
p1 = 0,003

76,9
(69,9–89,9)
p1 = 0,042

CD3+CD4+, %
43,1

(35,0–48,0)

54,0
(45,7–60,5)
p1 < 0,001

45,1
(37,7–51,6)

46,7
(39,8–50,6)

31,5
(28,5–37,5)
p1 = 0,029
p2 = 0,008

CD3+CD8+, %
27,0

(21,2–32,0)
21,2

(14,8–28,4)
22,2

(19,7–31,5)
37,2

(23,0–40,3)

41,0
(32,6–42,0)
p1 = 0,045
p2 = 0,007

CD3+CD25+, %
4,9

(2,5–11,1)
7,4

(4,5–10,2)
5,5

(4,1–10,6)
6,3

(4,1–13,8)
4,9

(4,6–9,8)

CD3+CD28+, %
65,0

(56,1–71,4)
68,7

(62,4–75,9)
56,2

(48,4–72,0)
54,3

(49,3–69,1)

36,1
(32,1–38,2)
p1 = 0,045

p2,3,4 < 0,008

CD3+CD57+, %
8,5

(4,8–12,3)
8,5

(4,5–16,1)
11,3

(8,2–18,8)

20,1
(11,3–22,6)
p1 = 0,009
p2 = 0,048
p3 = 0,049

27,5
(20,8–29,2)
p1 = 0,002
p2 = 0,027
p3 = 0,026

CD3+CD62L+, %
42,2

(36,7–51,0)

51,2
(47,2–55,0)
p1 = 0,034

48,9
(34,2–54,6)

46,7
(41,0–52,5)

32,5
(27,2–36,0)
p1 = 0,008
p2 = 0,014

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных, находящихся в дооперационном периоде; p3 — статистически значимые различия с показателями больных на 7 сутки 
после операции.
Note. р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus patients with WPP before surgery; 
р3 — statistically significant differences versus 7 days after surgery patients.
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уровня, так и исходных значений в крови у об-

следованных пациентов понижается относи-

тельное количество CD3+CD28+-лимфоцитов. 

Процентное содержание CD3+CD57+-клеток 

у больных с благоприятным исходом РГП повы-

шается на 14 сутки обследования относительно 

контрольного уровня и значений, выявленных 

у данных лиц в дооперационном периоде и на 

7 сутки послеоперационного периода.

Абсолютное содержание CD3+CD4+-лимфо-

цитов у больных с благоприятным исходом 

РГП в дооперационном периоде в 1,3 раза ниже, 

чем у лиц контрольной группы (табл. 2), на-

чиная с 7 суток после операции, их количе-

ство повышается до контрольных значений. 

Процентное содержание CD3+CD4+CD62L+-

клеток у пациентов данной группы в доопера-

ционном периоде и на 7 сутки обследования 

повышено относительно контрольного диа-

пазона. На 14 сутки относительное количество 

данной фракции Т-лимфоцитов остается повы-

шенным относительно контрольных значений, 

но снижается по сравнению с исходным уров-

нем. На 21 сутки лечения у больных с благо-

приятным исходом РГП выявляется снижение 

количества CD3+CD4+CD62L+-лимфоцитов от-

носительно контрольного и исходного уровней. 

Относительный уровень CD3+CD4+CD127Low

CD25High- и CD3+CD4+CD127LowCD25HighCD62L+-

клеток у больных с благоприятным исходом 

РГП в дооперационном периоде соответствен-

но в 2,2 и 1,9 раз выше, чем у лиц контрольной 

группы. На 7 и 14 сутки лечения их количество 

остается повышенным, но на 21 сутки послеопе-

рационного периода снижается до уровня кон-

трольных значений. Абсолютное количество 

CD3+CD8+-лимфоцитов у больных с благопри-

ятным исходом РГП в дооперационном периоде 

понижено относительно контрольного уровня 

в 2,6 раза. На 7 сутки лечения их пониженное 

Таблица 2. Содержание CD4+- и CD8+-лимфоцитов в крови у больных с благоприятным исходом РГП 

в динамике лечения [Ме (Q1 — Q3)]

Table 2. The number of CD4+- и CD8+-lymphocytes in blood in patients with favorable outcome of WPP in treatment 
dynamics [Ме (Q1 — Q3)]

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 40

Больные РГП/WPP patients

Дооперационный 
период

Preoperative period
n = 21

7 сутки после 
операции

7 days after 
surgery
n = 21

14 сутки после 
операции

14 days after 
surgery
n = 21

21 сутки после 
операции

21 days after 
surgery
n = 21

CD3+CD4+, 109/l
0,83

(0,56–1,16)

0,62
(0,40–0,72)
p1 = 0,002

0,74
(0,35–1,15)

0,61
(0,42–0,98)

0,74
(0,50–1,08)

CD3+CD4+CD62L+, %
29,4

(24,6–35,9)

53,3
(39,7–83,1)
p1 < 0,001

53,0
(36,2–78,1)
p1 < 0,001

38,1
(30,8–77,8)
p1 = 0,036
p2 = 0,010
p3 = 0,008

21,3
(18,7–27,9)
p1 = 0,039

p2,3 < 0,001

CD3+CD4+CD127Low

CD25High, %
5,1

(4,0–6,6)
11,2

(7,4–15,5)p1 < 0,001
9,4

(4,8–15,8)p1 = 0,001
6,4

(5,0–17,1)p1 = 0,026

3,2
(2,8–4,1)

p2,3 < 0,001
p4 = 0,034

CD3+CD4+CD127Low

CD25HighCD62L+, %
3,8

(2,9–4,9)

7,3
(5,8–10,5)
p1 < 0,001

6,5
(4,1–8,7)

p1 = 0,001

5,7
(4,0–11,6)
p1 = 0,027

2,6
(2,3–3,4)

p2,3 < 0,001
p4 = 0,025

CD3+CD8+, 109/l
0,55

(0,37–0,80)

0,21
(0,13–0,33)
p1 = 0,013

0,30
(0,21–0,35)
p1 = 0,002

0,43
(0,20–0,86)

0,90
(0,54–1,63)
p1 = 0,025

p2,3 < 0,001

CD3+CD8+CD11b+, %
24,9

(20,2–29,7)
21,2

(14,8–28,3)
22,0

(19,7–31,4)

37,1
(22,6–40,2)
p1 = 0,041
p2 = 0,046

40,7
(32,6–41,8)
p1 = 0,018
p2 = 0,007
p3 = 0,010

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных, находящихся в дооперационном периоде; p3 — статистически значимые различия с показателями больных на 7 сутки 
после операции; p4 — статистически значимые различия с показателями больных на 14 сутки после операции.
Note. р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus patients with WPP before surgery; 
р3 — statistically significant differences versus 7 days after surgery patients; р4 — statistically significant differences versus 14 days after surgery patients.
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содержание сохраняется, но на 21 сутки лечения 

количество CD3+CD8+-клеток повышается как 

относительно контрольного уровня (в 1,6 раза), 

так и исходного (в 4,3 раза). Процентное содер-

жание CD3+CD8+CD11b+-лимфоцитов при бла-

гоприятном исходе РГП в дооперационном пе-

риоде и на 7 сутки после операции соответствует 

контрольным значениям, но на 14 и 21 сутки ле-

чения наблюдается значительно повышение их 

количества.

При исследовании уровней экспрессии 

активационных и адгезионных рецепторов 

на поверхности Т-лимфоцитов обнаружено, 

что у больных с благоприятным исходом РГП 

в дооперационном периоде уровень экспрес-

сии CD28 на CD3+-клетках выше, чем у лиц 

контрольной группы, но уже с 7 суток лечения 

уровень экспрессии данного маркера снижает-

ся до контрольных значений (табл. 3). Уровень 

экспрессии CD57 на CD3+-лимфоцитах при 

благоприятном исходе РГП в дооперационном 

периоде и первые две недели послеоперацион-

ного периода соответствует контрольному диа-

пазону, тогда как на 21 сутки лечения наблюда-

ется значительное понижение уровня экспрес-

сии данного маркера как относительно кон-

трольных, так и исходных значений. Уровень 

экспрессии CD62L на CD3+-клетках у больных 

данной группы повышен относительно кон-

трольного уровня на все протяжении обсле-

дования. В то же время, уровень экспрессии 

CD62L на CD3+CD4+- и Treg-клетках в доопера-

ционном периоде соответствует контрольным 

диапазонам, тогда как с 7 и по 21 сутки лечения 

уровень экспрессии данного маркера значи-

тельно превышает контрольные значения.

Абсолютное количество лимфоцитов в пе-

риферической крови у больных с неблагопри-

ятным исходом РГП в дооперационном периоде 

и в первые две недели послеоперационного ле-

чения понижено по сравнению с контрольным 

уровнем, на 21 сутки лечения их содержание 

восстанавливается (табл. 4). Относительное 

количество CD3+-лимфоцитов у больных дан-

ной группы повышено относительно контроль-

ных значений только в дооперационном пе-

риоде. В то же время, процентное содержание 

CD3+CD4+- и CD3+CD28+-клеток в доопераци-

онном периоде и начале послеоперационного 

лечения соответствует уровням, выявляемым 

у лиц контрольной группы, но на 21 сутки ле-

чения понижается относительно контрольных 

значений и исходных уровней. Относительное 

количество CD3+CD57+-лимфоцитов при не-

Таблица 3. Уровни экспрессии некоторых CD-рецепторов на Т-лимфоцитах крови у больных 

с благоприятным исходом РГП в динамике лечения [Ме (Q1 — Q3)]

Table 3. Levels of some CD-receptors expression on blood T-lymphocytes in patients with favorable outcome of WPP 
in treatment dynamics [Ме (Q1 — Q3)]

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 40

Больные РГП/WPP patients

Дооперационный 
период

Preoperative period
n = 21

7 сутки после 
операции

7 days after 
surgery
n = 21

14 сутки после 
операции

14 days after 
surgery
n = 21

21 сутки после 
операции

21 days after 
surgery
n = 21

MFI CD28 
на CD3+-клетках, о.е.

MFI CD28 
on CD3+-cells, r.u.

12,00
(10,00–13,70)

16,40 
(12,80–18,50)

p1 < 0,001

14,00
(11,00–18,30)

p2 = 0,028

13,45
(11,95–15,05)

13,65 
(11,15–15,85)

MFI CD57 
на CD3+-клетках, о.е.

MFI CD57 
on CD3+-cells, r.u.

35,25
(24,10–47,90)

44,00 
(20,70–63,60)

21,40
(12,30–66,70)

34,10
(15,90–41,70)

21,00 
(8,27–33,65)

p1 = 0,029
p2 = 0,038

MFI CD62L 
на CD3+-клетках, о.е.

MFI CD62L 
on CD3+-cells, r.u.

3,47
(2,91–4,44)

5,15 
(3,18–6,52)
p1 = 0,042

4,74
(4,01–6,31)
p1 = 0,024

5,09
(4,64–6,63)
p1 = 0,021

5,46 
(4,64–6,62)
p1 = 0,039

MFI CD62L 
на CD3+CD4+-клетках, о.е.

MFI CD62L 
on CD3+CD4+-cells, r.u.

3,26
(2,61–4,46)

4,83 
(3,64–6,08)
p1 = 0,027

4,50
(3,79–5,92)
p1 = 0,018

4,75
(3,97–6,20)
p1 = 0,017

5,38 
(4,95–6,51)
p1 = 0,030

MFI CD62L на Treg, о.е.

MFI CD62L on Tger, r.u.
3,21

(2,66–4,39)
4,28 

(2,96–5,41)

4,50 
(3,77–5,67)
p1 = 0,008

4,61 
(3,44–5,89)
p1 = 0,029

4,96 
(4,50–6,30)
p1 = 0,032

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; р2 — статистически значимые различия 
с показателями больных, находящихся в дооперационном периоде.
Note. р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus patients with WPP before surgery.
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благоприятном исходе РГП повышается отно-

сительно контрольного диапазона на 21 сутки 

послеоперационного периода, тогда как про-

центное содержание CD3+CD62L+-клеток в этот 

же период снижается.

При сравнении содержания CD3+-лимфо-

цитов, экспрессирующих активационные и ад-

гезионные маркеры, у больных в зависимости 

от исхода РГП обнаружено, что при неблаго-

приятном исходе заболевания в крови на 14 

и 21 сутки лечения понижено относительное 

количество CD3+CD57+-клеток (р = 0,025 и р = 

0,034, соответственно). Также при неблагопри-

ятном исходе РГП в периферической крови 

больных в дооперационном периоде и на всем 

протяжении послеоперационного периода сни-

жено процентное содержание CD3+CD62L+-

клеток: перед операцией — р = 0,039, на 7 сут-

ки лечения — р = 0,045, на 14 сутки — р = 0,044 

и на 21 сутки — р = 0,040.

При неблагоприятном исходе РГП в пери-

ферической крови обследованных пациентов 

в дооперационном периоде и по 14 сутки по-

слеоперационного лечения снижается абсо-

лютное количество CD3+CD4+- и CD3+CD8+-

лимфоцитов, уровень которых на 21 сутки 

лечения повышается до контрольных значе-

ний (табл. 5). В конце периода обследования 

у данной категории больных относительно 

контрольных значений снижается процент-

ное содержание CD3+CD4+CD127LowCD25High- 

и CD3+CD4+CD127LowCD25HighCD62L+-клеток. 

Процентное содержание CD3+CD8+CD11b+-лим-

фоцитов в дооперационном периоде и на на-

чальном периоде послеоперационного лече ния 

у больных с неблагоприятным исходом РГП 

соответствует контрольному диапазону, но зна-

чительно повышается на 21 сутки обсле дования 

как относительного контрольных значений, так 

и исходного уровня.

Таблица 4. Содержание CD3+-лимфоцитов в крови у больных с неблагоприятным исходом РГП 

в динамике лечения [Ме (Q1 — Q3)]

Table 4. The number of CD3+-lymphocytes in blood in patients with adverse outcome of WPP in treatment dynamics 
[Ме (Q1 — Q3)]

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 40

Больные РГП/WPP patients
Дооперационный 

период

Preoperative period
n = 15

7 сутки после 
операции

7 days after surgery
n = 11

14 сутки после 
операции

14 days after surgery
n = 10

21 сутки после 
операции

21 days after surgery
n = 7

Лимфоциты, 109/л

Lymphocyte, 109/l
2,05

(1,56–2,60)

0,70 
(0,37–1,25)
p1 < 0,001

0,87 
(0,70–1,81)
p1 < 0,001

1,06 
(0,65–1,11)
p1 < 0,001

2,06 
(1,27–2,85)
p2 = 0,009
p3 = 0,032

CD3+, %
68,0

(62,5–74,0)

73,1 
(67,0–88,3)
p1 = 0,048

70,7 
(63,8–78,9)

75,4 
(64,3–82,2)

75,9 
(61,0–81,6)

CD3+CD4+, %
43,1

(35,0–48,0)
46,5 

(42,5–52,4)
42,6 

(33,0–50,2)
38,0 

(19,2–51,2)

26,3 
(25,7–37,5)
p1 = 0,020
p2 = 0,017

CD3+CD8+, %
27,0

(21,2–32,0)
23,5 

(15,3–27,1)
19,2 

(14,7–27,7)
19,6 

(16,9–31,4)
33,9 

(31,5–36,2)

CD3+CD25+, %
4,9

(2,5–11,1)
7,2 

(2,4–9,8)
4,0 

(2,0–10,4)
7,3 

(2,5–11,6)
6,2 

(3,4–9,9)

CD3+CD28+, %
65,0

(56,1–71,4)
66,9 

(59,9–72,7)
64,6 

(50,2–71,4)
60,1 

(56,1–69,6)

50,1 
(31,0–59,3)
p1 = 0,031
p2 = 0,040

CD3+CD57+, %
8,5

(4,8–12,3)
10,6 

(9,5–13,0)
7,8 

(4,6–17,2)
7,4 

(4,6–10,2)

13,5 
(13,0–15,5)
p1 = 0,014

CD3+CD62L+, %
42,2

(36,7–51,0)
38,0 

(34,1–48,1)
35,5 

(31,6–48,4)
40,0 

(19,1–40,2)

27,0 
(23,3–33,4)
p1 = 0,008

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных, находящихся в дооперационном периоде; p3 — статистически значимые различия с показателями больных на 7 сутки 
после операции.
Note. р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus patients with WPP before surgery; 
р3 — statistically significant differences versus 7 days after surgery patients.
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При проведении сравнительного анализа со-

держания CD4+- и CD8+-лимфоцитов в крови 

у больных РГП в зависимости от исхода заболе-

вания обнаружено, что при неблагоприятном 

исходе в периферической крови обследованных 

пациентов в дооперационном периоде и первые 

две недели послеоперационного лечения сни-

жено абсолютное количество CD3+CD4+-клеток 

(до операции — р = 0,047, на 7 сутки лечения — 

р = 0,029 и на 14 сутки — р = 0,045). Также в до-

операционном периоде и на 7 сутки после опе-

рации у пациентов при неблагоприятном ис-

ходе РГП понижено относительное содержание 

CD3+CD4+CD62L+-лимфоцитов (до операции — 

р = 0,025 и на 7 сутки лечения — р = 0,046). Только 

в дооперационном периоде у больных с небла-

гоприятным исходом РГП понижено процент-

ное содержание CD3+CD4+CD127LowCD25High- 

и CD3+CD4+CD127LowCD25HighCD62L+-клеток 

(р = 0,039 и р = 0,025 соответственно). Также, 

у данной категории пациентов на 14 и 21 сут-

ки лечения повышен абсолютный уровень 

CD3+CD8+-лимфоцитов (р = 0,025 и р = 0,048 со-

ответственно).

При исследовании уровней экспрессии 

активационных и адгезионных маркеров 

на Т-лим фоцитах у больных с неблагоприят-

ным исходом РГП выявлено, что у данной 

группы пациентов на всем протяжении обсле-

дования относительно контрольных значений 

повышена экспрессия CD28 и CD62L на CD3+-

лимфоцитах, а также CD62L на CD3+CD4+- 

и Treg-клетках (табл. 6). Кроме того, при небла-

гоприятном исходе РГП с 7 по 21 сутки после-

операционного лечения повышена экспрессия 

CD57-рецептора на CD3+-лимфоцитах, как 

относительно контрольных значений (указано 

в табл. 6), так и уровней, выявленных у паци-

ентов с благоприятным исходом РГП (на 7 сут-

ки – р = 0,039, на 14 сутки — р = 0,047, на 21 сут-

ки – р = 0,032).

Обсуждение

Само развитие РГП определяет наличие на-

рушений в регуляторных и эффекторных меха-

низмах местного и системного иммунитета [7, 

30]. Кроме того, хирургическое вмешательство 

Таблица 5. Содержание CD4+- и CD8+-лимфоцитов в крови у больных с неблагоприятным исходом 

РГП в динамике лечения [Ме (Q1 — Q3)]

Table 5. The number of CD4+- и CD8+-lymphocytes in blood in patients with adverse outcome of WPP in treatment 
dynamics [Ме (Q1 — Q3)]

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 40

Больные РГП/WPP patients

Дооперационный 
период

Preoperative period
n = 15

7 сутки после 
операции

7 days after 
surgery
n = 11

14 сутки после 
операции

14 days after 
surgery
n = 10

21 сутки после 
операции

21 days after 
surgery

n = 7

CD3+CD4+, 109/l
0,83

(0,56–1,16)

0,37
(0,19–0,59)
p1 < 0,001

0,34
(0,28–0,46)
p1 < 0,001

0,41
(0,13–0,55)
p1 = 0,001

0,61
(0,48–0,75)
p3 = 0,040

CD3+CD4+CD62L+, %
29,4

(24,6–35,9)
32,2

(29,8–46,6)
39,6

(20,6–52,9)
31,1

(28,6–59,9)
26,5

(19,8–68,0)

CD3+CD4+CD127Low

CD25High, %
5,1

(4,0–6,6)
4,4

(3,0–10,5)
6,3

(2,5–14,8)
6,4

(5,4–17,0)

2,6
(0,3–4,4)
p1 = 0,034
p4 = 0,006

CD3+CD4+CD127Low

CD25HighCD62L+, %
3,8

(2,9–4,9)
3,4

(2,1–5,5)
3,5

(1,2–6,6)
4,8

(4,2–8,2)

2,3
(0,8–2,9)
p1 = 0,045
p4 < 0,001

CD3+CD8+, 109/l
0,55

(0,37–0,80)

0,13
(0,08–0,19)
p1 < 0,001

0,23
(0,16–0,25)
p1 < 0,001

0,21
(0,19–0,34)
p1 = 0,005

0,68
(0,46–0,90)
p2,3,4 < 0,001

CD3+CD8+CD11b+, %
24,9

(20,2–29,7)
23,5

(15,3–27,0)
19,1

(14,7–27,1)
19,3

(16,7–30,9)

33,5
(31,2–35,8)
p1 = 0,032

p1,2 < 0,001
p4 = 0,012

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных, находящихся в дооперационном периоде; p3 — статистически значимые различия с показателями больных на 7 сутки 
после операции; p4 — статистически значимые различия с показателями больных на 14 сутки после операции.
Note. р1 — statistically significant differences versus controls; р2 — statistically significant differences versus patients with WPP before surgery; 
р3 — statistically significant differences versus 7 days after surgery patients; р4 — statistically significant differences versus 14 days after surgery patients.
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и последующая антибактериальная терапия 

также вносят значительный вклад в наруше-

нии иммунных механизмов [10]. Так, у обсле-

дованных пациентов с РГП независимо от ис-

хода заболевания в дооперационном периоде 

выявляется снижение абсолютного количе-

ства лимфоцитов в крови, уровень которых 

восстанавливается до контрольных значений 

только на третьей недели лечения. В доопера-

ционном периоде также независимо от исхо-

да РГП наблюдается повышение содержания 

Т-лимфоцитов. Однако если при благопри-

ятном исходе заболевания высокий уровень 

Т-лимфоцитов сохраняется весь период наблю-

дения (в течение 3 недель лечения), то при не-

благоприятном исходе уже на 7 сутки послео-

перационного лечения выявляется снижение 

количества Т-клеток до контрольного уровня.

При РГП меняется фенотипический состав 

Т-лимфоцитов и уровень экспрессии ими ряда 

маркеров. Так, только при благоприятном ис-

ходе РГП в дооперационном периоде наблюда-

ется повышение количества Т-клеток, экспрес-

сирующих CD62L-маркер. Однако независимо 

от исхода заболевания на 21 сутки лечения об-

наружено снижение количества Т-лимфоцитов 

с экспрессией рецепторов CD62L и CD28. 

CD62L — мембранный гликопротеид семейства 

L-селектинов, экспрессирующийся на различ-

ных клетках иммунной системы, обеспечи-

вает межклеточные взаимодействия и хоминг 

Т-лимфоцитов в периферические лимфоидные 

органы [18, 22]. CD28 — гомодимер, относящий-

ся к суперсемейству иммуноглобулинов, при-

нимает участие в костимуляции Т-лимфоцитов 

[28, 31]. При этом необходимо отметить, что 

уровень экспрессии CD62L на Т-лимфоцитах 

больных РГП более выражен, чем у лиц кон-

трольной группы, и не зависит от исхода заболе-

вания. Исходно повышенный уровень экспрес-

сии CD28 на Т-клетках больных с благоприят-

ным исходом уже к 7 суткам лечения снижается 

до контрольного уровня, тогда как при неблаго-

приятном исходе заболевания остается повы-

шенным в течение всего периода наблюдения.

К концу периода наблюдения у больных РГП 

в крови повышается содержание Т-лимфоцитов, 

экспрессирующих рецептор CD57. CD57 (также 

известный как HNK1 (human natural killer-1), 

L2, LEU7) представляет собой углеводный 

эпитоп, характеризующий накопление перфо-

ринов и гранзимов, и экспрессируется на тер-

минальной стадии дифференцировки клеток 

[11, 29]. У больных с благоприятным исходом 

заболевания повышение количества CD57+ 

Т-лимфоцитов проявляется на 2 неделе после-

Таблица 6. Уровни экспрессии некоторых CD-рецепторов на Т-лимфоцитах крови у больных 

с неблагоприятным исходом РГП в динамике лечения [Ме (Q1 — Q3)]

Table 6. Levels of some CD-receptors expression on blood T-lymphocytes in patients with adverse outcome of WPP 
in treatment dynamics [Ме (Q1 — Q3)]

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 40

Больные РГП/WPP patients

Дооперационный 
период

Preoperative period
n = 15

7 сутки после 
операции

7 days after 
surgery
n = 11

14 сутки после 
операции

14 days after 
surgery
n = 10

21 сутки после 
операции

21 days after 
surgery

n = 7

MFI CD28 
на CD3+-клетках, о.е.

MFI CD28 
on CD3+-cells, r.u.

12,00
(10,00–13,70)

15,70
(12,80–17,90)

p1 = 0,003

14,45
(12,00–16,80)

p1 = 0,045

19,85
(15,10–21,15)

p1 = 0,031

14,15
(12,70–15,60)

p1 = 0,043

MFI CD57 
на CD3+-клетках, о.е.

MFI CD57 
on CD3+-cells, r.u.

35,25
(24,10–47,90)

44,20
(28,30–51,50)

56,20
(30,10–98,80)

p1 = 0,025

50,30
(38,90–59,10)

p1 = 0,046

43,55
(42,70–44,40)

p1 = 0,048

MFI CD62L 
на CD3+-клетках, о.е.

MFI CD62L 
on CD3+-cells, r.u.

3,47
(2,91–4,44)

6,75
(3,89–8,06)
p1 = 0,042

5,17
(4,80–5,96)

p1 = 0,010

6,96
(5,62–8,88)
p1 = 0,015

5,66
(5,17–6,14)
p1 = 0,038

MFI CD62L 
на CD3+CD4+-клетках, о.е.

MFI CD62L 
on CD3+CD4+-cells, r.u.

3,26
(2,61–4,46)

6,08
(3,67–7,93)
p1 = 0,014

5,17
(4,66–5,66)

p1 = 0,012

6,60
(5,35–8,38)

p1 = 0,019

5,30
(4,65–5,94)

p1 = 0,018

MFI CD62L на Treg, о.е.

MFI CD62L on Tger, r.u.
3,21

(2,66–4,39)

5,07
(3,56–5,44)
p1 = 0,024

5,19
(4,31–5,65)
p1 = 0,039

6,60
(5,25–7,33)
p1 = 0,008

5,28
(4,62–5,94)
p1 = 0,020

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы.
Note. р1 — statistically significant differences versus controls.
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операционного лечения, тогда как при небла-

гоприятном исходе РГП — на 3 неделе. В зави-

симости от исхода заболевания значительно 

различается уровень экспрессии данного мар-

кера на Т-лимфоцитах. При благоприятном 

исходе в дооперационном периоде и в течение 

2 недель лечения наблюдается соответствие 

конт рольному уровню и только на 21 сутки по-

слеоперационного периода уровень экспрессии 

CD57 на Т-лимфоцитах больных снижается. 

При неблагоприятном исходе РГП с 7 суток ле-

чения и до конца наблюдаемого периода уста-

новлено повышение уровня экспрессии CD57 

на Т-клетках. Причем CD57 является един-

ственным из исследуемых рецепторов, уровень 

экспрессии которого зависит от исхода РГП. 

По-видимому, в крови больных с неблагопри-

ятным исходом РГП с 7 суток послеоперацион-

ного лечения нарушается миграция в зону вос-

паления эффекторных фракций Т-лимфоцитов 

в терминальной стадии дифференцировки.

В целом, исходя из данного анализа, можно 

предположить, что на количество Т-лимфоцитов 

с экспрессией адгезионных и активационных 

рецепторов влияет как сам абдоминальный им-

муновоспалительный процесс, так антибиоти-

котерапия, проводимая в послеоперационном 

периоде. Соответственно, снижение количества 

Т-клеток, экспрессирующих CD28 и CD62L, 

в крови больных РГП на 3 неделе лечения мож-

но охарактеризовать как ингибированием ре-

активности клеток иммунной системы на фоне 

антибиотикотерапии, так и миграцией акти-

вированных клеток. Увеличение количества 

CD57+ Т-лимфоцитов в конце периода лечения 

РГП также можно определить влиянием анти-

биотикотерапии. В частности, ранее установ-

лено, что при лечении антибиотиками больных 

неврологическими расстройствами в крови по-

вышается количество CD57+-лимфоцитов [23].

При анализе фенотипического состава 

CD4+ Т-лимфоцитов в зависимости от исхода 

РГП установлено, что при благоприятном ис-

ходе заболевания у обследованных пациентов 

в дооперационном периоде наблюдается по-

вышение относительного количества CD4+ 

Т-лимфоцитов, но при снижении их абсолютно-

го содержания. На 7 и 14 сутки обследования со-

держание данной субпопуляции Т-лимфоцитов 

выравнивается относительно контрольного 

диапазона, на 21 сутки послеоперационного ле-

чения выявляется понижение их процентного 

уровня. Изменение содержания в крови CD4+ 

Т-лимфоцитов при благоприятном исходе РГП 

с одной стороны определяется количеством 

лимфоцитов в динамике послеоперационного 

периода, с другой стороны — миграцией клеток 

из крови. Последнее подтверждается тем, что 

у данной группы пациентов в течение 2 недель 

послеоперационного лечения наблюдается по-

вышение количества CD4+ Т-клеток с экспрес-

сией CD62L. Причем на всем протяжении об-

следования CD4+ Т-лимфоциты с большей ак-

тивностью экспрессируют данный маркер, чем 

клетки данной фракции у здоровых людей.

При неблагоприятном исходе РГП в до-

операционном периоде и первые две недели 

послеоперационного лечения наблюдается 

соответствие процентного количества CD4+ 

Т-клеток контрольному диапазону с пони-

жением на 21 сутки. Абсолютное количество 

данной фракции клеток соответствует после-

операционной динамике абсолютного уровня 

общих лимфоцитов. Несмотря на повышен-

ный уровень экспрессии рецептора CD62L, ко-

личество CD4+ Т-клеток с экспрессией CD62L 

у больных с неблагоприятным исходом не от-

личается от контрольного уровня на всем про-

тяжении обследования. Отсутствие динамики 

в содержании CD4+CD62L+ Т-лимфоцитов при 

неблагоприятном исходе не позволяют пред-

положить влияние механизмов миграции кле-

ток на содержание Т-лимфоцитов-хелперов 

в крови.

В состав CD4+ Т-лимфоцитов входят Т-регу-

ляторные клетки (Treg, CD3+CD4+CD127Low

CD25High), которые осуществляют супрессию 

иммунного и воспалительного ответа [8, 15]. 

На модели перитонита доказано, что Treg спо-

собны мигрировать из крови в зону воспале-

ния и осуществлять ингибирование воспали-

тельных процессов [17]. Более того, в работе 

Schmoeckel K. и соавт. (2015) показано, что при 

снижении функциональной активности Treg 

у мышей в модели перитонита, осложненного 

сепсисом, понижается уровень выживаемости 

животных [20]. Действительно, у больных с бла-

гоприятным исходом РГП наблюдается повы-

шенное количество Treg в крови (в том числе, 

экспрессирующих CD62L-рецептор) в доопера-

ционном периоде и первые две недели послеопе-

рационного лечения, Только на 21 сутки наблю-

дения количество клеток снижалось до конт-

рольных значений. При неблагоприятном исхо-

де заболевания содержание Treg и CD62L+-Treg 

дооперационном периоде и до 14 суток включи-

тельно соответствовала контрольному уровню, 

тогда как на 21 сутки понижалось ниже кон-

трольного диапазона. Можно предположить, 

что понижение содержания в крови Treg, не-

экспрессирующих и экспрессирующих CD62L-

рецептор, у больных РГП в конце наблюдаемого 

периода связано с проводимой антибиотико-

терапией.

Известно, что функциональная активность 

цитотоксических Т-лимфоцитов во многом 

влияет на характер течения воспалительных 

процессов [12, 26]. У больных с благоприят-
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ным исходом РГП относительное содержа-

ние цитотоксических Т-клеток в крови в до-

операционном периоде и течение двух недель 

послеоперационного лечения соответствует 

контрольному диапазону и повышается толь-

ко на 21 сутки лечения. При неблагоприятном 

исходе на всем протяжении обследования у па-

циентов выявляется соответствие процентного 

уровня CD8+-T-клеток контрольному диапазо-

ну. Абсолютное содержание цитотоксических 

Т-лимфоцитов в крови у обследованных боль-

ных повторяет динамику количества общих 

лимфоцитов крови. Кроме того, установлено, 

что при благоприятном исходе заболевания 

у больных в крови, начиная с 14 суток лечения, 

повышается количество CD11b+ цитотоксиче-

ских Т-клеток, тогда как при неблагоприятном 

исходе подобное повышение уровня клеток на-

блюдается только на 21 сутки послеопераци-

онного лечения. Экспрессия CD11b (αM цепь 

интегрина Mac-1) увеличивает миграционный 

и эффекторный потенциал цитотоксических 

Т-клеток [9, 21]. Накопление CD11b+ цито-

токсических Т-лимфоцитов в крови больных 

РГП в конце наблюдаемого периода характе-

ризует нарушение миграционной активности 

цитотоксичес ких клеток, что, по-видимому, 

определяется проводимым послеоперацион-

ным лечением.

Заключение

Таким образом, в дооперационном периоде 

у больных РГП независимо от исхода заболе-

вания на фоне снижение абсолютного количе-

ства общих лимфоцитов в крови повышается 

содержание Т-клеток. Т-лимфоциты больных 

РГП значительно интенсивнее по сравнению 

с клетками здоровых людей экспрессируют 

рецепторы CD28 и CD62L. При этом, в доопе-

рационном периоде и в течение двух недель 

послеоперационного лечения при благопри-

ятном исходе РГП выявляется повышенное ко-

личество CD62L+ Т-лимфоцитов по сравнению 

с показателями больных с неблагоприятным 

исходом заболевания. Другими особенностя-

ми фенотипического состава Т-лимфоцитов 

у больных с благоприятным исходом РГП яв-

ляется повышение Т-регуляторной активно-

сти (за счет увеличения количества неактиви-

рованных и активированных (по CD62L) Treg, 

которое проявляется как в дооперационном 

периоде, так и в течение двух недель послео-

перационного лечения. При благоприятном 

исходе РГП уже на 14 сутки лечения наблю-

дается повышение количества активирован-

ных цитотоксических Т-лимфоцитов, кото-

рое при неблагоприятном исходе наблюдает-

ся только на 21 сутки лечения. По-видимому, 

Т-клеточная супрессия и активация цито-

токсических Т-клеток являются факторами, 

определяющими снижение интенсивности 

воспалительных процессов при РГП и, тем 

самым, повышающими уровень благоприят-

ного исхода заболевания. Установлено вли-

яние послеоперационной антибиотикотера-

пии на состояние фенотипического состава 

Т-лимфоцитов при РГП. Причем, при небла-

гоприятном исходе заболевания послеопера-

ционная терапия слабее или с запаздыванием 

влияет на динамику исследуемых показателей, 

чем при благоприятном исходе. При благо-

приятном исходе РГП повышение содержания 

CD3+CD57+-клеток наблюдается уже со второй 

недели лечения и более выражено, тогда как 

при неблагоприятном исходе РГП увеличе-

ние уровня данных клеток наблюдается толь-

ко на третьей неделе лечения. Однако уровень 

экспрессии CD57 на Т-лимфоцитах на всем 

протяжении обследования более выражен при 

неблагоприятном исходе РГП. Установленные 

особенности динамики фенотипического со-

става Т-лимфоцитов у больных РГП в течение 

послеоперационного периода могут быть ис-

пользованы для создания методов прогноза 

исхода заболевания и определяют необходи-

мость разработки иммуноактивной терапии 

в после операционном периоде.
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ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО СТАТУСА 

У БОЛЬНЫХ С РАЗНЫМИ КЛИНИЧЕСКИМИ 

ФОРМАМИ КРАСНОГО ПЛОСКОГО ЛИШАЯ 

СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ РТА

С.В. Чуйкин1, Г.М. Акмалова1, И.А. Мирсаяпова2, Г.И. Ронь3, Н.Д. Чернышева3, 

Р.М. Хайруллина2

1 ФГБОУ ВО Башкирский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Уфа, Россия
2 ГБУЗ Республиканская детская клиническая больница, г. Уфа, Россия
3 ФГБОУ ВО Уральскийгосударственный медицинский университет Минздрава России, г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Поражения слизистой оболочки рта занимают одно из ведущих мест в структуре стоматологических 

заболеваний. Наиболее актуальным среди дерматозов слизистой оболочки рта и красной каймы губ является 

красный плоский лишай, который рассматривают как мультифакторное заболевание. В литературе обсуж-

даются различные концепции патогенеза красного плоского лишая — это иммуноаллергическая, вирусная, 

наследственная и мембранодеструктивная. Многие авторы указывают на ведущую роль иммунной системы 

в развитии заболевания. Несмотря на свидетельство включения иммунных механизмов, сложности взаимо-

отношения патологического процесса и нормальных защитных реакций и возросший интерес к этому забо-

леванию, многие аспекты иммунологического конфликта при красном плоском лишае остаются неясными. 

Мало данных о конкретных изменениях в иммунной системе в зависимости от клинической формы забо-

левания, что определило цель настоящего исследования: определение иммунологического статуса у боль-

ных с различными клиническими формами красного плоского лишая слизистой оболочки рта. Обследова-

на периферическая кровь у 286 пациентов (248 лиц женского пола и 38 мужского) в возрасте от 27 до 84 лет 

с красным плоским лишаем слизистой оболочки рта. Все пациенты были разделены на 6 групп в зависимо-

сти от клинической формы заболевания. Для оценки иммунологического статуса у больных с различными 

клиническими формами красного плоского лишая слизистой оболочки рта: типичной, экссудативно-гипе-

ремической, эрозивно-язвенной, гиперкератотической, атипичной, буллезной были использованы методы 

для определения неспецифических механизмов защиты, гуморального и клеточного звеньев иммунитета. 

Проведенными иммунологическими исследованиями установлен комплекс иммунопатологических реак-

ций, характеризую щихся подавлением поглотительной и метаболической активности фагоцитов, дисимму-

ноглобулинемией, изменениями соотношений основных популяций и субпопуляций иммунокомпетентных 

клеток. Высокий уровень Т-хелперов — индукторов (CD4+) у больных с типичной, гиперкератотической, 

экссудативно-гиперемической, атипичной и эрозивно-язвенной формами заболевания характеризуется как 

самоподдерживаю щийся иммунный ответ, обусловленный подавлением элиминации патогенных агентов 

и, как следствие, приводящий к формированию аутоиммунного процесса. При оценке иммунного статуса 
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у больных красным плоским лишаем слизистой оболочки рта установлена взаимосвязь между проявлениями 

синдрома «дисфагоцитоза», нарушениями в системе гуморального и клеточного звеньев иммунитета с раз-

личными клиническими формами заболевания, что позволяет сделать заключение о патогенетической роли 

дисбаланса в системе механизмов, обеспечивающих элиминацию патогенов, в том числе инфекционной при-

роды в развитии заболевания.

Ключевые слова: красный плоский лишай, слизистая оболочка рта, дерматоз, патогенез, иммунный статус, 

иммуноглобулины.

FEATURES OF IMMUNE STATUS IN PATIENTS WITH VARIOUS CLINICAL FORMS 

OF ORAL LICHEN PLANUS

Chuykin S.V.a, Akmalova G.M.a, Mirsayapova I.A.b, Ron G.I.c, Chernysheva N.D.c, Khairullina R.M.b

a Bashkir State Medical University, Ufa, Russian Federation
b Republican Children’s Clinical Hospital, Ufa, Russian Federation
c Ural State Medical University, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Oral mucosal lesions hold one of the lead places in the structure of dental diseases. Oral lichen planus (OLP) 

considered as a multifactorial disease is of top priority among dermatoses of oral mucosa and red lip border. Diverse 

putative concepts behind developing lichen planus pathogenesis are discussed including immunoallergic, viral, genetic 

and membrane-destructive theories. However, an immune theory is thought to play a crucial role in developing lichen 

planus. Despite documented induction of immune mechanisms, complex interaction between pathological process and 

normal defense response as well as stirred interest to it, multiple aspects of immunological conflict in lichen planus re-

main unclear. Few data describing altered immune parameters depending on clinical picture of lichen planus are currently 

available that suggested to perform the study aimed at examining immune status in patients with various forms of oral 

lichen planus. There were enrolled 286 oral lichen planus patients (248 females and 38 males), aged 27–84 years. Based 

on clinical picture, all OLP patients were divided into 6 groups: a typical type, exudative-congestive, erosive-ulcerous, 

hyperkeratotic, atypical, bullous type. An immune status in peripheral blood samples was evaluated by analyzing innate 

defense mechanisms as well as humoral and cellular immunity. Multiple altered immune parameters characterized by 

impaired phagocytic capture and metabolic activity, disimmunoglobulinemia, altered ratio of major immunocompetent 

cell types and subsets were documented during the study. Moreover, OLP patients with typical, hyperkeratotic, exudative 

hyperemic, atypical and erosive ulcerous forms were found to have increased amount of CD4+ helper T cells associated 

with a self-sustained immune response due to suppressed elimination of pathogenic agents consequently resulting in de-

veloping autoimmune process. While analyzing immune status in OLP patients, it allowed to find a relationship between 

dysphagocytosis signs, impaired humoral and cellular immunity as well as various clinical forms of the disease. Thus, 

it suggests imbalanced mechanisms responsible for pathogen elimination might play a role in OLP pathogenesis, including 

infectious agents being involved in its development.

Key words: lichen planus, oral mucosa, dermatosis, pathogenesis, immune status, immunoglobulins.

Поражения слизистой оболочки рта занима-

ют одно из ведущих мест в структуре стомато-

логических заболеваний. Наиболее актуальным 

среди дерматозов слизистой оболочки рта (СОР) 

и красной каймы губ является красный плоский 

лишай (КПЛ) [3, 4]. Согласно классификации, 

предложенной Е.В. Боровским и А.Л. Машкил-

лейсоном, выделены следующие клинические 

формы КПЛ СОР: типичная, экссудативно-ги-

перемическая, эрозивно-язвенная, гиперкера-

тотическая, атипичная, буллезная.

Несмотря на многообразие исследований, 

проводимых у нас в стране и за рубежом, этио-

логия и патогенез КПЛ остаются предметом 

многочисленных дискуссий. Данный вид дер-

матоза рассматривают как мультифакторное за-

болевание [7, 8, 10]. В литературе обсуждаются 

различные концепции патогенеза КПЛ, среди 

которых ведущими являются иммуноаллерги-

ческая, вирусная, наследственная и мембрано-

деструктивная [2, 3, 5, 9]. Кроме того, представ-

лены также отечественные работы по изучению 

генетических факторов в механизме развития 

КПЛ слизистой оболочки рта [1]. Ряд исследо-

вателей считает, что в основе патогенеза КПЛ 

СОР лежат антигенспецифические механизмы, 

не исключаются при этом и неспецифические 

механизмы. В развитии тяжелых форм КПЛ 

СОР придается значение лекарственным сред-

ствам, физическим и химическим факторам, 

а также сопутствующим вирусным, аутоиммун-

ным и онкологическим заболеваниям [8, 10, 11].

Многие авторы указывают на ведущую роль 

иммунной системы в развитии заболевания [6, 

11, 12]. Клетками, участвующими в патогенезе 

красного плоского лишая, являются: кератино-

циты, дендритные клетки, макрофаги и лабро-

циты, CD8+ Т-лимфоциты (супрессоры), CD4+ 
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Т-лимфоциты (хелперы), уровень которых ва-

рьирует в зависимости от стадии заболевания. 

На ранних стадиях красного плоского лишая, 

уровень лимфоцитов Т-хелперов, макрофа-

гов и дендритных клеток выше, чем уровень 

клеток на более поздних стадиях поражения, 

которые характеризуются высоким уровнем 

T-супрессоров-лимфоцитов. Это распределение 

показывает, что на ранних стадиях преоблада-

ют антиген-представляющие клетки, а также 

те клетки, которые ответственны за активацию 

воспалительного процесса. При красном плос-

ком лишае клеткой-мишенью являются кера-

тиноциты, которые подвергаются апоптозу, од-

нако, чтобы это произошло, эти клетки должны 

выделить антиген — до сих пор неизвестный. 

После активации кератиноциты выделяют хе-

мокины, притягивающие лимфоциты и дру-

гие клетки иммунной системы, которые могут 

вызвать развитие красного плоского лишая, 

а также способствовать развитию хронического 

течения заболевания. Дендритные клетки игра-

ют важную роль в иммунологической реакции, 

так как они активируют Т-клетки через анти-

генную стимуляцию. Исследования показали, 

что при красном плоском лишае увеличивается 

количество дендритных клеток, что указывает 

на их связь с патогенезом заболевания. Среди 

дендритных клеток наиболее изучены клет-

ки Лангерганса. Эти клетки находятся над ба-

зальным слоем многослойного эпителия кожи 

и слизистой оболочки рта, функция которого 

заключается в захвате антигенов. При их актива-

ции они мигрируют в регионарные лимфоузлы, 

где происходит представление Т-лимфоцитам 

антигенов, запускающее первичный иммунный 

ответ. Есть предположение, что при этом забо-

левании клетки Лангерганса играют важную 

роль в представлении антигенов Т-лимфоцитам 

через II класс молекул главного комплекса ги-

стосовместимости (MHC), обеспечивая не толь-

ко первичный иммунный ответ, но и последую-

щий вторичный, который способствует появле-

нию клинических признаков болезни.

CD4+ Т-лимфоциты являются клетками, 

способными к активации В-лимфоцитов, ма-

крофагов и Т-лимфоцитов CD8+, они являются 

ответственными за организацию различных 

клеток в иммунной реакции. По мнению неко-

торых авторов, красный плоский лишай отно-

сится к аутоиммунным процессам вследствие 

преобладания Тh1-клеток (воспалительных 

Т-хелперов CD4+), способствующих развитию 

воспалительной реакции гиперчувствительно-

сти замедленного типа.

Несмотря на свидетельство включения им-

мунных механизмов, сложность взаимоотно-

шений патологического процесса и нормаль-

ных защитных реакций, и возросший интерес 

к этому заболеванию, многие аспекты им-

мунологического конфликта при КПЛ оста-

ются неясными. Мало данных о конкретных 

изменениях в иммунной системе в зависимо-

сти от клиничес кой формы заболевания, что 

определило цель настоящего исследования: 

иммунологичес кого статуса у больных с раз-

личными клиническими формами КПЛ СОР.

Было проведено клиническое, лабораторное 

обследование 286 пациентов (248 лиц женского 

пола и 38 мужского) в возрасте от 27 до 84 лет 

с красным плоским лишаем слизистой оболоч-

ки рта, которые были разделены на 6 групп в за-

висимости от клинической формы заболевания. 

1 группу составил 71 пациент с типичной фор-

мой КПЛ СОР, 2 группу — 67 пациентов с экс-

судативно-гиперемической формой, 3 груп-

пу — 75 человек с эрозивно-язвенной формой, 

4 группу — 27 пациентов с гиперкератотичес-

кой формой КПЛ СОР, 5 группу — 39 человек 

с атипичной формой, 6 группу — 7 пациентов 

с буллезной формой КПЛ СОР. В контрольную 

группу были включены 30 женщин в возрас-

те от 44 до 70 лет без красного плоского лишая 

слизистой оболочки рта.

Взятие крови проводили из локтевой вены 

натощак.

Неспецифическое звено иммунитета харак-

теризовалось определением фагоцитарной ак-

тивности нейтрофилов с использованием мето-

да с латексными частицами.

Гуморальная система иммунитета оценива-

лась по содержанию иммуноглобулинов клас-

сов А, М, G в сыворотке крови, методом ради-

альной иммунодиффузии в геле по Манчини 

с использованием моноспецифических антисы-

вороток и по определению уровня циркулирую-

щих иммунных комплексов (мол. масса — 6000) 

осаждением полиэтиленгликолем.

Для определения популяционного и суб-

популяционного состава лимфоцитов прово-

дили иммунофенотипирование лимфоцитов 

периферической крови c использованием моно-

клональных антител фирмы Becton Dickinson, 

методом проточной цитометрии (BD FACS 

Conton).

Статистическая обработка данных выпол-

нялась с помощью методов медико-биологичес-

кой статистики.

Для исследования влияния нескольких 

факторных признаков на количественный 

зависимый признак в работе использовал-

ся параметрический дисперсионный анализ. 

Параметрический дисперсионный анализ ос-

нован на разложении общей дисперсии зависи-

мого показателя на две составляющие — объ-

ясненную дисперсию (то есть дисперсию, объ-

ясненную вариацией факторных показателей) 

и остаточную дисперсию (то есть дисперсию, 
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не объясненную вариацией факторных пока-

зателей). Затем объясненная дисперсия может 

быть в свою очередь разложена на составля-

ющие, вызванные влиянием каждого факто-

ра в отдельности, а также их сочетанным дей-

ствием. Сила влияния фактора, обозначаемая 

символом η2, отражает долю (%) изменчиво-

сти результативного признака, которую мож-

но объяснить действием одного фактора или 

сочетанием действия нескольких факторов. 

Для оценки значимости влияния факторов 

на результативный показатель использовался 

критерий Фишера.

Результаты и обсуждение

Сравнительный анализ средних показателей 

фагоцитарной активности (ФА) у больных с раз-

ными формами КПЛ статистически значимо 

отличался (η2 = 71%, F = 127, p << 0,0001) (рис. 1). 

В контрольной группе все индивидуальные 

значения ФА варьировали в пределах 45–70%, 

то есть не выходили за границы нормальной ва-

риации (40–80%). При КПЛ СОР средние уров-

ни ФА находились в пределах от 32±5,8% при 

«типичной» форме, до 25,5±5,9% при «буллез-

ной» форме. При типичной форме средний уро-

вень ФА оказался статистически значимо выше, 

чем при других формах КПЛ, при этом, средние 

уровни ФА в этих группах были достаточно 

близки. В целом по всем шести формам КПЛ 

СОР средний уровень ФА составил 31,6±10,8% 

и был снижен практически вдвое по сравнению 

с контрольной группой. Индивидуальные зна-

чения ФА в подавляющем числе случаев также 

оказались ниже границы нормы.

Аналогичная ситуация имела место при 

определении фагоцитарного числа (ФЧ). Этот 

показатель у больных был значительно и досто-

верно снижен по отношению к группе контроля 

(η2 = 83%, F = 254, p << 0,0001), в то время как его 

колебания при различных формах КПЛ СОР 

были гораздо менее выраженными (рис. 2).

Полученные данные позволяют судить о су-

щественном снижении фагоцитарной активно-

сти клеток у пациентов при развитии КПЛ СОР, 

причем при разных его формах различия фаго-

цитарной активности выражены гораздо менее 

заметно, чем в целом в сравнении с таковыми 

в нормативной группе.

При определение гуморального звена имму-

нитета уровень сывороточного IgA у больных 

статистически значимо (η2 = 73%, F = 142, p << 

0,0001) зависел от формы КПЛ СОР, но во всех 

случаях был выше, чем в контрольной группе 

(рис. 3).

При типичной форме КПЛ СОР содержание 

IgA в сыворотке составляло 2,30±0,8 г/л, а его 

индивидуальные значения в 42% случаев были 

выше максимального значения в контрольной 

группе, хотя и не выходили за верхнюю гра-

ницу нормы. Почти совпадал (p > 0,53) с ним 

средний уровень сывороточного IgA у боль-

ных с гиперкератотической формой КПЛ СОР 

(2,40±1,08 г/л; границы варьирования 0,99–

4,78 г/л). Наивысший уровень IgA был отме-

чен у больных с экссудативно-гиперемической 

формой КПЛ — 4,26±0,80 г/л, причем в 100% 

случаев результаты были выше верхней грани-

цы данного показателя в контрольной группе. 

Сходная ситуация имела место у больных с ати-

пичной формой КПЛ СОР, где средний уро-

Рисунок 1. Уровень общей фагоцитарной 

активности (ФА) у больных разными формами 

КПЛ СОР

Figure 1. Total phagocytic activity (PA) in patients with 
various OLP forms

Рисунок 2. Фагоцитарное число (ФЧ) у больных 

разными формами КПЛ СОР

Figure 2. Phagocytic number (PN) in patients with 
various OLP forms
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вень IgA составил 3,93±0,73 г/л. Наиболее низ-

кие значения сывороточного IgA отмечались 

у пациентов с эрозивно-язвенной и буллезной 

формами КПЛ СОР (1,11±0,62 и 0,67±0,18 г/л) 

(рис. 3).

По результатам определения концентра-

ции сывороточного IgM, отмечалась достовер-

ная зависимость его уровня (η2 = 42%; F = 46, 

p < 0,0001) от наличия заболевания и его фор-

мы (рис. 4). Наиболее высокие средние значе-

ния сывороточного IgM отмечались у больных 

с экссудативно-гиперемической (2,36±0,53 г/л), 

эрозивно-язвенной (2,96±1,11 г/л), гипер-

кератотической (1,96±0,72 г/л) и атипичной 

(2,83±0,56 г/л) формами КПЛ СОР. Как и при 

определении сывороточного IgA, минималь-

ные значения IgM отмечались у больных с бул-

лезной формой КПЛ СОР. Средний уровень сы-

вороточного IgM у данных пациентов составил 

0,87±0,29 г/л (рис. 4).

При определении сывороточного IgG была 

отмечена разница уровней этого иммуногло-

булина в контроле и при различных формах 

КПЛ СОР и (η2 = 54%; F = 60 < p << 0,0001) 

(рис. 5). Максимальные уровни IgG имели 

место у больных с экссудативно-гипереми-

Рисунок 5. Уровень сывороточного IgG в крови 

у больных разными формами КПЛ СОР и у лиц 

в контрольной группе

Figure 5. Serum total IgG level in patients with various 
OLP forms

Рисунок 3. Уровень сывороточного IgA в крови 

у больных с разными формами КПЛ СОР

Figure 3. Serum total IgA level in patients with various 
OLP forms

Рисунок 4. Уровень сывороточного IgМ в крови 

у больных разными формами КПЛ СОР

Figure 4. Serum total IgM level in patients with various 
OLP forms

Рисунок 6. Уровень циркулирующих иммунных 

комплексов (ЦИК) у больных разными формами 

КПЛ СОР

Figure 6. Serum circulating immune complex level 
in patients with various OLP forms
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ческой (20,30±3,60 г/л), гиперкератотической 

(18,62±2,69 г/л) и атипичной (21,07±3,47 г/л) 

формами КПЛ СОР, хотя различия между 

ними оказались статистически незначимыми 

(p > 0,05). Наменьшие значения сывороточно-

го IgG отмечены у больных с эрозивно-язвен-

ной (10,84±5,37 г/л) и буллезной (5,36±1,05 г/л) 

формами КПЛ СОР, что по нашему мнению, 

является маркером иммунологической недо-

статочности.

Влияние «фактора заболевания и его фор-

мы» на уровень циркулирующих иммунных 

комплексов (ЦИК) у больных КПЛ СОР оказа-

лось умеренным (η2 = 40%, F = 33, p << 0,0001), 

причем отмечалась существенная разница меж-

ду некоторыми формами КПЛ СОР (рис. 6).

В контроле среднее значение ЦИК состави-

ло 24,7±8,2 у.е.; превышение верхней границы 

нормы этого параметра до (40 у.е.) имело место 

лишь в 7% случаев. У больных с типичной фор-

мой КПЛ СОР средний уровень ЦИК оказался 

выше 34,5±14,7 у.е., и верхняя граница нормы 

была превышена в 4 раза чаще — в 28% случа-

ев. У больных с экссудативно-гиперемической 

формой КПЛ СОР средний уровень ЦИК был 

максимальным 61,9±17,6 у.е., верхняя граница 

нормы была превышена в 87% случаев. При экс-

судативно-гиперемической, эрозивно-язвен-

ной, гиперкератотической и атипичной формах 

КПЛ СОР у больных средние уровни ЦИК были 

близки (от 48,0±11,3 до 61,9±17,6 у.е.) и значимо 

не различались (p > 0,09) (рис. 6). Минимальные 

(6,7±1,9 у.е.) значения ЦИК имели место у боль-

ных буллезной формой КПЛ.

Проведенными иммунологическими иссле-

дованиями установлен комплекс иммунопато-

логических реакций, характеризующихся по-

давлением поглотительной и метаболической 

активности фагоцитов, дисиммуноглобулине-

мией, изменениями соотношений основных 

популяций и субпопуляций иммунокомпетент-

ных клеток. Высокий уровень Т-хелперов-ин-

дукторов (CD4+) у больных с типичной, гиперке-

ратотической, экссудативно-гиперемичес кой, 

атипичной и эрозивно-язвенной формами за-

болевания характеризуется как самоподдержи-

вающийся иммунный ответ, обусловленный 

подавлением элиминации патогенных агентов 

и, как следствие, приводящий к формированию 

аутоиммунного процесса. Следует отметить, 

что выявленный в ходе исследования комплекс 

иммунопатологических нарушений у больных 

с «буллезной» формой в виде выраженного дис-

фагоцитоза, дисиммуноглобулинемии 3 типа, 

комбинированной Т-клеточной недостаточнос-

ти можно расценить как проявление вторичного 

иммунодефицитного состояния.

Таким образом, при оценке иммунного ста-

туса у больных КПЛ СОР установлена взаимос-

вязь между проявлениями синдрома «дисфаго-

цитоза», нарушениями в системе гуморального 

и клеточного звеньев иммунитета с различны-

ми клиническими формами заболевания, что 

позволяет сделать заключение о патогенетиче-

ской роли дисбаланса в системе механизмов, 

обеспечивающих элиминацию чужеродных 

агентов, в том числе инфекционной природы, 

в развитии заболевания.
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КОМПЛЕКСНЫЙ АНАЛИЗ КОРРЕЛЯЦИОННЫХ 

ВЗАИМОСВЯЗЕЙ МЕЖДУ ПОКАЗАТЕЛЯМИ 

ГУМОРАЛЬНОГО И КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА 

У ЛИЦ, ВАКЦИНИРОВАННЫХ ПРОТИВ ЧУМЫ

С.Н. Клюева1, С.А. Бугоркова1, А.Ю. Гончарова1, А.Л. Кравцов1, О.М. Кудрявцева1, 

Д.Н. Санджиев2, С.В. Конушева2, С.П. Савченко2, Б.А. Хасыкова2, Б.Л. Агапов3, 

С.А. Щербакова1

1 ФКУЗ Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», г. Саратов, Россия
2 Управление Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека 

по Республике Калмыкия, г. Элиста, Россия
3 ФКУЗ Астраханская противочумная станция, г. Астрахань, Россия

Резюме. В настоящее время продолжается поиск биомаркеров, свидетельствующих о наличии напряженно-

го противочумного иммунитета. Цель исследования — в динамике формирования противочумного ответа 

определить показатели клеточного и гуморального иммунитета у лиц, привитых вакциной чумной живой 

по эпидемическим показаниям, и охарактеризовать корреляционные взаимосвязи между ними. Были иссле-

дованы образцы крови от 114 человек, проживающих на территории Прикаспийского песчаного природного 

очага чумы. С помощью коммерческих наборов определяли спонтанную и стимулированную конканавали-

ном А продукцию цитокинов IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, IFNγ, TNFα (Вектор-Бест, Россия) 

IL-17A (eBioscience, Австрия), иммуноглобулинов IgG, IgM, IgA (Вектор-Бест, Россия) на иммуноферментном 

анализаторе «LAZURIT» (Dynex Technologies, США). Иммунофенотипирование лейкоцитов крови прово-

дили с использованием меченых флуорохромами моноклональных антител Cyto-Stat CD45-FITC, CD4-PE, 

CD8-ECD, CD3-PC5 (Beckman Coulter, США) на проточном цитометре СyAn ADP (DakoCytomation, Дания). 

Анализ полученных данных установил ряд отличий по продукции определяемых цитокинов (TNFα, IL-1β, 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-17) между группами ревакцинированных и впервые вакцинированных людей. Однако 

клетки крови людей, независимо от кратности прививки сохраняли свою функциональную реактивность 

и были способны активно секретировать большинство из анализируемых цитокинов (8 из 10) в ответ на сти-

муляцию конканавалином А. Установлены диагностически значимые для характеристики специфического 

противочумного ответа изменения концентрации IFNγ, TNFα и IL-4. Для этих маркерных цитокинов вы-

явлено наибольшее число корреляционных взаимосвязей как между собой, так и с изменением уровня других 

показателей: цитокинов, иммуноглобулинов, Т-клеток. Выявленные множественные корреляционные связи 

между показателями цитокинового и иммунного статусов свидетельствуют об активации как клеточного, так 
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и гуморального звеньев противочумного иммунного ответа. Показана информативность применения ком-

плексного анализа корреляционных взаимосвязей между показателями гуморального и клеточного имму-

нитета у лиц, вакцинированных против чумы для оценки у них уровня иммунологической эффективности 

(фактической привитости) вакцинации.

Ключевые слова: вакцинация, цитокины, иммуноглобулины, Т-клетки, корреляция, иммунный ответ.

COMPLEX ANALYSIS OF CORRELATION INTERRELATIONS BETWEEN INDICATORS OF HUMORAL 

AND CELLULAR IMMUNITY IN PERSONS VACCINATED AGAINST PLAGUE

Klyueva S.N.a, Bugorkova S.A.a, Goncharova A.Y.a, Kravtsov A.L.a, Sandzhiev D.N.b, Konusheva S.V.b, 

Savchenko S.P.b, Khasykova B.A.b, Agapov B.L.c, Shcherbakova S.A.a

a Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation
b Rospotrebnadzor Administration in the Republic of Kalmykia, Elista, Russian Federation
c Astrakhan Plague Control Station, Astrakhan, Russia

Abstract. At present, the search for biomarkers, which indicate the presence of tense antiplague immunity, is continu-

ing. The aim of the study was to determine the parameters of cellular and humoral immunity in persons vaccinated with 

the plague vaccine according to epidemiological indications and to characterize the correlation interrelations between 

them in the dynamics of the antiplague response formation. Blood samples from 114 people living in the territory of the 

Pre-Caspian sandy natural plague foci were investigated. Using commercial kits, the production of cytokines IL-1β, IL-

2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, IFNγ, TNFα (Vector-Best, Russia) IL-17A (eBioscience, Austria), immunoglobulins 

IgG, IgM, IgA (Vector-Best, Russia) was determined on the enzyme immunoassay analyzer LAZURIT (Dynex Techno-

logies, США). Blood leukocyte immunophenotyping was carried out using fluorochrome-labeled monoclonal antibodies 

Cyto-Stat CD45-FITC, CD4-PE, CD8-ECD, CD3-PC5 (Beckman Coulter, США) on the CyAn ADP DakoCytoma-

tion flow cytometer (Denmark). Obtained data analysis revealed a number of differences in the production of detectable 

cytokines (TNFα, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17) between groups of vaccinated and first-vaccinated people. However, 

human blood cells, regardless of the multiplicity of the graft, retained their functional reactivity and were able to actively 

secrete the majority of the analyzed cytokines (8 of 10) in response to stimulation with concanavalin A. Diagnostically 

significant changes in the concentration of IFNγ, TNFα and IL-4 were detected for the characteristics of a specific anti-

plague response. For these marker cytokines, the greatest number of correlations have been revealed, both with each other 

and with changes in the level of other parameters: cytokines, immunoglobulins, T cells. The revealed multiple correlation 

links between the cytokine and immune status indices indicate the activation of both the cellular and humoral components 

of the antiplague immune response. The informative value of the complex analysis application of correlation interrelations 

between the humoral and cellular immunity parameters is shown to assess the level of immunological efficacy (actual vac-

cination) of vaccination in persons vaccinated against plague.

Key words: vaccination, cytokines, immunoglobulins, T cells, correlation, immune response.

Введение

На фоне прогнозируемого неблагоприятного 

эпизоотологического прогноза по чуме на тер-

ритории Прикаспийского песчаного природного 

очага [7] проводился комплекс противоэпиде-

мических мероприятий, включающий массо-

вый охват населения, проживающего на данной 

территории, профилактической иммунизаци-

ей согласно Приказу от 21 марта 2014 г. № 125н 

«Об утверждении национального календаря 

профилактических прививок и календаря про-

филактических прививок по эпидемическим 

показаниям». Специфическую профилактику 

осуществляли вакциной чумной живой (ВЧЖ) 

из штамма Yersinia pestis EV линии НИИЭГ, опыт 

применения которой на протяжении более 70 лет 

демонстрирует ее высокую эффективность для 

защиты людей от бубонной формы чумы [17].

Учитывая ключевую роль клеточного имму-

нитета при чуме, важно знать защитные уровни 

клеточных реакций у людей, формирующих-

ся на ВЧЖ, что и определяет продолжающийся 

поиск биомаркеров, свидетельствующих о на-

личии напряженного противочумного имму-

нитета [3, 6]. Для многих вакцин (в том чис-

ле, ВЧЖ) решающее значение имеет оценка 

Т-клеточного звена иммунитета: определение 

количества и функцио нального состояния Th1-, 

Th2-, T-регуляторных клеток, Т-клеток памя-

ти, а также оценка продукции ассоциирован-

ных с этими клетками цитокинов [12]. Большое 

внимание уделяют изучению значения различ-

ных цитокинов в специфическом иммунном 

ответе при противочумной вакцинации [3, 5]. 

Цитокины — низкомолекулярные белки, кото-

рые продуцируются и секретируются преимуще-

ственно активированными клетками иммунной 

системы и участвуют в развитии иммунных ре-

акций по клеточному или гуморальному типу. 

Иммунологические механизмы с участием Th1-, 

Th2-, Th17-клеток и продуцируемых этими кло-
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нами регуляторных цитокинов при противо-

чумной вакцинации являются ведущими, но не-

достаточно изученными [14, 18]. В этой связи 

перспективным является метод оценки функци-

ональной активности клеток крови по спонтан-

ной и митогенстимулированной продукции ци-

токинов, основанный на анализе супернатантов 

культур клеток крови после их кратковременно-

го (суточного) культивирования с охарактеризо-

ванным индуктором. В последние годы в совре-

менной иммунодиагностике активно применяют 

метод ex vivo оценки, который позволяет харак-

теризовать спонтанную продукцию цитокинов 

клетками крови, свидетельствующую о том, что 

клетки уже активированы in vivo, или индуциро-

ванную (ex vivo) в результате методических мани-

пуляций, отражающую потенциальные функ-

циональные возможности активации клеток [9]. 

Оптимальным для характеристики Т-клеточной 

активности является определение концентрации 

цитокинов в супернатантах культуры клеток при 

использовании в качестве охарактеризованно-

го митогена конканавалина А (лектин, широко 

применяемый в иммунологии как Т-клеточный 

митоген), стимуляция которым позволяет соз-

дать условную модель реакции клеток на анти-

генное воздействие [4].

В иммунном ответе большое значение при-

дается оценке реакции иммуноглобулинов (IgG, 

IgA и IgM), изменение концентрации которых, 

в совокупности с другими показателями, харак-

теризует силу и направленность гуморального 

ответа на антиген.

Цель исследования — в динамике формиро-

вания специфического противочумного ответа 

определить ключевые показатели клеточного 

и гуморального иммунитета у лиц, вакциниро-

ванных ВЧЖ по эпидемическим показаниям, 

и охарактеризовать корреляционные взаимосвя-

зи между ними.

Материалы и методы

Обследованные лица составили 4 группы: 

I — 5 человек (впервые вакцинированные про-

тив чумы); II — 60 человек (однократно ревак-

цинированные); III — 31 человек (многократно 

ревакцинированные, более 3-х раз); IV — 18 че-

ловек (группа сравнения — не вакцинированные 

ВЧЖ).

От каждого участвующего в обследовании 

предварительно было получено письменное со-

гласие на его проведение. Работа одобрена эти-

ческим комитетом при ФГБУ ВО Саратовский 

государственный медицинский универси-

тет им. В.И. Разумовского (протокол № 5 

от 02.02.2016 г.). В работе использовали ВЧЖ 

производства ФКУЗ Ставропольский НИПЧИ 

(серия № 1-15, 12.03.2015–12.03.2018), представ-

ляющую собой лиофилизированную живую 

культуру вакцинного штамма чумного микро-

ба Yersinia pestis EV НИИЭГ со стабилизатором. 

Вакцинация проводилась накожным спосо-

бом в дозе 3 × 109 микробных клеток в 0,15 мл 

в соответствии с инструкцией по применению 

препарата.

Для исследования кровь забирали из локте-

вой вены в объеме 9 мл до вакцинации (I, II, III, 

IV группы), а также через 1 и 6 месяцев после ее 

проведения (I, II и III группы). В работе были 

использованы пробирки, содержащие гепарин 

и активатор свертывания.

Для определения продукции цитокинов ве-

нозную кровь с антикоагулянтом (гепарин) раз-

водили в соотношении 1:4 средой RPMI 1640 

(ПанЭко, Россия), содержащей 100 мкг/мл ген-

тамицина (ФГУП им. Н.А. Семашко, Россия). 

В качестве индуктора продукции цитокинов ис-

пользовали стандартный Т-клеточный митоген 

конканавалин А (ПанЭко, Россия) в концентра-

ции 15 мкг/мл. Опытные и контрольные образ-

цы инкубировали в течение 24 ч при температу-

ре 37°С. Затем клеточную суспензию осаждали 

центрифугированием при 400g в течение 15 мин, 

полученные образцы хранили до использования 

при –20°С.

Сыворотку получали из венозной крови, 

инкубированной в пробирках с Clot Activator 

«VACUTEST» при 37°С в течение 1 ч. После цен-

трифугирования при 400g сыворотку крови от-

бирали в отдельные микропробирки и хранили 

до использования при –20°С.

Спонтанную и стимулированную конкана-

валином А продукцию цитокинов определяли 

методом твердофазного иммуноферментного 

анализа с помощью коммерческих наборов для 

определения IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, 

IL-18, IFNγ, TNFα (ЗАО «Вектор-Бест», Россия), 

IL-17A (eBioscience, Австрия). В сыворотках кро-

ви определяли концентрации общих иммуно-

глобулинов IgG, IgM, IgA (ЗАО «Вектор-Бест», 

Россия) согласно инструкциям компании-про-

изводителя. Исследования выполняли на авто-

матическом иммуноферментном анализаторе 

«LAZURIT» (Dynex Technologies, США) при дли-

не волны 450 нм.

Иммунофенотипирование лейкоцитов крови 

проводили с использованием четырехцветных 

реагентов меченых флуорохромами монокло-

нальных антител Cyto-Stat CD45-FITC, CD4-PE, 

CD8-ECD, CD3-PC5 (Beckman Coulter, США). 

В микрообъемах гепаринизированной цельной 

крови устанавливали относительное количество 

суммарной популяции лимфоцитов Т-клетки 

(CD3+), Т-лимфоциты хелперы (Тh, CD4+) и ци-

тотоксические Т-лимфоциты (Tcyt, CD8+) на ла-

зерном проточном цитометре СyAn ADP (Dako-

Cytomation, Дания).

Статистическую обработку полученных ре-

зультатов проводили с использованием стан-

дартного пакета программ Microsoft Office 

Excel 2016, Statistica 10.0 (StatSoft Inc., 2010). 
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Взаимосвязь между переменными определяли 

с помощью рангового корреляционного анализа 

по Спирмену. Корреляционные связи считали 

сильными при коэффициенте корреляции r = 

0,7–1,0, умеренной (средней) силы — при r = 0,3–

0,7, слабыми — при r = 0–0,3, r с положительным 

знаком — прямая связь, r с отрицательным — об-

ратная. Достоверность уровня различия сравни-

ваемых величин оценивали с помощью парного 

t-критерия Стьюдента. Корреляцию считали 

достоверной при р ≤ 0,05. Полученные данные 

представляли в виде медианы (Me) и квартиль-

ных отклонений (Q25; Q75).

Результаты

Анализируемые 10 цитокинов по их биоло-

гическим функциям были отнесены к несколь-

ким подгруппам (табл. 1). В то же время, учиты-

вая полифункциональность многих цитокинов, 

а также возможность их продукции различными 

типами клеток, следует признать относитель-

ную условность такого разделения.

В ходе проведенного исследования установ-

лено, что уровень изученных нами цитокинов 

у привитых против чумы лиц статистически зна-

чимо отличался от уровня не привитых. При ис-

следовании Th1-ассоциированных цитокинов 

установлено, что через 1 месяц после очередной 

ревакцинации спонтанная продукция IFNγ 

у всех привитых достоверно не отличалась от по-

казателей в группе сравнения (рис. 1). Однако 

через 6 месяцев после прививки (II, III группы) 

было получено статистически достоверное сни-

жение в среднем в 2,2 раза спонтанной продук-

ции IFNγ (p = 0,048, p = 0,028 соответственно). 

Достоверных изменений по показателям спон-

танной продукции IL-2 в I и III группах во все 

сроки исследования (до, через 1 и 6 месяц после 

прививки) не наблюдалось, однако во II груп-

пе этот показатель был достоверно выше (p = 

0,0000001, p = 0,00002, p = 0,000047). Отмечено 

разнонаправленное изменение содержания Th2-

ассоциированных цитокинов на поздних сро-

ках (6 месяцев) после прививки (рис. 1). У при-

витых всех групп увеличивалась спонтанная 

продукция IL-10 (p = 0,047, p = 0,0000001, p = 

0,00017 соответственно) по отношению к анало-

гичным показателям у людей из группы сравне-

ния. Противоположная тенденция наблюдалась 

по показателям IL4, которые были достоверно 

снижены у всех привитых ВЧЖ в спонтанной 

продукции (p = 0,007, p = 0,0418, p = 0,0048 со-

ответственно). В группах привитых на ранних 

сроках (1 месяц) после прививки наблюдалось 

значительное снижение спонтанной продукции 

TNFα (p < 0,0001), IL-1β (p < 0,000001), IL-6 (p < 

0,001), IL-8 (p < 0,01) в сравнении с аналогичны-

ми показателями непривитых лиц (рис. 2). Через 

6 месяцев после прививки в III группе уровни 

TNFα и IL-1β также оставались достоверно сни-

женными в 2,1 (p = 0,0108) и 2,5 (p = 0,0017) раза 

соответственно. Показатели спонтанной про-

дукции IL-6 и IL-8 в крови всех привитых значи-

тельно возрастали в среднем в 2,9 (p < 0,05) и 16,4 

(p < 0,001) раза соответственно. Следует отметить 

различную реакцию провоспалительных ци-

токинов IL-17 и IL-18 в спонтанной продукции 

(рис. 1, 2). Если у всех привитых концентрация 

IL-17 к 6 месяцу исследования статистически до-

стоверно возрастала (p < 0,005), то концентрация 

IL-18 снижалась (p < 0,05)

Анализ полученных данных показал, что 

в продукции 6 цитокинов (TNFα, IL-1β, IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-17) в группах ревакцинирован-

ных людей имеются отличия (рис. 1, 2) от по-

Таблица 1. Классификация цитокинов по биологическим функциям [Симбирцев А.С., 2013]

Table 1. Classification of cytokines by biological functions [Simbirtsev A.S., 2013]

Группа цитокинов

Group of cytokines
Цитокины

Cytokines
Основные биологические функции

Basic biological functions

Th1
IFNγ Активация клеточного иммунитета

Activation of cellular immunityIL-2

Th2
IL-4 Активация гуморального иммунитета

Activation of humoral immunityIL-10

Th17 IL-17А
Активация синтеза провоспалительных цитокинов

Activation of the synthesis of proinflammatory cytokines

Провоспалительные 
цитокины

Proinflammatory 
cytokines

TNFα

Провоспалительное действие, регуляция апоптоза и межклеточного 
взаимодействия иммунокомпетентных клеток

Proinflammatory action, regulation of apoptosis and intercellular interaction 
of immunocompetent cells

IL-1β Провоспалительное действие, активация специфического иммунитета

Proinflammatory effect, activation of specific immunitIL-18

IL-6
Иммунорегуляторное действие

Immunoregulatory action
Хемокины

Chemokines
IL-8

Регуляция хемотаксиса различных типов лейкоцитов

Regulation of chemotaxis of different types of leukocytes
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казателей в группе впервые вакцинированных. 

Выявленные отличия связаны с повышением 

спонтанной продукции IL-2 (p = 0,000003), IL-17 

(p = 0,044) на ранних (1 месяц) сроках после ре-

вакцинации у лиц II группы. При обследова-

нии привитых через 6 месяцев установлено дос-

товерное увеличение КонА-стимулированной 

продукции IL-4 (p = 0,000001), IL-6 (p = 0,000001) 

во II группе, при достоверном снижении во II и III 

группе TNFα (p = 0,0406, p = 0,015 соответствен-

но), IL-1β (p = 0,0058, p = 0,0189 соответственно).

Для характеристики функциональной ак-

тивности клеток, продуцирующих исследуемые 

цитокины, рассчитывали индекс стимуляции 

(ИС) — как отношение концентрации цитоки-

нов в КонА-стимулированных культурах к уров-

ню их спонтанной продукции. Были выявлены 

различия в способности КонА стимулировать 

продукцию цитокинов в крови людей в зависи-

мости от кратности вакцинации (табл. 2).

Результаты показали, что ИС IL-6 увеличи-

вался у лиц II (p = 0,014) и III групп (p = 0,003) 

Рисунок 1. Спонтанная продукция Th1-, Th2- и Th17-ассоциированных цитокинов в крови людей 

до и после введения вакцины чумной живой

Figure 1. The spontaneous production of Th1, Th2 and Th17-associated cytokines in human blood before and after 
administration of the live plague vaccine
Примечания. I — впервые вакцинированные; II — однократно ревакцинированные; III — многократно 
ревакцинированные; IV — группа сравнения (не вакцинированные ВЧЖ); * — достоверность по сравнению с аналогичным 
показателем в группе сравнения; ** — достоверность по сравнению с аналогичным показателем в I группе (p < 0,05).
Notes. I — for the first time vaccinated; II — once-revaccinated; III — repeatedly revaccinated; IV — comparison group 
(not vaccinated); * — reliability compared to the same indicator in the comparison group; ** — reliability compared 
to the same indicator in group I (p < 0.05).
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через 1 месяц после вакцинации по сравнению 

с показателями в I группе. Исследование через 

6 месяцев позволило выявить у лиц II группы до-

стоверное повышение ИС IL-6 (p = 0,003), IL-4 

(p = 0,047), и IL-17А (p = 0,005), а у лиц II и III 

групп — ИС IL-2 (p = 0,0039, p = 0,015 соответ-

ственно) и TNFα (p = 0,02, p = 0,0059 соответ-

ственно). Через 6 месяцев ИС IFNγ, TNFα, IL-2, 

IL-4, IL-10, IL-17 во всех группах значительно 

превышал (p < 0,05) соответствующие значения 

в группе сравнения.

При оценке взаимосвязей между цитокина-

ми ранговым анализом по Спирмену выявлены 

корреляционные зависимости до вакцинации 

в I группе между IFNγ и IL-1β (r = –0,9, p = 0,037), 

IL-18 и IL-1β (r = 0,9, p = 0,037), во II группе — 

между IFNγ и IL-4 (r = 0,717, p < 0,00001), IL-10 

и IL-4 (r = 0,802, p < 0,00001), в III группе — меж-

ду IFNγ и IL-4 (r = 0,606, p = 0,0002), TNFα и IL-4 

(r = 0,667, p = 0,000041).

Через 1 месяц обнаружены корреляции в I груп-

пе между IFNγ и IL-1β (r = –0,9, p = 0,037), IL-10 

и IL-1β (r = –0,9, p = 0,037), во II группе — меж-

ду IFNγ и TNFα (r = 0,612, p = 0,00003), IFNγ 

и IL-10 (r = 0,639, p < 0,00001), TNFα и IL-10 

(r = 0,574, p = 0,00001), IL-10 и IL-4 (r = 0,734, 

p < 0,00001), в III группе — между IFNγ и TNFα 

(r = 0,758, p < 0,00001), IFNγ и IL-10 (r = 0,786, p < 

0,00001), TNFα и IL-10 (r = 0,836, p < 0,00001), 

IL-10 и IL-4 (r = 0,609, p = 0,0001).

Через 6 месяцев в I группе корреляционных 

зависимостей не выявлено. Корреляции выявле-

ны во II группе между IFNγ и TNFα (r = 0,788, 

p < 0,00001), IFNγ и IL-4 (r = 0,573, p = 0,000005), 

Рисунок 2. Спонтанная продукция провоспалительных цитокинов в крови людей до и после 

введения вакцины чумной живой

Figure 2. Spontaneous production of proinflammatory cytokines in human blood before and after administration 
of live plague vaccine
Примечания. I — впервые вакцинированные; II — однократно ревакцинированные; III — многократно 
ревакцинированные; IV — группа сравнения (не вакцинированные ВЧЖ); * — достоверность по сравнению с аналогичным 
показателем в группе сравнения; ** — достоверность по сравнению с аналогичным показателем в I группе (p < 0,05).
Notes. I — for the first time vaccinated; II — once-revaccinated; III — repeatedly revaccinated; IV — comparison group (not 
vaccinated); * — reliability compared to the same indicator in the comparison group; ** — reliability compared to the same 
indicator in group I (p < 0.05).
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IFNγ и IL-10 (r = 0,527, p = 0,00004), TNFα и IL-4 

(r = 0,438, p = 0,000864), TNFα и IL-10 (r = 0,685, 

p < 0,00001), в III группе — между IFNγ и TNFα 

(r = 0,643, p = 0,0003), IFNγ и IL-4 (r = 0,509, p = 

0,003), IFNγ и IL-10 (r = 0,464, p = 0,008), TNFα 

и IL-4 (r = 0,455, p = 0,009), TNFα и IL-10 (r = 

0,785, p < 0,00001). Таким образом, наибольшее 

число корреляционных связей обнаружено для 

IFNγ, TNFα, IL-4 и IL-10.

Для определения сдвига функционального 

баланса в системе Th1/Th2 клеток использовали 

оценку соотношения концентраций биомарке-

ров Th1- и Th2-ассоциированных цитокинов — 

IFNγ/IL-4. Уровень продукции IFNγ используют 

в качестве показателя напряженности специ-

фического (Th1) клеточного иммунного ответа 

[8], а IL-4 — гуморального иммунного ответа [5]. 

Анализ динамического равновесия в системе Тh1 

и Тh2 показал, что в группе сравнения и I груп-

пе до вакцинации ВЧЖ у 60% обследованных 

лиц преобладал смешанный Тh1- и Тh2-тип им-

мунного ответа. Доля вакцинированных с пре-

имущественно клеточным или гуморальным 

типом была схожей — 20 и 20% соответственно. 

Во II и III группах для 51,6 и 35% исследуемых 

было характерно развитие иммунного ответа 

по клеточному типу, 35,5 и 51,6% — гуморально-

му, а у 12,9 и 13,3% — смешанному. Через 1 месяц 

после ревакцинации установлено повышение ак-

тивности Th1, что сопровождается увеличением 

синтеза IFNγ. Через 6 месяцев тенденция преоб-

ладания биомаркера клеточного иммунного от-

вета сохраняется. В этот срок в среднем у 89,9% 

обследованных лиц происходило резкое сниже-

ние выработки IL-4 и, соответственно, увеличе-

ние соотношения IFNγ/IL-4.

При сравнительном анализе показателей ос-

новных классов иммуноглобулинов в сыворот-

ках крови людей установлено (рис. 3), что через 

1 месяц после прививки у лиц II и III группы 

уровень IgG превосходил показатели группы 

сравнения (р = 0,003 и р = 0,00028 соответствен-

но), а через 6 месяцев — у лиц III группы (р = 

0,000001).

Отмечены различия в продукции иммуно-

глобулинов между группами. Показано, что 

через 1 месяц у лиц II группы уровень IgG был 

в 1,4 раза выше (p = 0,0487), а в III группе — IgG 

(p = 0,012) в 1,5 раза и IgА (p = 0,0263) в 1,8 раза 

превышали показатели I группы. Через 6 меся-

цев уровень IgG у лиц III группы в 1,5 раза пре-

вышал (p = 0,0007) аналогичный показатель 

I группы. Следует отметить, что уровни IgG, IgМ 

и IgА варьировали в пределах референсных зна-

чений (5,3–17,0; 0,5–3,0 и 0,8–4,0 мг/мл соответ-

ственно).

В ходе рангового анализа до вакцинации об-

наружена достоверная корреляционная зависи-

мость умеренной силы во II группе между IgМ 

и IgА (r = 0,566, р = 0,000002), в III группе — меж-

ду IgG и IgМ (r = 0,512, р = 0,0031). Через 1 ме- Т
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сяц после ревакцинации корреляция умеренной 

силы выявлена во II группе между IgМ и IgА (r = 

0,518, р = 0,00013). Через 6 месяцев корреляций 

не обнаружено.

Определенные корреляционные взаимоот-

ношения были выявлены между цитокинами 

и иммуноглобулинами. Через 1 месяц после вак-

цинации в I группе определялась корреляцион-

ная зависимость между IFNγ и IgG, IFNγ и IgМ 

(r = 0,9, p = 0,037), в III группе — между IL-6 и IgG 

(r = 0,637, p = 0,00013), IFNγ и IgМ (r = 0,479, p = 

0,0063), IL-6 и IgА (r = 0,402, p = 0,0246), IL-8 и IgА 

(r = 0,366, p = 0,0428). На поздних сроках иммун-

ного ответа (6 месяцев) умеренная степень кор-

реляционного взаимодействия выявлялась во II 

группе между IL-2 и IgG (r = 0,323, р = 0,017), IL-4 

и IgG (r = –0,431, p = 0,0011), в III группе — меж-

ду IFNγ и IgА (r = –0,454, р = 0,017). По итогам 

данного анализа наибольшее число выявленных 

корреляционных взаимосвязей установлено для 

IFNγ и IgG.

Методом проточной цитофлуориметрии было 

проведено определение относительного содер-

жания субпопуляций Т-клеток в крови лиц до 

и после применения ВЧЖ (табл. 3). Через 1 ме-

сяц у всех привитых отмечено повышение коли-

чества Т-лимфоцитов хелперов (CD4+) по срав-

нению с аналогичными показателями в группе 

сравнения (соответственно p = 0,02, p = 0,0002, 

p = 0,0018). Кроме того, через 1 месяц после при-

вивки количество Т-клеток (CD3+) во II (p = 

0,0128) и III группах (p = 0,0015) достоверно пре-

восходило аналогичные показатели, зарегистри-

рованные через 6 месяцев после прививки.

Далее был установлен ряд зависимостей меж-

ду содержанием Т-клеток и концентрациями ци-

токинов. В I группе до и через 1 месяц после вак-

цинации установлена обратная корреляционная 

зависимость между IL-1β и CD8+ T-лимфоцитами 

(r = –0,9, p = 0,037). Корреляционная связь уме-

ренной силы выявлена во II группе между IL-1β 

и CD4+ T-лимфоцитами до вакцинации (r = 0,368, 

p = 0,0418) и через 1 (r = –0,339, p = 0,049), 6 ме-

сяцев (r = 0,310, p = 0,0223) после вакцинации, 

а также в III группе до вакцинации (r = –0,424, 

p = 0,019). Обнаружена взаимосвязь между IL-4 

и CD3+ T-лимфоцитами до вакцинации в I груп-

пе (r = –0,900, p < 0,037), через 6 месяцев — во II 

(r = –0,317, p = 0,0192) и III группах (r = –0,535, 

p = 0,0247).

Рисунок 3. Уровень основных классов иммуноглобулинов (IgG, IgМ и IgА) у людей до и после 

введения вакцины чумной живой

Figure 3. The level of the main classes of immunoglobulins (IgG, IgM and IgA) in humans before and after 
the introduction of live plague vaccine
Примечания. I — впервые вакцинированные; II — однократно ревакцинированные; III — многократно 
ревакцинированные; IV — группа сравнения (не вакцинированные ВЧЖ); * — достоверность по сравнению с аналогичным 
показателем в группе сравнения; ** — достоверность по сравнению с аналогичным показателем в I группе (p < 0,05).
Notes. I — for the first time vaccinated; II — once-revaccinated; III — repeatedly revaccinated; IV — comparison group 
(not vaccinated); * — reliability compared to the same indicator in the comparison group; ** — reliability compared to the same 
indicator in group I (p < 0.05).
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Во все сроки исследования корреляционных 

зависимостей между показателями уровня им-

муноглобулинов и реакцией Т-клеток не уста-

новлено.

Обсуждение

Выявленное нами изменение содержания ци-

токинов у большинства людей свидетельствует 

об адекватной иммунной перестройке организ-

ма в ответ на введение ЖЧВ. Анализ получен-

ных данных установил ряд отличий по продук-

ции изученных цитокинов (TNFα, IL-1β, IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-17) между группами ревакцини-

рованных и впервые вакцинированных людей. 

Выявленные отличия связаны с повышени-

ем спонтанной продукции Th1- (IL-2), Th17-

ассоциированных цитокинов (IL-17) и КонА-

стимулированной продукции Th2 (IL-4), а так-

же провоспалительного цитокина IL-6 у одно-

кратно ревакцинированных лиц. Уменьшение 

стимулированной продукции провоспалитель-

ных цитокинов (TNFα, IL-1β), наблюдавшееся 

у людей однократно или многократно ревакци-

нированных, возможно свидетельствует о не-

котором снижении резервных возможностей 

для функциональной активации клеток им-

мунной системы (нейтрофилов, макрофагов) 

в ответ на многократное поступление антигена. 

В динамике продукции остальных четырех ци-

токинов (IFNγ, IL-8, IL-10, IL-18), независимо 

от кратности прививки, существенных отличий 

не выявлено. Однако проведенные исследования 

показали, что клетки крови людей, независимо 

от кратности применения ЖЧВ, сохраняют свою 

функциональную реактивность и, также как 

клетки у лиц впервые встречающихся с чумным 

микробом вакцинного штамма, способны ак-

тивно секретировать большинство (8) из анали-

зируемых нами цитокинов (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, 

IL-10, IFNγ, TNFα, IL-17А) в ответ на стимуля-

цию агонистом TLR2 — конканавалином А [16].

Существенное превышение концентрации 

IFNγ по сравнению с IL-2 и TNFα при противо-

чумной вакцинации обусловлено, вероятно, 

его выраженной полифункциональностью — 

противовирусная и иммуномодулирующая ак-

тивность и обеспечение регуляции клеточной 

пролиферации [8]. В отличие от интерферонов I 

(IFNα/β) и III (IFNλ) типов, продуцируемых 

различными клетками человеческого организ-

ма в основном в ответ на вирусную инфекцию, 

продукция IFNγ, являющегося единственным 

представителем II типа интерферонов, специ-

фична для активированных клеток иммунной 

системы: Th-1, цитотоксических лимфоцитов, 

натуральных киллеров и антигенпрезентирую-

щих клеток. Кроме непосредственного действия 

на системы репродукции вирусов, IFNγ является 

важным медиатором иммунитета, отражающим 

взаимосвязь между макрофагами и лимфоцита-

ми, регуляцию клеточного и гуморального им-

мунитета, что позволяет отнести его к семейству 

иммунорегуляторных цитокинов.

При анализе группы Th2-ассоциированных 

цитокинов привлекло внимание значительное 

преобладание спонтанной и КонА-стимули-

рованной продукции IL-10 над уровнем про-

Таблица 3. Относительное содержание субпопуляций Т-клеток в крови лиц, привитых против чумы

Table 3. The relative content of T-cell subpopulations in the blood of persons vaccinated against the plague

Группа

Group

Срок после вакцинации 
в месяцах

Term after vaccination 
in months

Исследуемый показатель, % (M±m)

The indicator studied, % (M±m)

Th (CD4+) Tcyt (CD8+)
T-клетки (СD3+)

T-cells (CD3+)

I

0 34,004±3,1 30,89±2,31 68,58±4,12

1 43,308±3,04* 25,502±1,52 70,98±3,9

6 35,73±5,57 24,92±2,91 64,32±5,18

II

0 40,64±0,89 26,46±0,84 70,347±1,23

1 44,59±0,96* 27,83±1,46 72,66±2,05**

6 39,01±0,99 29,31±0,85 66,87±1,0

III

0 38,85±1,61 26,41±1,4 68,07±1,78

1 43,43±1,43* 24,55±1,34 71,32±1,76**

6 37,507±1,8 23,825±2,35 62,51±1,99

IV 0 33,06±2,8 29,76±2,03 67,43±3,74
Референтные границы нормы 
от производителя моноклональных антител

Reference norm limits from the manufacturer 
of monoclonal antibodies

35–50 25–35 58–85

Примечания. I — впервые вакцинированные; II — однократно ревакцинированные; III — многократно ревакцинированные; IV — группа 
сравнения (не вакцинированные ВЧЖ); * — достоверность по сравнению с аналогичным показателем в группе сравнения; ** — достоверность 
по сравнению с аналогичным показателем в I группе (p < 0,05).
Notes. I — for the first time vaccinated; II — once-revaccinated; III — repeatedly revaccinated; IV — comparison group (not vaccinated); * — reliability 
compared to the same indicator in the comparison group; ** — reliability compared to the same indicator in group I (p < 0.05).
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дукции IL-4 в более поздний срок иммунного 

ответа (6 месяцев). Возможно, это обусловлено 

их однонаправленным характером стимуляции 

гуморального иммунитета или особенностями 

влияния на подавление активности провоспали-

тельных цитокинов макрофагами для поддержа-

ния нормального баланса регуляции воспали-

тельных процессов у здорового человека. Кроме 

того, IL-10 является ингибитором пролифера-

ции Т-лимфоцитов, вызываемой аллергеном или 

митогеном в культуре мононуклеарных клеток, 

ингибирует синтез цитокинов моноцитами, вы-

зывает дифференцировку В-лимфоцитов в плаз-

матические клетки, подавляет синтез воспали-

тельных цитокинов [4].

Повышение ИС Th1- (IFNγ, IL-2), Th2- (IL-4, 

IL-10), Th17-ассоциированных цитокинов (IL-

17), провоспалительного цитокина TNFα сви-

детельствует об увеличении резервных функ-

циональных возможностей клеток иммунной 

системы в ответ на ВЧЖ. Общим для IL-1β, IL-6 

и IL-18 было отсутствие подъема ИС, что, веро-

ятно, связано с общей направленностью их био-

логических функций [1].

Изначально высокие уровни IL-18, IL-1β 

и IL-4 до прививки ВЧЖ связаны как с про-, так 

и противовоспалительной активностью IL-18. 

Известно о плейотропных эффектах IL-18 в от-

ношении многих типов клеток и его влиянии 

на секрецию различных по своей функциональ-

ной направленности медиаторов. Есть данные 

о стимулирующем действии IL-18 на продукцию 

провоспалительного IL-1β и противовоспали-

тельного IL-4 [13].

Отличие в реакции иммуноглобулинов 

на первичное и повторное применение ВЧЖ, об-

условленно более быстрым повышением уровня 

IgG. Эффекторные функции антител связаны 

с особенностями Fc-фрагментов и поэтому раз-

личаются у разных классов и подклассов им-

муноглобулинов. На мембранах многих клеток, 

особенно лейкоцитов, экспрессированы рецеп-

торы для Fc-фрагментов иммуноглобулинов — 

FcR [12]. Многие цитокины, такие как IFNγ, 

G-CSF, TGFβ, стимулируют экспрессию и функ-

ции FcγR, а IL-4, TNFα — угнетают. Таким обра-

зом, повышение количества общих иммуногло-

булинов после ревакцинации свидетельствует 

об адекватном иммунном ответе на специфи-

ческую стимуляцию, сопровождающуюся вы-

работкой антител, что указывает на развитие 

гуморального ответа в ответ на ВЧЖ. Наличие 

множественных корреляционных зависимостей 

между концентрацией в крови ряда цитокинов 

и иммуноглобулинов (IFNγ, IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-8, IgG, IgМ, IgА) свидетельствует о развитии 

не только клеточного, но и гуморального им-

мунного ответа на ВЧЖ.

Согласно существующему представлению, 

тип иммунного ответа может быть классифи-

цирован на основании продуцируемых специ-

фическими клетками Т-хелперами цитокинов. 

T-хелперы 1 класса (Тh-1) продуцируют IL-2, 

IFNγ и координируют клеточный иммунный 

ответ. Т-хелперы 2 (Th-2) класса координируют, 

в основном, гуморальный иммунный ответ, про-

дуцируя IL-4, IL-10, IL-13 и другие цитокины 

[11]. Увеличение продукции IFNγ в ответ на вак-

цинацию свидетельствует о повышении актив-

ности Тh1-клеток и активации клеточного звена 

противочумного иммунитета.

В ранее проведенных нами исследованиях 

были выявлены наиболее информативные ци-

токины-маркеры (IFNγ и TNFα) для оценки 

уровня противочумного клеточного иммунного 

ответа [3]. Опираясь на данные настоящего ис-

следования к вышеперечисленным цитокинам 

можно отнести и IL-4. Именно эти цитокины 

(IFNγ, TNFα, IL-4) имеют наибольшее активи-

рующее действие на иммунный ответ, корре-

лируя между собой, с концентрациями других 

цитокинов, иммуноглобулинов, Т-клетками. 

IFNγ является важнейшим провоспалительным 

цитокином, продукция которого ассоциирова-

на с активированными Т-лимфоцитами и на-

туральными киллерами (CD16+). TNFα считают 

одним из наиболее важных факторов защиты 

хозяина, ранним источником которого явля-

ются макрофаги, нейтрофилы и дендритные 

клетки. Основная функция IL-4 — это контроль 

пролиферации, дифференцировки и функций 

В-лимфоцитов, то есть антительного ответа.

Большинство из известных на сегодняшний 

день цитокинов ассоциированы с Т-клетками 

и другими клеточными типами (гранулоцитами, 

макрофагами, фибробластами, В-клетками). 

Продукция основной части цитокинов начина-

ется после антигенной или митогенной стимуля-

ции Т-клеток и является, таким образом, одним 

из показателей функциональной зрелости этих 

клеток. Однако некоторые цитокины продуци-

руются и наивными Т-клетками. Увеличение 

относительного количества CD4+ лимфоци-

тов у всех обследованных респондентов в ответ 

на прививку может свидетельствовать об акти-

вации хелперной популяции лимфоцитов, что 

согласуется с данными ранее проведенных ис-

следований, отметивших значимое повышение 

Тh1-лимфоцитов — клеток иммунологической 

памяти (CD45+CD4+CD62L–CD45RA–CD45RO+) 

на ВЧЖ [2].

Наличие корреляционных взаимосвязей 

между IL-1β, IL-4, CD4+, CD8+, CD3+ указывает 

на формирование как провоспалительной, так 

и противовоспалительной составляющей при 

развитии противочумного иммунного ответа. 

Известно, что IL-1β является главным медиато-

ром развития местной воспалительной реакции 

и острофазового ответа на уровне организма при 

вакцинации [10]. Кроме того, IL-1β, продуцируе-

мый нейтрофилами, макрофагами, естественны-

ми киллерами, стимулирует врожденное звено 
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иммунитета, воздействуя на функциональную 

активность Т- и В-лимфоцитов. IL-4 является 

основным фактором в определении дифферен-

цировки стимулированных антигеном наивных 

CD4+ Т-клеток в Тh2 [15]. Отсутствие взаимос-

вязей между количеством иммуноглобулинов 

и Т-клетками доказывает ведущую роль клеточ-

ного звена иммунной системы в формировании 

и реализации противочумного иммунитета.

Таким образом, характер выявленных взаи-

мосвязей между рядом цитокинов, иммуногло-

булинов и субпопуляциями Т-лимфоцитов сви-

детельствует об информативности применения 

корреляционного анализа для характеристики 

формирования поствакцинального противо-

чумного иммунитета и оценки уровня иммуно-

логической эффективности (фактической при-

витости) ВЧЖ.
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ОЦЕНКА ЧАСТОТЫ И УСЛОВИЙ 

ИНФИЦИРОВАНИЯ ВИРУСАМИ ТТV И HGV 

У ДЕТЕЙ С ВПЕРВЫЕ УСТАНОВЛЕННЫМ 

ОСТРЫМ ЛИМФОБЛАСТНЫМ ЛЕЙКОЗОМ 

НА РАЗНЫХ ЭТАПАХ ЛЕЧЕНИЯ

Л.Ю. Послова1,2, А.Б. Алексеев2, А.В. Сергеева1, О.В. Ковалишена1, В.В. Шкарин1, 

Н.Е. Сенягина1, Н.Ф. Бруснигина3, Т.Ю. Бутина3

1 ФГБОУ ВО Приволжский исследовательский медицинский университет МЗ РФ, Нижний Новгород, Россия
2 ГБУЗ Нижегородская областная детская клиническая больница, Нижний Новгород, Россия
3 ФБУН Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, 

Нижний Новгород, Россия

Резюме. В настоящее время исследователи предполагают участие TTV и HGV в формировании различных 

острых и хронических процессов (заболеваний печени, дыхательных путей, онкологических, болезней крови, 

гематологических нарушений и др.). Распространению HGV- и TTV-инфекций способствует использование 

инфицированной крови и ее продуктов. Изучение роли HGV и TTV в этиологической структуре поражения 

печени у детей с острым лимфобластным лейкозом, взаимосвязи данных инфекций с развитием токсического 

поражения печени на фоне проводимой терапии представляет особый интерес. Целью настоящего исследо-

вания явилась оценка внутрибольничного инфицирования вирусами HGV и TTV и их возможного влияния 

на частоту и тяжесть поражения печени у детей с острым лимфобластным лейкозом. Основанием для про-

ведения исследования на НGV- и TTV-инфекции среди больных с острым лимфобластным лейкозом было 

выявление у детей гепатитов неясной этиологии при исключении вирусных гепатитов В и С. Объектами ис-

следования являлись пациенты гематологического отделения и препараты донорской крови, перелитые в пе-

риод лечения. Было обследовано 99 пациентов, 286 образцов различных препаратов крови. Использовался 

комплекс методов: эпидемиологические методы исследования (ретроспективный и оперативный эпидемио-

логический анализ, метод проспективного наблюдения), микробиологический мониторинг, метод иммуно-

ферментного анализа, метод полимеразной цепной реакции, метод вариационной статистики. За 6-летний 

период наблюдения выявлен 51 ребенок с впервые установленным диагнозом «Острый лимфобластный лей-

коз», с преобладанием детей в возрасте от 2-х до 4-х лет (47,1%). При обследовании в динамике в соответствии 

с установленными периодами, связанными с этапами специфического лечения, количество детей с острым 

лимфобластным лейкозом, инфицированных HGV, в процессе лечения неуклонно нарастало с 9,8% (15 день 

лечения) до 45,1% (на этапе поддерживающей терапии). На фоне лечения в 100% случаев отмечалось инфици-
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рование вирусом TTV изначально ДНК TTV-негативных пациентов, при этом у данной категории детей ча-

стота выявления TTV-инфекции в динамике достоверно нарастала. Таким образом, в процессе исследования 

было установлено, что 48% детей с острым лимфобластным лейкозом были инфицированы HGV и 77% детей 

инфицированы TTV на начальном этапе лечения (период индукции ремиссии), и в это же время больные 

получали максимальную парентеральную, в том числе гемотрансфузионную терапию. Проведены исследова-

ния препаратов донорской крови выявили наличие РНК НGV в 6,6±1,46%, а ДНК TTV — в 19,3±2,9% случаев.

Ключевые слова: вирусные гепатиты, HGV, ТТV, острый лимфобластный лейкоз, посттрансфузионный гепатит, 

токсическое поражение печени, препараты крови.

TREATMENT PHASE-SPECIFIC FREQUENCY AND CONDITIONS FOR DEVELOPING ТТV AND HGV 

INFECTION IN CHILDREN WITH NEW ONSET ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA

Poslova L.Yu.а,b, Alekseev A.B.b, Sergeeva A.V.a, Kovalishena O.V.a, Shkarin V.V.a, Senagina N.E.a, 

Brusnigina N.F.c, Butina T.Yu.c

a Privolzhsky Research Medical University, Ministry of Health Care of the Russian Federation, Nizhny Novgorod, 

Russian Federation
b Nizhny Novgorod Regional Children’s Clinical Hospital, Nizhny Novgorod, Russian Federation
c Nizhny Novgorod Scientific and Research Institute of Epidemiology and Microbiology named after Academician I.N. Blokhina, 

Federal Service on Surveillance for Consumer Rights Protection and Human Welfare (Rospotrebnadzor), Nizhny Novgorod, 

Russian Federation

Abstract. Currently, it is believed that TTV and HGV display multifaceted activities in developing diverse acute and 

chronic processes (disorders affecting the liver, respiratory tract, hematopoiesis oncology diseases etc.). Transfusion 

of contaminated blood and its components contribute in transmission of HGV and TTV infections. In connection with 

this, examining a role for HGV and TTV in etiological structure of pediatric liver damage in acute lymphoblastic leuke-

mia (ALL) as well as their relation to developing toxic liver damage against during ongoing therapy is of special interest. 

Our study was aimed at assessing hospital-acquired HGV and TTV infection and its potential effect on the incidence 

rate and liver damage intensity in children with acute lymphoblastic leukemia. A rationale for the current study was 

previously verified hepatitis of unknown etiology excluding viral hepatitis B and C in such patients. In the study, there 

were examined 99 patients stayed at the Department of Hematology as well as 286 samples from diverse donor blood-

derived products. The data obtained were examined by using epidemiological methods (retrospective and near real-time 

epidemiological analysis, prospective observation), microbiological monitoring, ELISA, PCR followed by analyzing 

with variation statistics methods. It was found that 51 children, mainly aged 2–4 years (47.1%), were diagnosed with 

new onset acute lymphoblastic leukemia during a six-year follow-up study. Treatment phase-specific dynamic investi-

gation demonstrated a progressive increase in frequency of HGV-infected ALL patients from 9.8% (day 15 of therapy) 

up to 45.1% (maintenance therapy). Moreover, a therapeutic intervention was associated with TTV infection detected 

in 100% cases in baseline TTV DNA-negative patients 100%, and its rate was significantly increased. Thus, our study 

allowed to demonstrate that 48% and 77% ALL pediatric patients were infected HGV and TTV, respectively, at initial 

treatment phase (remission induction), that was paralleled with administering the maximum-dose parenteral therapy, 

including transfusion therapy. Finally, assessing blood donor-derived preparations allowed to detect HGV RNA and 

TTV DNA in 6.6±1.46% and 19.3±2.9% cases, respectively.

Key words: viral hepatitis, HGV, ТТV, acute lymphoblastic leukemia, posttransfusional hepatitis, post-transfusion hepatitis, toxic liver 

damage, blood products.

Введение

Многими исследователями установлено, что 

вирус гепатита G (HGV) и вирус TTV (передаю-

щийся при переливании «transfusion transmitted 

virus») связаны с возникновением инфекций 

с парентеральной передачей возбудителя [2, 4, 

5, 11, 12, 14].

Частота обнаружения РНК HGV в популя-

ции в среднем составляет 1,7% [5]. Частота ре-

гистрации посттрансфузионного G-гепатита 

невелика — 4%. В России среди доноров крови 

РНК НGV выявлялась в 2–11%, также вирусы 

обнаруживали в факторе VIII и IX, анти-D им-

муноглобулине и иммуноглобулине для вну-

тривенного введения. Было установлено более 

частое выявление HGV среди доноров плазмы 

для плазмафереза (от 24 до 57%). Среди доноров 

крови анти-Е2 определялись в 2–3 раза чаще, 

чем РНК НGV [7].

TTV широко распространены в человечес-

кой популяции (до 95%) и с высокой частотой 

обнаруживаются в сыворотке крови и раз-

личных секретах у людей [4, 5, 8, 11]. В России 
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у доноров крови 8 различных городов вы-

являли ДНК TTV до 45–55% [5]. Результаты 

многочисленных исследований позволяют 

считать, что TTV передается при трансфузи-

ях крови, ее компонентов и трансплантации 

органов [13]. Это доказывается выявлением 

ДНК TTV в коммерческих препаратах крови, 

в концентратах, содержащих факторы сверты-

вания крови, в иммуноглобулинах для парен-

терального применения [12]; подтверждается 

идентификацией TTV у реципиентов крови. 

Определена строгая зависимость между ко-

личеством гемотрансфузий и наличием ТТV. 

Было показано, что TTV-инфекция статисти-

чески чаще регистрируется среди пациентов, 

которым ранее производились переливания 

крови (26,4%), по сравнению с теми, кто не по-

лучал гемотрансфузии (4,7%) [10]. ДНК ТТV 

выявляется среди больных гемофилией от 32 

до 75%, В-талассемией — до 93,5% [13]. Таким 

образом, распространению HGV- и TTV-

инфекций способствует использование инфи-

цированной крови и ее продуктов [2].

Исследователи полагают о многогранной по-

тенции ТТV в формировании различных острых 

и хронических процессов (заболеваний печени, 

дыхательных путей, онкологичес ких, болезней 

крови, гематологических нарушений и др.) [3, 6, 

8, 9, 11]. В исследованиях получены данные о ве-

роятной связи вируса TTV с заболеваниями си-

стемы кроветворения (апластическая анемия, 

острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) и др.) 

[1]. В специальном исследовании показано, что 

у здоровых детей частота идентификации TTV 

составила 94,1% (77% составили дети раннего 

возраста — до 1,5 лет), у больных гепатитом не-

установленной этиологии — 82,5% (88% школь-

ников), у больных ХГВ и С — 100% (дети в воз-

расте 4–16 лет составили 66%). Таким образом, 

у детей по существу обнаружена персистенция 

анелловирусов, поэтому дискутируется вопрос 

о роли TTV-инфекции в формировании различ-

ной патологии, в том числе печени [4].

Работы по изучению HGV- и TTV-инфекций 

у пациентов с тяжелыми гематологическими за-

болеваниями малочисленны. Данные контин-

генты больных в процессе лечения получают 

большую парентеральную нагрузку. Поэтому, 

очевидна необходимость изучения проблемы 

HGV- и TTV-гепатитов как внутрибольничных 

инфекций, проведения исследований для опре-

деления путей передачи вирусов HGV и TTV, 

в том числе у детей с ОЛЛ.

Целью исследования являлась оценка часто-

ты и условий инфицирования вирусами HGV 

и TTV у детей с впервые установленным ОЛЛ 

на разных этапах лечения с позиций риска вну-

трибольничного инфицирования и реализации 

парентерального пути передачи.

Задачи исследования:

1. Определить частоту выявления ДНК TTV 

и РНК HGV в крови у детей с ОЛЛ в дет-

ском гематологическом отделении на раз-

ных этапах лечения;

2. Изучить значимость парентерального пути 

передачи TTV- и HGV-инфекции у детей 

с ОЛЛ на этапах лечения.

Материалы и методы

Основанием для проведения исследования 

на НGV- и TTV-инфекции среди больных с ОЛЛ 

было выявление у данной категории пациентов 

гепатитов неясной этиологии при исключении 

вирусных гепатитов В и С. Объектами исследо-

вания являлись пациенты гематологического 

отделения с впервые установленным диагнозом 

ОЛЛ (51 ребенок в возрасте от 1 года до 16 лет) 

и препараты донорской крови, перелитые в пе-

риод лечения (286 проб).

По возрастно-половому составу наблюдае-

мых детей с ОЛЛ было примерно одинаковое 

количество девочек (53%) и мальчиков (47%); 

преобладали дети в возрасте от 2 до 4 лет — 

47,1%, пациенты до 2 лет, 5–9 лет, 10–13 лет, 

14 лет и старше составили, соответственно, 

15,7; 13,7; 9,8 и 13,7%, что соответствует дан-

ным литературы о возрастных особенностях 

заболевае мости ОЛЛ среди детей.

Использовался комплекс методов исследо-

вания: описательно-оценочные, эпидемиоло-

гические (ретроспективный и оперативный 

эпидемиологический анализ, метод проспек-

тивного наблюдения), микробиологические 

методы (иммуноферментный анализ (ИФА), 

полимеразная цепная реакция (ПЦР) в режи-

ме реального времени, биохимические методы, 

статистические методы (методы вариационной 

статистики).

Обследование детей с ОЛЛ проводилось 

в соответствии со стандартами медицинской 

помощи при данном заболевании. Диагноз ОЛЛ 

устанавливался на основании клинических 

и лабораторных данных согласно классифика-

ции ВОЗ от 1999 г. Для решения поставленных 

задач данного исследования пациенты наблю-

дались в различные фазы лечения ОЛЛ по про-

токолу ALL-МВ-2002/2008.

Комплексное исследование было организо-

вано по типу наблюдательного, проспективно-

го, сплошного клинического исследования.

1) Мониторинг маркеров вирусных гепати-

тов В, С и НGV, TTV — всем пациентам опре-

делялись: анти/HCV и HBsAg (методом ИФА); 

вирусы HCV, HBV и TTV, HGV (методом ПЦР) 

в определенные сроки:

а) при первичной госпитализации и впервые 

диагностированном ОЛЛ (до начала программ-
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ной терапии лейкоза, до первого переливания 

компонентов крови, до начала инфузионной те-

рапии);

б) в динамике на разных этапах лечения — 

в сроки, соответствующие основным этапам 

протоколов МВ-ALL-2002/2008:

 – на 15 день от начала лечения — этапа ин-

дукции ремиссии;

 – на 36 день этапа индукции ремиссии;

 – на 7–14 неделях (1,5–3,5 месяц) лечения — 

этап консолидация I;

 – на 15–22 неделях (5–6 месяц) — этап кон-

солидация II;

 – на 23–30 неделях (7–8 месяц) — этап кон-

солидация III;

 – на 31–104 неделях (8–24 месяц) — этап 

поддерживающей терапии.

РНК HGV, РНК HCV и ДНК TTV в сыворот-

ке крови определялись методом ПЦР, сопря-

женной с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) 

c детекцией продуктов ПЦР в реальном време-

ни с использованием тест-систем «АмплиСенс® 

HGV-EPh», «Амплисенс® HCV-1/2/3» (ФГУН 

ЦНИИЭ, Москва), набор «ПОЛИГЕП TTV–

КТ» (ООО НПФ «Литех», Москва). Определение 

маркеров вирусных гепатитов В и С прово-

дилось методом ИФА c использованием тест-

систем производства НПО «Диагностические 

системы» (Нижний Новгород).

2) Создавался банк донорской крови: по-

сле переливания препаратов крови пациентам, 

включенным в исследование, проводился отбор 

донорской крови (в количестве 1 мл) — при каж-

дой гемотрансфузии (в пробирки «эппендорф»), 

которые хранились в условиях морозильной ка-

меры (DERBY D-LT при температуре –40°С). 

Пробы донорской крови от каждого конкретно-

го пациента отбирались в период с начала пер-

вой гемотрансфузии и до получения положи-

тельного результаты на HGV или TTV.

Статистическую обработка результатов про-

водили при помощи программы STATISTICA 

ver. 10. Для средних величин рассчитано стан-

дартное отклонение; оценку средней и ее точ-

ность проводили с помощью 95% доверительно-

го интервала (ДИ).

Результаты

По результатам обследования детей с впер-

вые установленным ОЛЛ маркеры вирусных ге-

патитов В и С (HBsAg, анти-HCV — в ИФА, РНК 

HCV и ДНК HBV — методом ПЦР) не были вы-

явлены ни у одного из наблюдаемых пациентов 

на всех этапах (при первичной госпитализации 

и на последующих этапах лечения). Также при 

первичном обследовании больных с ОЛЛ уста-

новлено, что на момент поступления в стацио-

нар РНК HGV в крови не выявлена ни у одного 

пациента. Однако при обследовании в дина-

мике в соответствии с установленными пери-

одами, связанными с этапами специфического 

лечения, количество детей с ОЛЛ, инфициро-

ванных HGV, в процессе лечения неуклонно 

нарастало. Так, на 15 день от начала лечения 

(этап индукции ремиссии) РНК HGV выявле-

на у 5 пациентов из 51 (9,8% [95% ДИ: 5,6–14,0]), 

что достоверно чаще, чем при первичном обсле-

довании (р = 0,025). На 36 день этапа индукции 

ремиссии РНК HGV обнаружена у 11 пациентов 

из 51 (21,6% [95% ДИ: 15,8–27,4]), что также до-

стоверно чаще, чем при предыдущем обследо-

вании (р = 0,006). На этапах консолидации I, II, 

III и на этапе поддерживающей терапии также 

отмечался рост показателей без достоверных 

отличий (рис. 1).

Таким образом, 45,1% детей с ОЛЛ инфици-

ровались HGV внутрибольнично — во время 

нахождения в стационаре и получения различ-

ных лечебно-диагностических манипуляций, 

причем 60% из них — в первые 3 месяца лечения 

(2 этапа индукции ремиссии и этап консолида-

ции I) во время максимальных парентеральных 

нагрузок (рис. 1).

Рисунок 1. Частота выявления РНК HGV 

среди детей с ОЛЛ на различных этапах 

лечения на 100 обследованных детей: 

нарастающий итог

Figure 1. Treatment phase-dependent frequency 
of HGV RNA detection in pediatric ALL patients (per 100 
pediatric ALL patients): a progressive total
Примечания. * — достоверность различий 
с предыдущими показателями, р = 0,025; 
** — достоверность различий с предыдущими 
показателями, р = 0,006.
Notes. * — significant difference between preceding vs. 
subsequent time points, p = 0.025; ** — significant difference 
between preceding vs. subsequent time points, p = 0.006.
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При мониторинге наличия HGV-виремии 

среди наблюдаемых детей установлено, что 

РНК HGV в крови после первичного выявления 

продолжала стойко выявляться у всех инфици-

рованных пациентов.

По результатам проведенного лабораторно-

го обследования в зависимости от отсутствия 

или наличия РНК НGV в крови пациенты были 

разделены на 2 группы: 1 группа — не инфи-

цированные HGV исходно до начала терапии 

и не инфицированные HGV на этапах лече-

ния — 28 детей (55%); 2 группа — не инфициро-

ванные HGV исходно до начала терапии и ин-

фицированные HGV в дальнейшем на разных 

этапах лечения — 23 ребенка (45%).

В ходе изучения частоты выявления TTV-

инфицирования у детей с впервые установлен-

ным ОЛЛ было определено, что на момент по-

ступления в стационар ДНК TTV в крови выяв-

лена у 74,5% обследованных пациентов (n = 38), 

и TTV-виремия стойко сохранялась на протя-

жении всего периода наблюдения. Установлено, 

что в ходе лечения инфицированность возрас-

тала и по итогу в 100% случаев отмечалось ин-

фицирование вирусом TTV изначально ДНК 

TTV-негативных пациентов. Так, до начала ле-

чения ДНК TTV в крови выявлена у 74,5% [95% 

ДИ: 68,4–80,6] (38 из 51) человек (р1–3 = 0,009), 

на 15-й день лечения — у 88,2% [95% ДИ: 83,68–

92,7] (45 из 51) детей, на 36-й день лечения 

у 94,1% [95% ДИ: 90,8–97,4] (48 из 51) на этапе 

консолидации I — в 98,0% [95% ДИ: 96,0–100,0] 

(50 из 51) случаев (р1–4 = 0,001). На этапах кон-

солидаций II, III и поддерживающей терапии 

ДНК TTV в крови была выявлена у всех (100%) 

детей (рис. 2).

Таким образом, среди детей, страдающих 

ОЛЛ, большинство (74,5% [95% ДИ: 68,4–80,6]) 

инфицированы вирусом TTV уже до начала те-

рапии. В процессе проводимой терапии виру-

сом TTV инфицируется внутрибольнично 100% 

изначально неинфицированных детей с ОЛЛ, 

что составляет 25,5% всех пациентов с впервые 

установленным ОЛЛ. Из инфицированных по-

сле начала лечения в 77% [95% ДИ: 71,1–82,9] 

случаев заражение происходило на ранних эта-

пах лечения (индукции ремиссии).

В результате сравнительного анализа было 

показано, что инфицирование HGV происходи-

ло в 1,8 раз чаще, чем инфицирование TTV (45,1% 

против 25,5%) на фоне высокого процента инфи-

цирования TTV (74,5%) до начала лечения.

Трансфузионная терапия является важней-

шей составной частью сопроводительной те-

рапии ОЛЛ, позволяющей избежать тяжелых 

осложнений, в том числе угнетения костномоз-

гового кровообразования. Анализ гемотранс-

фузионной терапии у детей с ОЛЛ показал, что 

трансфузии клеточных (эритроцитарные сре-

ды — отмытые, размороженные, фильтрован-

ные; тромбоцитная масса — нативная, разморо-

женная, фильтрованная) и бесклеточных (свеже-

замороженная плазма, альбумин) компонентов 

и препаратов крови проводились у каждого из 51 

наблюдаемого ребенка (100%) в различные сро-

ки лечения. При этом лейкоцитная масса не пе-

реливалась ни одному больному. На начальном 

этапе лечения (индукции ремиссии) проводи-

лось максимальное количество гемотрансфузий 

как эритроцитарных сред (89%), так и тромбо-

цитной массы (98,3%). В то же время среди всех 

гемотрансфузий переливания тромбоцитной 

массы составили 83%, что 5,7 раз больше по ко-

личеству перелитых доз на 1 больного по сравне-

нию с эритроцитарными средами. Таким обра-

зом, основным гемотрансфузионным препара-

том являлась тромбоцитная масса (рис. 3).

На начальном этапе лечения (индукции ре-

миссии) также проводилось максимальное ко-

личество трансфузий как свежезамороженной 

плазмы (96,8%), так и альбумина (71,4%).

Таким образом, при анализе гемотрансфу-

зионной терапии отмечено, что максимальное 

количество трансфузий клеточных и бескле-

точных компонентов крови осуществлялось 

на начальном этапе лечения (индукции ре-

Рисунок 2. Частота выявления ДНК ТТV среди 

детей с ОЛЛ на разных этапах лечения (%): 

нарастающий итог

Figure 2. Treatment phase-dependent frequency of TTV 
DNA detection in pediatric ALL patients (percentage): 
a progressive total
Примечания. * — достоверность различий между 
этапами, р(1) — (3), = 0,009; ** — достоверность различий 
между группами, р(1) — (4) = 0,001; *** — достоверность 
различий между группами, р(1) — (5) = 0,0002.
Notes. * — significant difference between treatment phases, 
p (1) — (3), = 0.009; ** — significant difference between 
groups, p (1) — (4) = 0.001; *** — significant difference 
between groups, p (1) — (5) = 0.0002.
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миссии). Начиная с этапа консолидации I и II, 

трансфузионная нагрузка значительно снижа-

лась, на этапах консолидации III и поддержи-

вающей терапии эпизоды трансфузий являлись 

единичными и касались только эритроцитар-

ных сред.

Был проведен анализ частоты инфициро-

вания больных с ОЛЛ вирусами HGV и TTV 

в сопоставлении с гемотрансфузионной на-

грузкой. Учитывая, что наибольшее число де-

тей с ОЛЛ были инфицированы на начальном 

этапе лечения — в период индукции ремиссии 

(48% детей были инфицированы HGV и 77% 

детей — TTV), когда пациенты получали мак-

симальную парентеральную, в том числе ге-

мотрансфузионную терапию, гемотрансфузии 

могут быть факторами передачи вирусов HGV 

и TTV.

В соответствии с задачами исследования 

осуществляли отбор проб препаратов донор-

ской крови и проводили выборочные лабора-

торные исследования донорских препаратов 

(на наличие РНК НGV и ДНК TTV методом 

ПЦР), перелитых ранее не инфицированным 

пациентам с ОЛЛ, у которых в последующем 

были выявлены TTV и HGV.

Получены следующие результаты: из иссле-

дованных 286 проб РНК НGV определена в 19 

(6,6±1,46%); из 187 проб ДНК TTV установлена 

в 36 (19,3±2,9%); в двух пробах выявлены НGV + 

TTV (0,4%). Более подробные данные представ-

лены в таблице 1.

Таким образом, в результате выборочных ис-

следований препаратов донорской крови было 

выявлено 9 больных с ОЛЛ, инфицированных 

в период лечения вирусами НGV и TTV, когда 

пациентам было перелито от 1 до 11 доз препа-

ратов, содержащих вирусы. Данные результаты 

подтверждают факт внутрибольничного инфи-

цирования вирусами НGV и TTV парентераль-

ным (гемотрансфузионным) путем.

Рисунок 3. Динамика трансфузий 

клеточных компонентов крови (эритроцитов 

и тромбоцитов) на разных этапах терапии ОЛЛ 

(в абсолютных цифрах)

Figure 3. Treatment phase-dependent transfusion 
of cellular blood components (erythrocytes and 
platelets) in pediatric ALL patients (absolute numbers)

Таблица. Сведения об инфицировании пациентов с ОЛЛ в период лечения и препаратах 

донорской крови

Table. Treatment phase-related rate of HGV and TTV detection in ALL patients and donor blood-derived preparations

№ пациента

Patient number

Инфицирование 
в период лечения

Infection during 
treatment period

Количество 
перелитых 

препаратов крови

Number of blood 
products transfused

Инфицировано препаратов крови 
(при выборочном исследовании)

Number of infected blood products 
(randomly selected)

НGV TTV НGV + TTV

1 НGV 63 5 –

2 НGV 53 2 1

3 НGV 59 1 2

4 НGV+TTV 126 4 11 1

5 НGV+TTV 25 – 4

6 НGV 50 2 4

7 НGV+TTV 94 2 11 1

8 НGV+TTV 30 1 –

9 НGV+TTV 15 – 1

Всего/Total 17 34 2
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Учитывая, что каждый ребенок с ОЛЛ в про-

цессе лечения болезни на фоне большой па-

рентеральной нагрузки получает от несколько 

десятков до сотен доз препаратов донорской 

крови, в том числе содержащих НGV и TTV, 

необходимо изучать вопрос о тестировании до-

норских препаратов на вирусы.

В результате проведенного исследования 

проведена комплексная оценка внутриболь-

ничного инфицирования вирусами HGV и TTV 

и их возможное влияние на частоту и тяжесть 

поражения печени у детей с острым лимфо-

бластным лейкозом. Установлено, что у 51 

ребенка был зарегистрирован диагноз ОЛЛ. 

Группой риска были дети в возрасте от 2 до 4 лет 

(47,1%). При обследовании в динамике в соот-

ветствии с установленными периодами, связан-

ными с этапами специфического лечения, ко-

личество детей с ОЛЛ, инфицированных HGV, 

в процессе лечения неуклонно нарастало с 9,8% 

(15 день лечения) до 45,1% (на этапе поддержи-

вающей терапии). На фоне лечения в 100% слу-

чаев отмечалось инфицирование вирусом TTV 

изначально ДНК TTV-негативных пациентов, 

при этом у данной категории детей частота вы-

явления TTV-инфекции в динамике достовер-

но нарастала.

Таким образом, в процессе исследования 

было установлено, что 48% детей с острым лим-

фобластным лейкозом были инфицированы 

HGV и 77% детей инфицированы TTV на на-

чальном этапе лечения (период индукции ре-

миссии), и в это же время больные получали 

максимальную парентеральную, в том числе 

гемотрансфузионную, терапию. Проведены ис-

следования препаратов донорской крови вы-

явили наличие РНК НGV в 6,6±1,46%, а ДНК 

TTV — в 19,3 ±2,9% случаев.

Выводы

1. Дети с ОЛЛ были инфицированы HGV 

(48%) и TTV (77%).

2. В процессе терапии ОЛЛ каждый ребенок 

был инфицирован TTV и каждый второй 

ребенок — HGV.

3. Трансфузии компонентов крови являют-

ся факторами инфицирования вирусами 

TTV и HGV.

4. Введение тестирования препаратов до-

норской крови на наличие вирусов HGV 

и TTV является необходимым элементов 

в системе эпидемиологического надзора 

за парентеральными гепатитами.
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КРОВЕПАРАЗИТАРНАЯ ИНФЕКЦИЯ 

КАК ПРИЧИНА ВОЗНИКНОВЕНИЯ 

ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ 

И ДОБРОКАЧЕСТВЕННЫХ ОБРАЗОВАНИЙ 

ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА

А.В. Терлецкий, Л.Г. Ахмерова, Е.В. Евтушенко

Институт молекулярной и клеточной биологии СО РАН, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Исследования архивного цитологического материала, полученного врачами цитологами за ряд лет 

в ходе выполнения тонкоигольной аспирационной пункционной биопсии при аутоиммунном тиреоидите 

и доброкачественных образованиях щитовидной железы человека (киста и зоб), позволили обнаружить одно-

временное присутствие в разных сочетаниях патоморфологических признаков обоих состояний в препаратах 

долей щитовидной железы. В этой связи возник вопрос о возможной общей этиологии вышеуказанных про-

цессов. Исследованиями цитологического материала при аутоиммунном тиреоидите и доброкачественных 

образований щитовидной железы человека (киста и зоб), окрашенных изначально в медицинских лаборато-

риях по Романовскому–Гимзе, выявлена гемоспоридийная (кровепаразитарная) инфекция. В процессе дли-

тельного детального изучения мазков с цитологическим материалом удалось проследить эволюцию развития 

гемоспоридий в тироцитах щитовидной железы. Для уточнения локализации ДНК тироцитов и гемоспори-

дийной инфекции после изучения всего массива мазков было решено окрасить (перекрасить) выборочный 

ряд оригинальных архивных мазков реактивом Шиффа по Фельгену. Метод окрашивания мазков по Рома-

новскому–Гимзе является адсорбционным, что позволило повторно использовать эти же мазки для окраски 

реактивом Шиффа по Фельгену, где краситель фуксин после гидролиза ДНК соляной кислотой встраивается 

в ДНК и окрашивает ее в малиново-сиреневый цвет. Окрашивание ДНК по Фельгену позволило в «медузо-

подобных» структурах из содержимого кист, являющихся, по всей вероятности, экзо эритроцитарной стади-

ей развития гемоспоридий, локализовать находящуюся в них и некоторых эритроцитах паразитарную ДНК. 

При аутоиммунном тиреоидите удалось локализовать ядерную ДНК тироцитов и паразитарную ДНК в виде 

точечных включений и диффузно распределенной в цитоплазме тироцитов, а также ДНК в эрит роцитах крови 

в виде ядер разных размеров, окрашенных в малиново-сиреневый цвет. При узловом зобе удалось локализо-

вать ядерную ДНК тироцитов, и ДНК гемоспоридий в виде точечных включений и диффузно распределенной 

в цитоплазме тироцитов. ДНК гемоспоридий в эритроцитах крови проявилась в виде ядер разных размеров, 

окрашенных в малиново-сиреневый цвет, неокрашенная протоплазма кровепаразитарной инфекции выявля-

лась виде светлой полосы вокруг ядер в эритроцитах. Ядерный материал гемоспоридий в эритроцитах был раз-
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ных размеров, что может свидетельствовать о разных видах и/или генерациях возбудителя. Внутриклеточное 

развитие гемоспоридийной инфекции при зобе в тироцитах приводит к выраженной гиперплазии цитоплаз-

мы и ее вакуолизации, ядра тироцитов при этом деформируются, вакуолизируются, уменьшаются в размерах 

и деградируют (c высокой вероятностью мутаций и делеций в ДНК), достигая преднеопластического уровня.

Ключевые слова: киста щитовидной железы, аутоиммунный тиреоидит, узловой зоб, кровепаразитарная 

(гемоспоридийная) инфекция.

BLOOD PARASITE INFECTION CAUSING INFLAMMATORY REACTIONS AND BENIGN FORMATIONS 

IN HUMAN THYROID GLAND

Terletsky A.V., Akhmerova L.G., Evtushenko E.V.

Institute of Molecular and Cellular Biology of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian 

Federation

Abstract. A retrospective examining of cytology specimens obtained and verified by a fine-needle aspiration biopsy from 

patients with autoimmune thyroiditis and benign thyroid gland (cyst and goiter) formations allowed to note that in thyroid 

lobes they coincided in various combinations, thus rising a question about their potential etiological relation. In particular, 

a hemosporidian (blood parasitic) infection was found while analyzing cytology specimens from patients with autoim-

mune thyroiditis and benign thyroid gland (cyst and goiter) tumors pre- stained by Romanowsky–Giemsa dye. An evolu-

tion of developing intra-thyrocyte hemosporidia was tracked during a long-term detailed analysis of cytology specimens 

noted above. A panel of select specimens was stained (re-stained) with Schiff reagent according to the Feulgen method 

to clarify position of thyrocyte DNA and hemosporidian pathogens. Owing to an absorption approach, Romanovsky-

Giemsa method allowed to repeatedly use specimens pre-stained with Schiff reagent according to the Feulgen method, 

wherein fuchsine was incorporated into DNA molecules after they were hydrolyzed by hydrochloric acid to stain speci-

mens into magenta-lilac color. It allowed to identify a parasitic DNA inside developing hemosporidia most probably at 

exoerythrocytic stage and some erythrocytes cyst-based medusiform structures. Such technique used to stain specimens 

from patients with autoimmune thyroiditis allowed to localize the thyrocyte nuclear DNA as well as punctate and diffuse 

cytoplasmic inclusions of parasitic DNA, including magenta-lilac nuclei of different sizes inside erythrocytes. Thyrocyte 

nuclear DNA as well as punctate and diffuse hemosporidian DNA were distinguished in nodular goiter. Moreover, he-

mosporidian DNA was identified in a form of magenta-lilac multi-size nuclei inside erythrocytes. In contrast, unstained 

hemosporidian protoplasm was revealed as light-colored band around erythrocyte nuclei. The intra-erythrocyte nuclear 

hemosporidian material of different sizes may evidence about various species and/or pathogen generations. Intra-thyro-

cyte development of hemosporidian infection in patients with goiter results in marked cytoplasmic hyperplasia and its 

vacuolization associated with thyrocyte nuclear deformation, vacuolization, decreased size and degradation (with highly 

probability of mutations and deletions), reaching a pre-neoplastic level.

Key words: autoimmune thyroiditis, cyst, nodular goiter, hemosporidian infection.

Введение

Cуществуют разные предположения о при-

чинах доброкачественных и злокачественных 

заболеваний щитовидной железы, однако до сих 

пор этиология остается невыясненной [12].

Настораживающими моментами для нас 

при исследовании документированного вра-

чами-цитологами архивного цитологического 

материала явились описания к мазкам с одно-

временным присутствием в долях щитовидной 

железы в разных сочетаниях аутоиммунного 

тиреоидита, кисты, узлового зоба, а также фол-

ликулярного, папиллярного и медуллярного 

раков. Невольно возник вопрос об их возмож-

ной этиологической взаимосвязи, как о «зве-

ньях одной цепи». На первом этапе исследова-

ния мы изучали только мазки с воспалитель-

ными и доброкачественными образованиями 

в щитовидной железе.

Ранее было показано, что в цитологических 

мазках после тонкоигольной аспирационной 

пункционной биопсии (ТАПБ) щитовидной 

железы в фолликулярном эпителии при неопу-

холевых процессах выявляли пигментирован-

ные тироциты, цитоплазма которых содержала 

мелкую пигментную зернистость (липофусцин, 

гемосидерин) [2]. Причина появления и нахож-

дения пигментной зернистости в тироцитах, 

к сожалению, не была объяснена. При этом 

объективно видимые включения в эритроцитах 

крови, попадающих при ТАПБ в мазок, врачи-

цитологи воспринимали как дефекты окраши-

вания мазков.

Данная информация послужила основанием 

провести на первом этапе наших исследований 

ретроспективное сравнительное микроскопи-

ческое исследование цитологического материа-

ла с конкретными диагнозами за 2007–2014 гг. 

(аутоиммунный тиреоидит, киста щитовидной 
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железы в сравнении с узловым зобом) с целью 

выяснения причины данных явлений.

По нашему предположению такое появление 

внутриклеточных пигментов крови в тироци-

тах могло быть следствием гемоспоридийной 

инфекции крови — ее шизогональной стадии.

Было отмечено, что в теле мерозоитов Babesia 

caballi депонируется белок гемоглобин, который 

используется, вероятнее всего, для питания 

в период нахождения паразита в плазме крови 

[25]. Не исключается присутствие гемоглобина 

в теле мерозоита и после внедрения в клетки па-

ренхиматозных органов.

Рутинное цитологическое исследование по-

сле ТАПБ проводят при 400-кратном увеличе-

нии (ок. 10, об. 40) и основное внимание обра-

щают на структурные изменения клеточного 

состава в ткани щитовидной железы, что явля-

ется основным в интерпретации и постановке 

диагноза. Для выявления внутриклеточных 

структур такого увеличения недостаточно.

Материалы и методы

В данном цитологическом исследовании 

мазков ТАПБ щитовидной железы был изучен 

материал, полученный от 5 человек с диагно-

зом «Киста», от 30 человек с аутоиммунным 

тиреоидитом (АИТ) и от 375 человек с узловым 

зобом (УЗ). Весь цитологический материал, 

подлежащий исследованию, изначально в усло-

виях медицинских лабораторий был окрашен 

по Романовскому–Гимзе.

Исследования мазков проводили на микро-

скопе Axiostar plus (Carl Zeiss) с иммерсией 

при увеличении микроскопа 1000 (Окуляр PL 

×10/18 ∞, объектив CP-ACHROMAT ×100/1.25 

oil, ∞/0.17). Фотографии делали камерой 

Olympus SP-310. Основное внимание обращали 

на внутриклеточные структуры в тироцитах 

и клетках крови.

Для уточнения локализации ДНК в тиро-

цитах после изучения всего массива мазков 

было решено окрасить ряд оригинальных ар-

хивных мазков после ТАПБ реактивом Шиффа 

по Фельгену. Реактив Шиффа — фуксинсер-

нистая кислота — является характерным ре-

активом на альдегиды. На свойстве реактива 

Шиффа взаимодействовать с альдегидными 

группами основана реакция Фельгена. В моле-

куле ДНК альдегидные группы связаны, их не-

обходимо предварительно освободить. При сла-

бом кислотном гидролизе нуклеиновых кислот 

(вследствие отщепления пуринов и пирими-

динов от дезоксирибозофосфата) появляются 

свободные альдегидные группы, образующие 

ярко окрашенный комплекс при взаимодей-

ствии с фуксином (реакция Фельгена). Реактив 

Шиффа окрашивает только ядра и хромосомы 

в красновато-фиолетовый цвет, цитоплазма 

остается совершенно неокрашенной. Реакция 

Фельгена указывает на присутствие ДНК, она 

может быть использована для констатации на-

личия или отсутствия ядер в клетках, их разме-

ров, формы, местоположения, а интенсивность 

окрашивания может дать косвенные представ-

ления о количественных изменениях ДНК.

В процессе гидролиза ДНК в течении 8 мин 

в 1 н. растворе соляной кислоты при температуре 

60°С в мазках, окрашенных по Романовскому–

Гимзе, основной краситель (метиленовая синь) 

отходил с мазков в раствор соляной кислоты, 

окрашивая его в синий цвет. Мазки промывали 

в дистиллированной воде, быстро ополаскива-

ли в холодном 1 н. растворе соляной кислоты 

и переносили в реактив Шиффа на 16 ч при тем-

пературе от 0 до 4°С (время экспозиции выбрано 

опытным путем). Не споласкивая, мазки после-

довательно помещали в три порции сернистой 

воды на 2 мин в каждую. Препараты промывали 

в дистиллированной воде по 10 мин и сушили 

на воздухе.

Такое перекрашивание оригинальных ар-

хивных мазков позволяет точно идентифици-

ровать место ядерной ДНК тироцитов и ДНК 

возможных внутриклеточных инфекций в ци-

топлазме тироцитов и в эритроцитах крови. 

Эритроциты, первоначально окрашенные эо-

зином, сохраняют свой цвет без изменения.

Результаты

В мазках из содержимого кист, окрашенных 

по Романовскому–Гимзе, были выявлены эри-

троциты и «медузоподобные» структуры синего 

цвета размером от 5 до 20 мкм и более. Другие 

эритроциты, окрашенные эозином в оранже-

вый цвет, содержали внутриклеточные (эндо-

глобулярные) включения (рис. 1, вклейка).

При АИТ (рис. 2–5, вклейка) и УЗ (рис. 6–13, 

вклейка) в фолликулярных клетках выявлена 

мелкая базофильная зернистость 0,1–1,0 мкм, 

свидетельствующая о кислом характере струк-

туры. В тироцитах удалось отследить эволюцию 

этой зернистости. В отдельных тироцитах может 

находиться от одного и более мелких включе-

ний до заполнения ими всей цитоплазмы клетки 

с приобретением ею шаровидной формы. В ци-

топлазме тироцитов можно увидеть крупные 

круглые образования (от 5 до 10 мкм) подобные 

шизогонии базофильно окрашенных включе-

ний. Мелкая базофильная зернистость при ми-

кроскопии отмечается не только в цитоплазме, 

но и на ядрах и внутри вакуолей ядер тироцитов. 

Из-за внутриклеточной базофильной зернистос-

ти цитоплазма клетки гиперплазируется, ее раз-

мер становится по сравнению с размером ядра 

больше в 15–25 раз. В клетках, цитоплазма кото-
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рых заполнена множественными базофильными 

включениями, не завершается цитокинез, поэто-

му в тироците может быть 2 и более ядер с выра-

женным полиморфизмом. В последую щем базо-

фильная зернистость покидает клетку, и в клетке 

остается вакуолизированная гиперплазирован-

ная цитоплазма с деструктурированным и ваку-

олизированным ядром. Присутствие в узловых 

образованиях щитовидной железы подобных 

тироцитов свидетельствует об отсутствии их 

литической гибели, возможно, из-за выключен-

ного апоптоза. Деструкция цитоплазмы и ядра 

тироцита, естественно, снижает его секретор-

ную функцию. Микроскопическое исследование 

с иммерсией эритроцитов крови в проходящем 

свете, попадающих в мазок при ТАПБ, показа-

ло наличие в эритроцитах при АИТ (рис. 14–16, 

вклейка) и УЗ (рис. 17–21, вклейка) беспигмент-

ных эндоглобулярных включений, эритроциты 

были цитоадгезированы и вакуолизированы, 

что более свойственно для кровепаразитарных 

инфекций крови (бабезии, тейлерии — отряд 

Piroplasmida, класс Sporozoa, тип Apicomplexa, под-

царство Protozoa).

В результате окрашивания цитологических 

мазков ТАПБ по Фельгену реактивом Шиффа 

удалось:

 – в «медузоподобных» структурах из со-

держимого кист, являющихся, по всей ве-

роятности, экзоэритроцитарной стадией 

развития гемоспоридий, локализовать на-

ходящуюся в них и некоторых эритроцитах 

паразитарную ДНК (рис. 22, вклейка);

 – при аутоиммунном тиреоидите локали-

зовать ядерную ДНК тироцитов и парази-

тарную ДНК в виде точечных включений 

и диффузно распределенной в цитоплазме 

тироцитов, а также ДНК в эритроцитах кро-

ви в виде ядер разных размеров, окрашен-

ных в малиново-сиреневый цвет (рис. 23–26, 

вклейка);

 – при узловом зобе также локализовать ядер-

ную ДНК тироцитов и ДНК гемоспоридий 

в виде точечных включений и диффузно рас-

пределенной в цитоплазме тироцитов. Отме-

чена деформация, деградация, вакуолизация 

и уменьшение ядер тироцитов под воздействи-

ем развития гемоспоридий (рис. 27–31, вклей-

ка). ДНК гемоспоридий в эритроцитах крови 

проявилась в виде ядер разных размеров, окра-

шенных в малиново-сиреневый цвет (рис. 32, 

33, вклейка).

Окрашенная по Фельгену ДНК, выявленная 

в эритроцитах крови, однозначно свидетель-

ствует о наличии кровепаразитарной инфекции. 

Наличие ДНК в эритроцитах без пигмента гемо-

зоина характерно для бабезий и тейлерий. Не ис-

ключено наличие в мазках еще не изученного 

вида гемоспоридий. Выявление ДНК в эритро-

цитах с пигментом гемозоином свойственно ма-

лярийному плазмодию. В нашем исследовании 

пигмент гемозоин в эритроцитах отсутствовал, 

что позволило исключить в образцах наличие 

малярийного плазмодия. Ядерный материал ге-

моспоридий в эритроцитах был разных разме-

ров, что может свидетельствовать о разных видах 

и/или генерациях возбудителя. Неокрашенная 

специальным красителем протоплазма кровепа-

разитарной инфекции выявлялась в виде свет-

лой полосы вокруг ядер в эритроцитах.

Обсуждение

Как было показано ранее на животных, для 

гемоспоридий сем. Piroplasmidae местом шизо-

гонии являются эндотелий кровеносных и лим-

фатических сосудов, а также клетки паренхи-

матозных органов, и только потом происходит 

заражение эритроцитов крови [6]. В легких, 

в местах локализации колоний экзоэритроци-

тарной стадии развития (Babesia equi), отмече-

ны поражения в виде узлов размерами от 5 мм 

и более [11]. На пике инвазии гемоспоридий 

в кровяном русле может не быть, однако зара-

женность эритроцитов во внутренних органах 

может быть высокой [10].

Следует учитывать, что у двух видов бабе-

зий (Вabesia equi = Theileria equi и Вabesia microti) 

начальная стадия жизненного цикла проходит 

в лимфоцитах и лимфоузлах, где образуются 

шизонты [29]. Развитие паразитов в лимфо-

идной ткани приводит к выраженной гипер-

плазии лимфатических узлов [30]. Увеличение 

лимфоузлов отмечали и при заражении други-

ми видами гемоспоридий [20]. Поэтому перенос 

экзоэритроцитарной стадии развития может 

быть как из лимфоузла к месту формирования 

опухоли, так и наоборот.

При неопухолевых процессах [2] зернистость 

в цитоплазме тироцитов содержит липофусцин 

и гемосидерин — пигменты крови. Пигмент ли-

пофусцин принято считать нормальным ком-

понентом клетки, отражающим преобладание 

процессов аутооксидации и пероксидации, на-

правленных на поддержание внутриклеточного 

гомеостаза. Накопление липофусцина определя-

ется снижением активности дыхательных фер-

ментов и преобладании гликолиза, что отмечает-

ся при истощающих заболеваниях и повышении 

функциональной нагрузки на орган [8]. Как было 

показано на животных, развитие гемоспоридий-

ной инфекции в крови приводит к нарушению 

окислительно-восстановительных процессов. 

По мере развития заболевания газовый и энер-

гетический обмен повышается, а коэффициент 

утилизации кислорода, отражающий степень 

окислительно-восстановительных процессов 

в тканях на высоте инвазии, снижается [10].
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Рисунок 1. Киста. В содержимом кисты присутствуют «медузоподобные» структуры и эритроциты 
с эндоглобулярными включениями. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 1. A cyst. Note medusiform structures and erythrocytes containing endoglobular inclusions inside the cysts. 
Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 2. Аутоиммунный тиреоидит. В цитоплазме тироцита присутствует мелкая базофильная зернистость. 
Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 2. Autoimmune thyroiditis. A small basophilic punctation is found inside thyrocyte cytoplasm. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 3. Аутоиммунный тиреоидит. Цитоплазма тироцита заполнена базофильными включениями с двумя 
участками повышенной оптической плотности (шизогония). В эритроцитах присутствуют эндоглобулярные 
включения. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 3. Autoimmune thyroiditis. Thyrocyte cytoplasm is filled with basophilic inclusions with two high-optical density regions 
(schizogony). Endoglobular inclusions are observed inside erythrocytes. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 4. Аутоиммунный тиреоидит. Тироцит с базофильной зернистостью в цитоплазме. Отмечается начало 
вакуолизации в цитоплазме и ядре. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 4. Autoimmune thyroiditis. Thyrocytes containing basophilic punctation in the cytoplasm are observed. Note a vacuolization onset 
in the cytoplasm and nuclei. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 5. Аутоиммунный тиреоидит. Двуядерный тироцит с базофильной зернистостью в цитоплазме и ядре. 
Незавершенный цитокинез. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 5. Autoimmune thyroiditis. A binuclear thyrocyte with a basophilic punctation in the cytoplasm and nuclei is observed. 
Incomplete cytokinesis. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 6. Узловой зоб. Появление базофильной зернистости в цитоплазме тироцита. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 6. Nodular goiter. Basophilic punctation emerging in the thyrocyte cytoplasm. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 7. Узловой зоб. Тироциты с групповым скоплением базофильной зернистости в цитоплазме. 
Количество базофильной зернистости возрастает. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 7. Nodular goiter. Thyrocytes containing clustered basophilic punctation in the cytoplasm are observed. Note an increasing 
amount of basophilic punctation. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 8. Узловой зоб. Заполнение на половину цитоплазмы тироцита базофильной зернистостью. 
Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 8. Nodular goiter. Note a thyrocyte cytoplasm half-filled with basophilic punctation. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 9. Узловой зоб. Заполнение всей цитоплазмы тироцита базофильной зернистостью. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 9. Nodular goiter. Note a thyrocyte cytoplasm fully filled with basophilic punctation. Romanowsky–Giemsa staining

Иллюстрации к статье «Кровепаразитарная инфекция как причина возникновения воспалительных реакций 
и доброкачественных образований щитовидной железы человека» (авторы: А.В. Терлецкий, Л.Г. Ахмерова, 

Е.В. Евтушенко) (с. 155–161) (1-й фрагмент; продолжение см. на с. II)
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Рисунок 10. Узловой зоб. Вся цитоплазма тироцита и поверхность ядра заполнена базофильной зернистостью. 
Вакуоли в цитоплазме. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 10. Nodular goiter. Note that entire thyrocyte cytoplasm and nuclear surface are filled with basophilic punctation. Cytoplasmic 
vacuoles. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 11. Узловой зоб. Вся цитоплазма тироцита заполнена базофильной зернистостью. Клетка приобретает 
шаровидную форму. Эндоглобулярные включения такой же оптической плотности и окраски присутствуют 
в эритроцитах. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 11. Nodular goiter. Note that entire thyrocyte cytoplasm is filled with basophilic punctation. A spheroid cell shaping. Erythrocytes 
contain endoglobular inclusions of the same optical density and color. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 12. Узловой зоб. Выход базофильной зернистости из тироцита. Эндоглобулярные включения такой же 
оптической плотности и окраски присутствуют в эритроцитах. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 12. Nodular goiter. Basophilic punctation released from thyrocytes. Erythrocytes contain endoglobular inclusions of the same 
optical density and color. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 13. Узловой зоб. Базофильная зернистость покинула клетку. Видны вакуолизированные цитоплазма и ядро, 
цитоплазма гиперплазирована. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 13. Nodular goiter. Note that was fully released from thyrocytes. Vacuolated cytoplasm and nuclei, cytoplasm hyperplasia. 
Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 14. Аутоиммунный тиреоидит. Эритроциты крови с мелкими эндоглобулярными включениями. 
Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 14. Autoimmune thyroiditis. Note blood erythrocytes contain small endoglobular inclusions. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 15. Аутоиммунный тиреоидит. Эритроциты крови с эндоглобулярными включениями разных размеров. 
Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 15. Autoimmune thyroiditis. Note blood erythrocytes contain endoglobular inclusions of various sizes. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 16. Аутоиммунный тиреоидит. Выраженная цитоадгезия эритроцитов крови с эндоглобулярными 
включениями разных размеров. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 16. Autoimmune thyroiditis. A marked cytoadhesion observed for blood erythrocytes containing endoglobular inclusions 
of various sizes. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 17. Узловой зоб. Цитоадгезия эритроцитов крови с эндоглобулярными включениями. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 17. Nodular goiter. Note a cytoadhesion observed for blood erythrocytes containing endoglobular inclusions. Romanowsky–
Giemsa staining
Рисунок 18. Узловой зоб. Цитоадгезированные вакуолизированные эритроциты крови с эндоглобулярными 
включениями. Окр. по Романовскому–Гимзе
Figure 18. Nodular goiter. Cytoadhesive vacuolated erythrocytes containing endoglobular inclusions. Romanowsky–Giemsa staining
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Рисунок 19. Узловой зоб. Цитоадгезированные вакуолизированные эритроциты крови с эндоглобулярными 
включениями. Видно синее ядро и окружающая его светлая протоплазма, типичная для гемоспоридийной инфекции 
крови. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 19. Nodular goiter. Cytoadhesive vacuolated erythrocytes containing endoglobular inclusions. Note a blue nucleus and 
surrounding light-colored protoplasm typical to hemosporidian infection. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 20. Узловой зоб. Цитоадгезированные эритроциты крови с эндоглобулярными включениями. 
Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 20. Nodular goiter. Cytoadhesive vacuolated erythrocytes containing endoglobular inclusions. Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 21. Узловой зоб. Цитоадгезированные эритроциты крови с эндоглобулярными включениями по центру или 
по периферии эритроцита. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 21. Nodular goiter. Cytoadhesive vacuolated erythrocytes containing centered or peripheral endoglobular inclusions. 
Romanowsky–Giemsa staining
Рисунок 22. Киста. Экзоэритроцитарная форма гемоспоридий в «медузоподобных» образованиях. Окр. по Фельгену

Figure 22. A cyst. Note exoerythrocytic hemosporidia inside medusiform structures. Feulgen staining
Рисунок 23. Аутоиммунный тиреоидит. ДНК гемоспоридий в виде точек в цитоплазме тироцита. Окр. по Фельгену

Figure 23. Autoimmune thyroiditis. Punctate hemosporidian DNA observed in thyrocyte cytoplasm. Feulgen staining
Рисунок 24. Аутоиммунный тиреоидит. Диффузное распределение ДНК гемоспоридий в цитоплазме тироцита. 
Окр. по Фельгену

Figure 24. Autoimmune thyroiditis. A diffuse hemosporidian DNA distribution observed in thyrocyte cytoplasm. Feulgen staining
Рисунок 25. Аутоиммунный тиреоидит. Ядра (ДНК) гемоспоридий в эритроцитах крови. Окр. по Фельгену

Figure 25. Autoimmune thyroiditis. Hemosporidian nuclei (DNA) observed inside blood erythrocytes. Feulgen staining
Рисунок 26. Аутоиммунный тиреоидит. Цитоадгезия эритроцитов крови с ядрами (ДНК) гемоспоридий внутри. 
Окр. по Фельгену

Figure 26. Autoimmune thyroiditis. Hemosporidian nucleus (DNA)-containing erythrocyte cytoadhesion. Feulgen staining
Рисунок 27. Узловой зоб. Ядра (ДНК) гемоспоридий в тироцитах. Видна деформация и деградация ядер. 
Окр. по Фельгену

Figure 27. Nodular goiter. Hemosporidian nuclei (DNA) observed inside thyrocytes. Deformed and degraded nuclei are observed. 
Feulgen staining
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Рисунок 28. Узловой зоб. Вакуолизация ядер и цитоплазмы тироцитов. В цитоплазме видны два участка шизогонии 
гемоспоридий. Окр. по Фельгену

Figure 28. Nodular goiter. Thyrocyte vacuolated nuclei and cytosplasm are observed. Note two regions of hemosporidian schizogony 
in the thyrocyte cytoplasm. Feulgen staining
Рисунок 29. Узловой зоб. Деградация ядра тироцита. Диффузное нахождение ДНК гемоспоридий в цитоплазме 
тироцита и участок шизогонии гемоспоридий. Окр. по Фельгену

Figure 29. Nodular goiter. Thyrocyte nucleus degradation. Diffuse hemosporidian DNA inside thyrocyte cytoplasm and a region 
of hemosporidian schizogony are observed. Feulgen staining
Рисунок 30. Узловой зоб. Деградация ядра тироцита. Диффузное нахождение ДНК гемоспоридий в цитоплазме 
тироцита и участок шизогонии гемоспоридий. Окр. по Фельгену

Figure 30. Nodular goiter. Thyrocyte nucleus degradation. Diffuse hemosporidian DNA inside thyrocyte cytoplasm and a region 
of hemosporidian schizogony are observed. Feulgen staining
Рисунок 31. Узловой зоб. Деградация ядра тироцита. Диффузное нахождение ДНК гемоспоридий в цитоплазме 
тироцита и участок шизогонии гемоспоридий. Окр. по Фельгену

Figure 31. Nodular goiter. Thyrocyte nucleus degradation. Diffuse hemosporidian DNA inside thyrocyte cytoplasm and a region 
of hemosporidian schizogony are observed. Feulgen staining
Рисунок 32. Узловой зоб. Ядра гемоспоридий в эритроцитах крови. Окр. по Фельгену

Figure 32. Nodular goiter. Note hemosporidian nuclei inside blood erythrocytes. Feulgen staining
Рисунок 33. Узловой зоб. Цитоадгезия эритроцитов с ядрами гемоспоридий внутри. Окр. по Фельгену

Figure 33. Nodular goiter. Note hemosporidian nucleus-positive erythrocyte cytoadhesion. Feulgen staining
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Появление пигмента гемосидерина объяс-

няется депонированием мерозоитами гемоспо-

ридий в своей протоплазме белка гемоглоби-

на в качестве энергетического материала для 

нахождения в плазме крови, при внедрении 

в эндотелий сосудов и клетки паренхиматоз-

ных органов, где происходит шизогония [25]. 

Находящийся в мерозоитах белок гемоглобин, 

естественно, будет давать положительную ре-

акцию на пигменты крови. Возможно также 

развитие в процессе паразитирования гемо-

споридий интраваскулярного гемолиза, вслед-

ствие разрушения эритроцитов, приводящего 

к накоп лению гемосидерина в тироцитах.

Ультраструктурные особенности спорозои-

тов и мерозоитов гемоспоридий таковы, что 

на апикальной части тела имеются роптрии 

и микронемы с протеолитическими фермента-

ми. Данные органеллы позволяют им легко про-

никать через клеточные мембраны посредством 

их лизиса внутрь клеток для паразитирования.

Для бабезий свойственно образовывать 

из мембран эритроцитов тубулярные струк-

туры (трубочки), позволяющие им длительно 

находиться в эритроците хозяина. Методами 

электронной микроскопии на мембранах пора-

женных эритроцитов выявлены перфорации — 

поры, или «метаболические окна» [24]. Через 

эти структуры происходит сброс метаболитов 

и антигенов за пределы эритроцитов. Наличие 

антигенов паразитов при премуниции в плазме 

крови вызывает постоянное антигенное воз-

буждение в иммунной системе [9]. Выброс через 

«метаболические окна» на поверхность эритро-

цита цитоадгезивных лигандов — антигенов 

VESA1 (variant erythrocyte surface antigen-1) при-

водит формированию выступов — кнобов —  

на мембране эритроцита, посредством которых 

эритроциты адгезируются с эндотелием сосудов 

и другими эритроцитами. Это один из меха-

низмов, с помощью которого паразит избегает 

иммунного ответа макроорганизма в селезенке. 

Цитоадгезия эритроцитов в сосудах может при-

водить к выраженной ишемии органов и тканей 

с включением механизма анаэробного глико-

лиза вплоть до полного тромбирования сосудов 

с развитием инсультов и инфарктов [13, 26].

Не исключено, что цитоадгезивные лиганды 

будут появляться не только на мембранах эри-

троцитов и инфицированного эндотелия сосу-

дов, но и на мембранах клеток паренхиматозных 

органов, в которых развиваются гемоспоридии. 

Известно, что клетки щитовидной железы между 

собой соединяются при помощи пятен слипания 

терминальных пластинок и многочисленных 

десмосом, а также пальцевидных выступов (ин-

тердигитаций), входящих в соответствующие 

вдавления соседнего тироцита, таким образом 

связь клеток фолликулярного эпителия стано-

вится еще крепче, снаружи фолликулы покрыты 

базальной мембраной. Фолликулы отграничены 

тонкими прослойками рыхлой соединительной 

ткани, интенсивно снабженной гемо- и лимфо-

сосудистой сетью. Обильное кровоснабжение 

щитовидной железы обеспечивается сонной ар-

терией, и по степени кровоснабжения щитовид-

ная железа занимает одно из первых мест среди 

других органов [1, 3]. Вены щитовидной железы 

образуют сплетение с венами околощитовидной 

железы, имеющими лакунообразные расшире-

ния, которые могут быть удобным местом для 

задержки эритроцитов в этих местах и развития 

в них гемоспоридий.

Опухолевое проявление гемоспоридийной ин-

фекции — это хроническое течение инвазии, при 

котором инфицированию подвержены эритро-

циты, клетки ретикулоэндотелиальной системы, 

паренхиматозных органов. Развивается анемия, 

гипоксия и интоксикация, что серьезно усугуб-

ляет процесс, и приводит к снижению функции 

противоопухолевого иммунитета [6, 7, 15, 33].

Внутриклеточное хроническое персисти-

рование возбудителей болезней объясняется 

способностью патогена управлять процессом 

запрограммированной гибели клеток (апоп-

тозом), направленным на поддержание жизни 

клетки, а, следовательно, на выживание возбу-

дителя, что связывают с большинством заболе-

ваний и в первую очередь — с аутоиммунными, 

онкологическими, нейротрофическими забо-

леваниями и некоторыми болезнями крови [5].

Развитие гемоспоридийной инфекции в щи-

товидной железе может приводить к гипофунк-

ции [23]. Не исключено, что на определенных 

стадиях развития некоторых видов и/или ге-

нераций гемоспоридий в тироцитах возможна 

и гиперфункция щитовидной железы.

Ранее Вирхов (1859), Шеррик с соавт. (1964), 

Косицкий (1962) высказали гипотезу о роли 

метастатической инфекции (или трансфекции 

ДНК) как фактора сигнально-опосредованного 

превращения нормальных клеток в опухолевые 

на новом месте, отвергая «заражение свободны-

ми отделившимися клетками» родоначальной 

неоплазмы [цит. по 4]. Полученные нами ре-

зультаты согласуются с данной гипотезой.

Если ранее клиническое проявление крове-

паразитарных (гемоспоридийных) инфекций 

связывали с укусами клещей, то сейчас извест-

на роль «лучистых телец» как определенной 

стадии жизненного цикла тейлерий и бабезий, 

возникающих из яйцевидной эритроцитарной 

стадии, называемой гамонтами, и передающих-

ся кровососущими насекомыми [30]. Заражение 

гемоспоридиями (бабезиями из семейства Piro-

plasmidae) возможно при переливании донор-

ской крови и ее продуктов [18, 19, 27, 34, 35], 

трансплацентарно [21, 22, 31, 32, 33], при пере-
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садке органов и тканей [14, 16, 17], на экспери-

ментальных животных (мышах) показан ораль-

ный путь заражения [28]. Не исключена вероят-

ность полового пути заражения.

В нашей стране клиническое проявление ге-

моспоридийных (зоонозных и зооантропоноз-

ных) инфекций у человека по-прежнему счита-

ется предположительно возможным, а чаще —  

маловероятным заболеванием. Планомерные 

исследования, диагностика и терапия больных, 

к сожалению, не проводятся.

Выводы

Исследованиями установлено, что первопри-

чиной воспалений и доброкачественных опухо-

лей щитовидной железы может является внутри-

клеточная гемоспоридийная инфекция, разви-

тие которой происходит в эритроцитах (бесполое 

бинарное деление) и тироцитах (шизогония).

Исследования мазков, окрашенных по Фель-

гену, показали, что при узловом зобе внутрикле-

точное развитие гемоспоридийной инфекции 

в тироцитах приводит к гиперплазии цитоплаз-

мы и ее вакуолизации, ядра тироцитов при этом 

деформируются, вакуолизируются, уменьша-

ются в размерах и деградируют (c высокой веро-

ятностью мутаций и делеций в ДНК), достигая 

преднеопластического уровня.

Доброкачественная с точки зрения патомор-

фологии опухоль может иметь злокачественный 

(неопластический) потенциал под воздействи-

ем гемоспоридий с дальнейшим проникнове-

нием гемоспоридий вглубь щитовидной железы 

с вовлечением в процесс других фолликулов 

и типов клеток. Отсутствие литической гибели 

инфицированных тироцитов можно объяснить 

способностью гемоспоридий управлять апоп-

тозом клеток.

Хирургическое удаление доброкачествен-

ной опухоли не может гарантировать полного 

выздоровления, так как в крови и тканях оста-

ется гемоспоридийная инфекция, способная 

рецидивировать на прежнем месте или «мета-

стазировать» на фоне хирургического стресса 

в другие органы и ткани с током крови в виде 

интра- и экзоэритроцитарной стадий развития 

с дальнейшей злокачественной трансформаци-

ей клеток на новом месте. Возможно усугубле-

ние процесса проявлением дополнительной 

клинической манифестации.

Планируем продолжить такое же цитологи-

ческое исследование документированного ар-

хивного материала со злокачественными опу-

холями щитовидной железы и в последующем 

определить молекулярно-генетическими мето-

дами видовую принадлежность гемоспоридий-

ной инфекции.
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КРЫМСКАЯ ГЕМОРРАГИЧЕСКАЯ ЛИХОРАДКА: 

КЛИМАТИЧЕСКИЕ ПРЕДПОСЫЛКИ 

ИЗМЕНЕНИЙ АКТИВНОСТИ ПРИРОДНОГО 

ОЧАГА НА ЮГЕ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

А.Н. Куличенко, Д.А. Прислегина

ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора, г. Ставрополь, Россия

Резюме. Цель исследования — изучение влияния современных климатических изменений на природный очаг 

КГЛ на юге Европейской части Российской Федерации и заболеваемость населения этой инфекцией. Мате-

риалы и методы. В работе использованы итоговые годовые отчеты по заболеваемости КГЛ, предоставленные 

Управлениями Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека 

в субъектах Южного и Северо-Кавказского федеральных округов, результаты эпизоотологического мони-

торинга за возбудителем КГЛ на территории Волгоградской, Ростовской областей и Ставропольского края. 

Гидрометеорологические данные были получены из базы данных ФГБУ «ВНИИГМИ-МЦД», архивов метео-

станций, а также из Государственных докладов «О состоянии окружающей среды и природопользовании 

в Ставропольском крае» за 2011–2016 гг. Результаты. Впервые определено влияние климатических факторов 

на развитие каждой фазы жизненного цикла иксодовых клещей H. marginatum — основного переносчика виру-

са ККГЛ на юге Европейской части Российской Федерации. Показана прямая корреляция значений се-

зонных аномалий температуры воздуха, определяющей численность иксодовых клещей, и уровня 

заболеваемости населения КГЛ. Установлено комплексное влияние температуры воздуха и количе-

ства выпавших осадков на формирование популяций H. marginatum (на примере Ставропольского 

края). Продемонстрирована корреляция периодов подъема заболеваемости КГЛ с температурными 

условиями, благоприятными для развития иксодовых клещей. Отрицательные значения аномалий 

температуры воздуха зафиксированы в годы, предшествующие снижению числа больных КГЛ. От-

мечена связь между уровнем заболеваемости КГЛ и степенью увлажнения весенне-летнего и осен-

него периодов предшествующего года, оказывающей влияние на жизнедеятельность, процесс ме-

таморфоза преимагинальных фаз клещей и численность популяций H. marginatum последующей 

генерации. Установлена тенденция к расширению ареала возбудителя КГЛ со смещением границы 

в северном направлении, обусловленная влиянием климатических изменений. Обнаружение виру-

софорных иксодовых клещей на территории районов Волгоградской области, граничащих с При-

волжским федеральным округом, свидетельствует о риске распространения вируса ККГЛ за преде-

лы южных регионов Российской Федерации.

Ключевые слова: Крымская геморрагическая лихорадка, изменения климата, жизненный цикл клещей Hyalomma marginatum, 

заболеваемость населения.
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CLIMATIC PREREQUISITES FOR CHANGING ACTIVITY IN THE NATURAL CRIMEAN-CONGO 

HEMORRHAGIC FEVER FOCUS IN THE SOUTH OF THE RUSSIAN FEDERATION

Kulichenko A.N., Prislegina D.A.

Stavropol Plague Control Research Institute of Rospotrebnadzor, Stavropol, Russian Federation

Abstract. Subject of study. Examining an impact of the contemporary climatic changes on the natural CCHF focus 

as well as CCHF incidence in the South of the European part of the Russian Federation. Materials and methods. An-

nual Epidemiological Report on CCHF Incidence provided by Departments of the Russian Federal Service for Surveil-

lance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing in the subjects of the Southern and the North-Caucasian 

Federal Districts, CCHF Epizootologic Monitoring Report on the territory of the Volgograd Region, Rostov Region 

and Stavropol Region were used in the study. Hydrometeorological data were obtained from the database of the All-

Russian Research Institute of Hydrometeorological Information — World Data Center, weather station archives as well 

as The 2011–2016 National Report on the State of Environment in the Stavropol Region. Results. For the first time, cli-

matic factors affecting each phase of the life cycle of ixodid tick Hyalomma marginatum which is the main CCHF virus 

vector in the South of the European part of the Russian Federation were identified. A direct correlation between seasonal 

air temperature fluctuations determining ixodid tick count and CCHF incidence was demonstrated. It was found that 

the average air temperature and accumulated precipitation collectively affect H. marginatum population (e.g., in Stav-

ropol Region). Peak CCHF incidence was demonstrated to correlate with temperature conditions favorable to developing 

ixodid ticks. In contrast, air temperature fluctuations were noted to negatively impact in the years preceding decreased 

CCHF incidence. A relation between CCHF incidence and degree of wetting during preceding spring-and-summer as 

well as autumn seasons affecting vital activity, metamorphosis in pre-imaginal stages and count of the next-generation 

H. marginatum was revealed. Moreover, CCHF virus tended to expand geographic range northwards due to an effects 

of climatic changes. Virus-carrying Ixodidae found on the territory of the administrative districts of the Volgograd Re-

gion adjacent to the Volga Federal District evidence about a risk of CCHF virus spreading outside the Southern Regions 

of the Russian Federation.

Key words: Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF), climatic changes, life cycle of Hyalomma marginatum ticks, morbidity.

В течение последних лет эпидемиологи-

ческая обстановка по природно-очаговым 

трансмиссивным инфекциям на территории 

Российской Федерации сохраняется напря-

женной — множественные случаи заболевания 

населения клещевым вирусным энцефалитом, 

клещевым боррелиозом, а также Крымской ге-

моррагической лихорадкой регистрируются 

ежегодно. На развитие эпидемического про-

цесса данной группы инфекционных болезней 

комплексное влияние оказывают абиотичес-

кие, биотические и социальные (в том числе 

проводимые профилактические мероприятия) 

факторы. При этом динамика заболеваемости 

трансмиссивными инфекциями в значитель-

ной степени зависит от погодно-климатических 

условий, определяющих численность и актив-

ность членистоногих переносчиков возбудите-

лей инфекционных болезней.

В пятом Оценочном докладе Межправитель-

ственной группы экспертов по изменению кли-

мата (2013 г.) однозначно утверждается факт 

сохраняющегося глобального потепления кли-

мата [22]. Согласно Второму оценочному до-

кладу Росгидромета об изменениях климата 

и их последствиях на территории Российской 

Федерации (2014 г.), скорость продолжающе-

гося потепления в России в целом более чем 

в 2,5 раза выше средней по планете — темпера-

тура повышается на 0,45°С за 10 лет. При этом, 

наблюдаемая на сегодняшний день некоторая 

тенденция к снижению темпов всемирного по-

тепления для территории нашей страны не про-

слеживается. Изменение климата в России 

не сводится лишь к повышению средней тем-

пературы воздуха у поверхности Земли, но про-

является во всех компонентах климатической 

системы, в том числе в изменениях гидрологи-

ческого режима и экстремальности климата [6, 

4, 12].

Наблюдаемые климатические изменения 

оказывают влияние на распространение и чис-

ленность специфических переносчиков возбу-

дителей трансмиссивных природно-очаговых 

инфекционных болезней, их прокормителей 

и, как следствие, на уровень заболеваемости 

населения. Одной из наиболее ранних работ, 

посвященных изучению данной проблемы, 

является статья Н.Б. Бирюля, Л.И. Залуцкой 

«Потепление климата и вспышки клещевого 

энцефалита», опубликованная в 1965 г. В даль-

нейшем зависимость формирования популя-

ций членистоногих переносчиков от влияния 

погодно-климатических факторов была под-

тверждена результатами многих отечественных 

и зарубежных исследований [1, 18, 19, 20, 21]. 

На сегодняшний день доказано, что увеличение 

количества дней с высокой температурой и по-

ниженной влажностью воздуха способствует 

повышению численности и удлинению сезон-
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ного периода активности клещей. Высокая 

численность специфических переносчиков воз-

будителей трансмиссивных инфекций, в свою 

очередь, приводит к росту инфицирования лю-

дей. Так, несмотря на деградацию природных 

очагов клещевого энцефалита, наблюдаемую 

с начала XXI в., множественные случаи забо-

левания, в том числе с летальными исходами, 

ежегодно регистрируются на территории энде-

мичных субъектов Российской Федерации [10, 

14]. Также отмечаются высокие уровни заболе-

ваемости клещевым боррелиозом и клещевыми 

риккетсиозами [17].

Для здоровья населения юга России серьезную 

угрозу представляет Крымская геморрагическая 

лихорадка (КГЛ) — особо опасная природно-

очаговая арбовирусная инфекция, напряженная 

эпидемиологическая обстановка по которой со-

храняется в течение последних двух десятилетий 

на территории большинства субъектов Южного 

и Северо-Кавказского федеральных округов [3, 

8, 11]. Основным переносчиком и резервуаром 

вируса ККГЛ на территории России являются 

иксодовые клещи H. marginatum, высокие пока-

затели численности которых определяют рост 

заболеваемости населения [7, 14, 15, 16]. При этом 

на сегодняшний день проблеме влияния кли-

матических изменений на стадии жизненного 

цикла и активность клещей данного вида не уде-

ляется достаточного внимания. Изучение связи 

погодно-климатических факторов, определяю-

щих количество клещей H. marginatum, и заболе-

ваемости населения КГЛ нами было выполнено 

на примере Ставропольского края, высокоэнде-

мичного по данной природно-очаговой инфек-

ции [3, 11, 13].

Материалы и методы

В работе использованы итоговые годовые 

отчеты по заболеваемости КГЛ за 2012–2017 гг., 

предоставленные Управлениями Федеральной 

службы по надзору в сфере защиты прав потре-

бителей и благополучия человека в субъектах 

Южного и Северо-Кавказского федеральных 

округов, и результаты эпизоотологического мо-

ниторинга за возбудителем КГЛ на территории 

Ставропольского края за 2012–2017 гг., прово-

димого специалистами ФКУЗ Ставропольский 

научно-исследовательский противочумный 

институт Роспотребнадзора и ФБУЗ Центр 

гигиены и эпидемиологии в Ставропольском 

крае. Гидрометеорологические данные были 

получены из базы данных ФГБУ ВНИИГМИ-

МЦД (http://www.meteo.ru), архивов метеостан-

ций, размещенных на сайте https://rp5.ru, а так-

же из Государственных докладов «О состоянии 

окружающей среды и природопользовании 

в Ставропольском крае» за 2011–2016 гг.

Результаты

С момента активизации природного очага 

КГЛ в 1999 г. отмечается ежегодная регистрация 

множественных случаев заболевания на терри-

тории практически всех административных 

районов Ставропольского края. Благоприятные 

ландшафтно-географические и климатические 

условия, а также широкий спектр мелких мле-

копитающих и птиц, являющихся прокорми-

телями основного переносчика вируса ККГЛ — 

клещей H. marginatum, благоприятствуют фор-

мированию и поддержанию природного очага 

Рисунок 1. Число выявленных случаев заболевания КГЛ в Ставропольском крае с 1999 по 2017 гг.

Figure 1. 1999–2017 CCHF prevalence in the Stavropol Region
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данной инфекции в регионе. Всего за исследу-

емый девятнадцатилетний период было зареги-

стрировано 753 больных КГЛ (рис. 1).

По данным эпидемиологического анамнеза, 

заражение в большинстве случаев происходи-

ло инокуляционным или контаминационным 

путем передачи возбудителя КГЛ при уходе 

за сельскохозяйственными животными, явля-

ющимися основными прокормителями имаго 

клещей. Поэтому высокий уровень заклещев-

ленности крупного и мелкого рогатого скота, 

обусловленный повышенной численностью 

H. marginatum, прямо коррелирует с ростом за-

болеваемости населения КГЛ.

Как при многих природно-очаговых ин-

фекциях, заболеваемость КГЛ имеет циклич-

ный характер. Первый пик отмечался в 2005–

2009 гг., с 2015 г. начался очередной подъем за-

болеваемости. Для определения связи климати-

ческих изменений и динамики эпидемических 

проявлений КГЛ необходимо четко определить 

особенности влияния условий окружающей 

среды на каждую фазу развития основных пере-

носчиков вируса ККГЛ, в конечном итоге опре-

деляющих численность их популяции.

Жизненный цикл иксодовых клещей данно-

го вида включает 4 морфологические стадии: 

яйцо и 3 активные — личинка, нимфа и взрос-

лая особь (имаго), последовательная смена ко-

торых в значительной мере зависит от влияния 

погодно-климатических факторов соответ-

ствующего сезонного периода [2, 11] (рис. 2).

Для начала и завершения цикла своего раз-

вития клещам требуется определенное коли-

чество тепловой энергии (сумма эффективных 

температур). Так, активизация перезимовав-

ших особей H. marginatum и их питание на сель-

скохозяйственных животных начинаются 

весной при достижении значений дневной 

температуры воздуха +9°С и ночной не ниже 

+2°С при солнечной маловетреной погоде — 

обычно с апреля (несколько позже к этой попу-

ляции присоединяются имаго, перелинявшие 

из перезимовавших нимф) [2, 7, 11]. Пик пара-

зитирования отмечается при среднемесячной 

температуре воздуха +16,9°С и обычно при-

ходится на май. Длительность питания самок 

клещей 6–15 суток (максимум 22), после отпа-

дения через 3–22 дня начинается процесс яй-

цекладки. Эмбриогенез при оптимальной тем-

пературе +26°…+28°С проходит за 23–28 суток, 

то есть от отпадения сытой самки до появления 

в природе личинок новой генерации проходит 

от 28 до 40 дней. При температуре воздуха, ниже 

указанной, развитие яиц задерживается [7, 11]. 

Повышенные значения температуры в весен-

Рисунок 2. Схема жизненного цикла клещей H. marginatum

Figure 2. Scheme of H. marginatum life cycle
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ний период, напротив, способствуют более 

ранней активизации перезимовавших особей 

H. marginatum, удлинению периода их активной 

жизнедеятельнос ти и, как следствие, увеличе-

нию численности клещей последующей гене-

рации. Губительно на преимагинальные фазы 

клещей действуют как обильные осадки, так 

и их недостаток, вызывающий сухость почвы. 

Личинки появляются в природе во второй по-

ловине июня — начале июля. Прокормителями 

преимагинальных форм клещей являются мел-

кие млекопитающие, ежи и, особенно, птицы, 

кормящиеся на земле (грачи, вороны, куро-

патки, домашние птицы, индейки). Появление 

личинок отмечается со второй половины 

июня, а нимф — с первой половины июля [2, 

7, 11, 15, 16]. Холодная погода оказывает не-

благоприятное влияние на выживаемость ли-

чинок. Питание преимагинальных форм кле-

щей на хозяине продолжается от 14 до 28 дней. 

В сентябре на птицах обнаруживаются лишь 

единичные личинки и нимфы. Напитавшиеся 

нимфы, отпавшие от прокормителей осенью 

и не успевшие перелинять в имаго, зимуют 

в природе и линяют в имаго весной следующе-

го года [2, 7, 11]. Появившиеся осенью взрослые 

особи не представляют ни эпизоотической, 

ни эпидемиологической опасности, так как 

большинство из них до весны находятся в не-

активном состоянии, не обладают агрессивно-

стью и не нападают на животных. Таким обра-

зом зимуют напитавшиеся нимфы и голодные 

имаго. Затяжная, теплая, с умеренным режи-

мом увлажнения осень оказывает благопри-

ятное влияние на жизнедеятельность клещей 

и может увеличить продолжительность эпиде-

мического сезона. Важный фактор сохранения 

жизнеспособности зимующих форм иксодовых 

клещей — отсутствие низких температур в де-

кабре–феврале. При длительных отрицатель-

ных температурах воздуха (ниже –20°С) имеет 

место промерзание почвы и отмечается гибель 

клещей [2, 7, 11, 15, 16].

Можно проследить определенную связь 

между значениями сезонных температурных 

аномалий воздуха на юге России, влияющих 

на численность популяции H. marginatum, и за-

болеваемостью населения КГЛ (рис. 3–5).

На представленных графиках видно, что 

рост температур воздуха, создавая благоприят-

ные условия для развития клещей H. marginatum 

(в весенний период) и сохранения их жизнеспо-

собности (в осенне-зимний период), приводит 

к увеличению риска заражения населения ви-

русом ККГЛ и росту количества выявленных 

больных КГЛ. Наибольшие показатели поло-

жительных температурных аномалий и числа 

выявленных случаев заболевания КГЛ заре-

гистрированы в 2016 г. Снижение количества 

больных КГЛ в 2017 г., напротив, совпадает 

с отрицательными сезонными аномалиями 

температуры воздуха.

При изучении многофакторного влия-

ния климатических предикторов на клещей 

H. marginatum необходимо также учитывать та-

кой показатель, как количество выпавших осад-

ков. Данный климатический фактор оказывает 

наиболее важное влияние в весенне-летний 

период, когда в природе происходит процесс 

яйцекладки и развитие преимагинальных фаз 

H. marginatum.

Данные, приведенные в таблицах 1 и 2, позво-

ляют проследить связь значений указанных кли-

матических факторов, определяющих числен-

Рисунок 3. Значения весенних аномалий температур воздуха на юге России и число выявленных 

случаев заболевания населения КГЛ

Figure 3. Spring air temperature fluctuations in the South of the Russian Federation and CCHF prevalence
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ность клещей H. marginatum последующей гене-

рации, с числом больных КГЛ в Ставропольском 

крае на протяжении последних пяти лет.

Таким образом, рост числа случаев за-

болевания КГЛ в Ставропольском крае 

был зарегистрирован в 2013 и 2015–2016 гг. 

Формированию высокой численности по-

пуляций основного переносчика вируса 

ККГЛ — клещей H. marginatum, способство-

вали благоприятные погодно-климатические 

условия предшествующего эпидемического 

сезона (2012, 2014 и 2015 гг. соответственно). 

Положительные температурные аномалии 

зимнего периода обеспечили сохранение жиз-

неспособности большинства зимующих осо-

бей клещей. Погодно-климатические условия 

весеннего периода (положительные значения 

аномалий температуры воздуха и оптимальное 

количество выпавших осадков) обеспечили 

более раннее начало активной жизнедеятель-

ности перезимовавших иксодовых клещей, их 

питания на прокормителях, а также процесса 

яйцекладки. Положительные температурные 

аномалии и равномерный, достаточный режим 

увлажнения летнего сезона оказали благопри-

ятное влияние на развитие преимагинальных 

фаз, определяя высокую численность популя-

ций клещей последующей генерации. Теплая 

Рисунок 5. Значения зимних аномалий температур воздуха на юге России и число выявленных 

случаев заболевания населения КГЛ

Figure 5. Winter air temperature fluctuations in the South of the Russian Federation and CCHF prevalence

Рисунок 4. Значения осенних аномалий температур воздуха на юге России и число выявленных 

случаев заболевания населения КГЛ

Figure 4. Autumn air temperature fluctuations in the South of the Russian Federation and CCHF prevalence
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с дефицитом осадков осень способствовала 

удлинению периода активной жизнедеятель-

ности нимф и имаго новой генерации.

Снижение числа больных КГЛ в 2012, 2014. 

и 2017 гг. — результат неблагоприятного дей-

ствия климатических факторов предшествую-

щего эпидемического сезона на все стадии 

развития иксодовых клещей. Отрицательные 

температурные аномалии зимнего периода 

были причиной гибели большей части «голод-

ных имаго» и нимф. Неблагоприятное влия-

ние на сохранивших жизнеспособность особей 

H. marginatum оказали отрицательные значения 

аномалий температуры воздуха, избыточный 

режим увлажнения весеннего периода, а также 

появление заморозков в начале апреля. Кроме 

того, низкая численность иксодовых клещей 

была обусловлена неблагоприятными для раз-

вития преимагинальных фаз H. marginatum по-

годно-климатическими условиями летнего 

сезона. Значения температуры воздуха в июне-

июле были ниже среднемноголетних (в 2016 г. 

с начала июля до середины августа, напротив, 

отмечалась чрезмерно жаркая погода, также 

оказавшая отрицательное влияние на сме-

ну стадий жизненного цикла клещей). Режим 

увлажнения летнего сезона был неравномер-

ным — периоды значительного дефицита осад-

ков с проявлениями почвенной засухи (достига-

ющих критериев опасного метеорологического 

явления) чередовались с выпадением обильных 

ливневых дождей, сопровождающихся градом. 

Осенью неблагоприятное влияние на готовя-

щихся к зимовке особей H. marginatum оказали 

отрицательные значения аномалий температу-

ры воздуха с ранним появлением заморозков 

и избыточное количество выпавших осадков.

Кроме влияния на развитие и численность 

популяций клещей H. marginatum, наблюдае-

мые базовые климатические изменения так-

же способствуют расширению ареала вируса 

ККГЛ на территории Российской Федерации. 

На сегодняшний день четко прослеживается 

выраженная тенденция смещения границы рас-

пространения возбудителя КГЛ в северном на-

правлении. Изменения границ обусловлены, 

Таблица 1. Значения сезонных аномалий температуры воздуха в Ставропольском крае 

за 2011–2016 гг. (°С) и число больных КГЛ, зарегистрированных в последующем эпидемическом 

сезоне (2012–2017 гг.)

Table 1. 2011–2016 Seasonal air temperature (°С) fluctuations in the Stavropol Region and CCHF prevalence 
in subsequent 2012–2017 epidemic season 

Год

Year
Весна

Spring
Лето

Summer
Осень

Autumn
Зима

Winter
Число больных КГЛ

CCHF prevalence

2011 +0,1…+2,5 –1,2…+0,8 –2,1…+0,3 –0,5…–4,3 24 (2012 г.)

2012 +2,6…+3,8 +2,2…+3,5 +0,8…+2,2 +0,2…+1,4 32 (2013 г.)

2013 -0,2…+2,6 –0,4…–2,4 –1,4…–4,5 –1,1…–3,9 27 (2014 г.)

2014 +1,7…+5,4 +0,9…+3,5 +0,7…+2,5 +0,4…+6,0 43 (2015 г.)

2015 +3,2…+7,2 +2,1…+5,1 +2,3…+3,6 +1,1…+7,2 60 (2016 г.)

2016 –1,2…–3,4 –3,5…+5,9 –1,4…–3,2 –0,8…–4,6 19 (2017 г.)

Таблица 2. Значения сезонных аномалий количества выпавших осадков в Ставропольском 

крае за 2011–2016 гг. (в % от нормы) и число больных КГЛ, зарегистрированных в последующем 

эпидемическом сезоне (2012–2017 гг.)

Table 2. 2011–2016 Seasonal air temperature (% normal range) fluctuations in the Stavropol Region and CCHF 
prevalence in subsequent 2012–2017 epidemic season

Год

Year
Весна

Spring
Лето

Summer
Осень

Autumn
Зима

Winter
Число больных КГЛ

CCHF prevalence

2011 110–220 10–300 150–180 45–90 24 (2012 г.)

2012 90–120 95–110 30–70 70–84 32 (2013 г.)

2013 120–150 70–150 180–200 99–102 27 (2014 г.)

2014 85–95 110–120 80–100 80–120 43 (2015 г.)

2015 80–100 90–110 70–110 90–110 60 (2016 г.)

2016 160–180 10–190 120–170 110–140 19 (2017 г.)
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Рисунок 6. Тенденция расширения границы ареала возбудителя КГЛ в северном направлении

Figure 6. CCHF virus tends to expand geographic range northwards
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прежде всего, влиянием повышенной среднего-

довой температуры приземного воздуха и харак-

тером увлажнения территорий. Так, установле-

но смещение северной границы ареала клещей 

H. marginatum в Ростовской области на 45 км 

(с 49°26’ с. ш. в 2003 г. до 49°52’ с. ш. в 2015 г.) 

с вовлечением в эпидемический процесс адми-

нистративных районов, где ранее случаи забо-

левания не регистрировались (Морозовский, 

Белокалитвинский, Аксайский и Каменский) 

[5]. Циркуляция вируса ККГЛ подтверждена ре-

зультатами положительных находок маркеров 

возбудителя в пробах полевого материала на ука-

занных территориях. Кроме того, в течение по-

следних лет вирусофорные иксодовые клещи 

выявлены в северных районах Волгоградской 

области, граничащими с Приволжским феде-

ральным округом (Саратовский областью) — 

Жирновском и Камышинском [9] (рис. 6).

Сохраняющаяся для территории Российской 

Федерации тенденция потепления климата, 

проявляющаяся в виде положительных темпе-

ратурных аномалий всех сезонов года, оказыва-

ет благоприятное влияние на все стадии разви-

тия иксодовых клещей H. marginatum и способ-

ствует смещению границ циркуляции вируса 

ККГЛ в северном направлении. Высокая чис-

ленность основного переносчика возбудителя 

КГЛ и расширение ареала его распространения 

способствует росту заболеваемости населения.

Заключение

Таким образом, наблюдаемые современные 

тенденции изменения климата на территории 

России оказывают положительное влияние 

на развитие иксодовых клещей H. marginatum. 

Высокая эпизоотическая активность природ-

ного очага КГЛ способствуют сохранению на-

пряженной эпидемиологической обстанов-

ки по данному заболеванию на территории 

субъектов юга европейской части Российской 

Федерации.

Результаты проведенных нами исследований 

демонстрируют комплексное многофакторное 

влияние климата на смену всех стадий жизнен-

ного цикла основного переносчика и резервуа-

ра вируса КГЛ. Кроме общеизвестного действия 

температуры воздуха на развитие иксодовых 

клещей нами на примере Ставропольского края 

показана связь динамики эпидемических про-

явлений КГЛ с режимом увлажнения террито-

рии в различные периоды года. Выявлено, что 

наиболее значительное влияние на жизнедея-

тельность H. marginatum оказывают температур-

ный режим и количество осадков в конце мая 

и июне — начале июля, когда происходят про-

цесс яйцекладки и развитие преимагинальных 

фаз. Кроме того, сохранение жизнеспособности 

зимующих особей клещей зависит от значений 

температуры в январе — начале февраля. Таким 

образом, многофакторное действие климата 

определяет не только длительность периода ак-

тивности имаго, но и численность особей по-

следующей генерации.

Вследствие продолжающегося потепления 

климата происходит смещение границы ареа-

ла возбудителя КГЛ в северном направлении. 

Это создает риск распространения инфекции 

за пределы южных регионов Российской Феде-

рации с вовлечением в эпидемический процесс 

новых территорий.
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ВИРУЛЕНТНОСТЬ MYCOBACTERIUM 

TUBERCULOSIS ГЕНОТИПА BEIJING 

В УСЛОВИЯХ IN VIVO

Ю.А. Беспятых1, Т.И. Виноградова2, О.А. Маничева2, Н.В. Заболотных2, 

М.З. Догонадзе2, М.Л. Витовская2, А.С. Гуляев1, В.Ю. Журавлев2, 

Е.А. Шитиков1, Е.Н. Ильина1

1 ФГБУ Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины ФМБА, Москва, Россия
2 ФГБУ Санкт-Петербургский НИИ фтизиопульмонологии МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В структуре популяции возбудителя туберкулеза в России доля штаммов генетического семейства 

Beijing составляет от 50 до 80%. На основании VNTR- и SNP-анализа представители семейства разделяют 

на несколько доминирующих кластеров: B0/W148, CladeA и CAO. Следует отметить, что описываемые груп-

пы принадлежат к «современным» Beijing и очень близки филогенетически. Как правило, такие изоляты де-

монстрируют высокую трансмиссивность, ассоциацию с лекарственной устойчивостью и преобладают среди 

пациентов с тяжелыми формами заболевания. Немногочисленные исследования вирулентности штаммов от-

дельных кластеров носят противоречивый характер. Целью данной работы было сравнительное исследова-

ние вирулентности штаммов Mycobacterium tuberculosis, относящихся к основным кластерам семейства Beijing 

на животной модели. В исследование включены клинические штаммы, относящиеся к кластерам семейства 

Beijing B0/W148, CladeA, CAO и некластеризующийся штамм NK, а также лабораторный штамм H37Rv. В ходе 

исследований по оценке выживаемости инфицированных мышей линии C57BL/6 (по 20 мышей на штамм) 

было установлено, что наибольшая смертность наблюдалась в группе животных, инфицированных штамма-

ми NK и B0/W148. При этом наименьшей вирулентностью обладал штамм CladeA. Анализ патоморфологи-

ческой картины экспериментального туберкулеза показал, что все штаммы имели характерные патогенные 

свойства, то есть были способны вызывать специфический туберкулезный процесс. В ходе оценки динамики 

патоморфологических изменений (1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 и 120 день после заражения) в легких и селезенке выявле-

ны достоверные различия между штаммами. Прогрессивное развитие туберкулезного процесса наблюдалось 

у мышей, инфицированных изолятами B0/W148 и NK. В то же время при инфекции штаммами CladeА, CAO 

и H37Rv наблюдалась стабилизация процесса и менее серьезное повреждение органов. Согласно полученным 

данным, бактериальная нагрузка после заражения кластеризующимися штаммами семейства Beijing была 

ниже таковой для штамма Н37Rv, который использовался как референсный. Исключением являлся штамм 

NK, бактериальная нагрузка для которого являлась самой высокой среди семейства Beijing и была сопоста-

вима с Н37Rv к 120 дню инфицирования. Показано, что кластер B0/W148, известный как наиболее вирулент-

ный, обладает схожим уровнем вирулентности со штаммом NK. Суммарно, полученные данные свидетель-

ствуют, что штаммы семейства Beijing демонстрируют различный спектр фенотипической вирулентности.

Ключевые слова: туберкулез, вирулентность, Mycobacterium tuberculosis, микобактерии, мышиные модели, Beijing B0/W14.
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IN VIVO VIRULENCE OF BEIJING GENOTYPE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Bespyatykh J.A.a, Vinogradova Т.I.b, Manicheva O.A.b, Zabolotnykh N.V.b, Dogonadze M.Z.b, Vitovskaya M.L.b, 

Guliaev A.S.a, Zhuravlev V.Yu.b, Shitikov E.A.a, Ilina E.N.a

a Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine of Federal Medical Biological Agency, Moscow, 

Russian Federation
b St. Petersburg Research Institute of Phthisiopulmonology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Mycobacterium tuberculosis Beijing genotype strains comprise 50–80% in Russian Federation, which are divided 

into the main B0/W148, CladeA, and CAO clusters based on VNTR and SNP analysis. It should be noted that such phy-

logenetically highly close MTB strains belong to the modern Beijing family, generally demonstrating high transmissibility, 

association with drug resistance, and prevalence among patients with severe forms of the disease. However, studies on MTB 

genetic cluster strain-related virulence are scarce and contradictory. Here, we investigated virulence of diverse Mycobac-

terium tuberculosis strains belonging to the B0/W148, CladeA and CAO clusters and nonclustered strain NK of the Bei-

jing family as well as laboratory strain H37Rv in C57BL/6 mice. It was found that mice infected with NK and B0/W148 

vs. CladeA strains revealed the peak and the lowest mortality, respectively, while assessing survival rate in various groups 

(20 mice per MTB strain examined). Analyzing experimental data in mice demonstrated that all MTB strains were able 

to cause typical tuberculosis-related pathogenic signs. In particular, time-dependent evaluation of pathological changes 

(on 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 and 120 day post infection) in the lungs and spleen revealed significant differences among various 

strains. Tuberculosis progression was observed in the mice infected with B0/W148 and NK strains, whereas CladeA, CAO 

and H37Rv strains resulted in stabilized course and less marked organs damage. Moreover, we found that bacterial load 

after infection with Beijing family clustering strains was lower compared to that of the reference H37Rv strain, except NK 

strain demonstrating the peak bacterial load among the Beijing family comparable to H37Rv strain at 120 dpi. Thus, it was 

found that the level of virulence between most virulent B0/W148 cluster strain vs. NK strain was similar. Overall, the data 

obtained indicate that Beijing genotype strains are characterized by a diverse range of phenotypic virulence in vivo.

Key words: tuberculosis, virulence, Mycobacterium tuberculosis, mycobacteria, murine model, Beijing B0/W148

Введение

В Российской Федерации (РФ) туберкулез 

остается одной из основных проблем здравоох-

ранения. Несмотря на общую тенденцию к сни-

жению заболеваемости впервые выявленными 

активными формами туберкулеза, ситуация 

остается напряженной. В 2017 г. заболеваемость 

туберкулезом составила 53,3 человек на 100 тыс. 

населения, а всего за год в РФ было зарегистриро-

вано около 71 тыс. новых случаев заболевания [6].

Стоит отметить, что структура популяции 

M. tuberculosis в России имеет свои особенности. 

Штаммы семейства Beijing превалируют на тер-

ритории страны, составляя 50–80% случаев [27]. 

Для этого генетического семейства доказана 

строгая ассоциация с формированием лекар-

ственной устойчивости [10, 21, 37] и большая ви-

рулентность по сравнению с другими генотипа-

ми [14]. Последнее подтверждается как на уровне 

макрофагальных моделей, так и на уровне эпи-

демиологических исследований. В свою очередь 

повышенная представленность факторов виру-

лентности продемонстрирована для штаммов 

семейства Beijing и на молекулярном уровне [29]. 

При этом стоит отметить, что гипервирулент-

ность не является характерной особенностью 

семейства, а лишь присуща определенным ге-

нетическим сублиниям внутри Beijing, зачастую 

ассоциированным со вспышками заболеваний 

в том или ином регионе [10, 17].

Одной из таких сублиний является кластер 

Beijing B0/W148. По литературным данным кло-

нальная группа составляет около четверти всех 

изолятов генотипа Beijing, циркулирующих 

в разных регионах России и бывшего Советского 

Союза [25]. Представители кластера часто вы-

являются среди российских иммигрантов 

в Соединенных Штатах Америки и Европе [5, 

10, 13, 19]. В экспериментах на мышиных макро-

фагальных моделях была показана повышенная 

вирулентность штаммов Beijing B0/W148 по срав-

нению с другими вариантами генотипа Beijing [1, 

2]. Схожие результаты были продемонстрирова-

ны Lasunskaia с соавт. [20] на моноцитоподоб-

ной линии клеток ТНР-1. В то же время работы, 

проведенные на животных моделях, продемон-

стрировали разнящиеся результаты [3, 4, 7, 30]. 

Так, на линии белых неинбредных мышей была 

показана повышенная вирулентность изолятов 

кластера Beijing B0/W148 по сравнению с други-

ми штаммами семейства [3]. Схожие результаты 

продемонстрированы в одной из последних ра-

бот Ribeiro с соавт., где показана повышенная 

вирулентность современных Beijing, и в частно-

сти Beijing B0/W148, по сравнению с древними 

[30]. В свою очередь, в работах ЦНИИ туберку-

леза была показана неоднородность изолятов ге-

нотипа Beijing при исследовании выживаемости 

инбредной линии мышей C57BL/6 и отсутствие 

особых вирулентных свойств у Beijing B0/W148 

[4, 7].

Другими кластерами, широко распространен-

ными на территории страны, являются CladeA 

и CAO (Central Asia Outbreak) [12]. Данные кла-

стеры филогенетически близки к Beijing B0/W148 
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и относятся к «современным» Beijing [23, 33]. 

Согласно международной базе данных MIRU-

VNTRplus, CladeA и CAO относятся к VNTR-типу 

94–32. В свою очередь согласно недавнему иссле-

дованию большой коллекции VNTR-паттернов 

генотипа Beijing кластеры принадлежат к груп-

пе CC1 [23]. Показано, что для штаммов класте-

ров характерен высокий уровень устойчивости 

к противотуберкулезным препаратам [12], од-

нако, какие-либо данные об их вирулентности 

и трансмиссивности в литературе отсутствуют. 

Вероятно, это обусловлено тем, что не разработан 

стандартизованный метод их типирования.

В связи с этим целью данного исследования 

было сравнительное изучение вирулентных 

свойств штаммов M. tuberculosis семейства Beijing, 

относящихся к различным кластерам, в услови-

ях in vivo.

Материалы и методы

Бактерии. В исследование включено 5 штам-

мов M. tuberculosis из охарактеризованной кол-

лекции СПб НИИФ. Выборка состояла из 4 штам-

мов семейства Beijing: 1 штамм Clade A, 1 штамм 

B0/W148, 1 штамм CAO, 1 штамм некластеризую-

щийся (NK). Также в работу был включен ре-

ференсный лабораторный штамм H37Rv. Куль-

тивирование штаммов проводили на среде Левен-

штейна–Йенсена (Becton, Dickinson and Company, 

США). Выделение ДНК осуществляли по методу 

van Embden с соавт. [38].

Бактериологическое исследование культур 

на чувствительность к противотуберкулезным 

препаратам 1 и 2 ряда было проведено методом 

абсолютных концентраций и на приборе Bactec 

MGIT 960. Обнаружение генетических марке-

ров ЛУ проводилось с использованием биочипов 

«ТБ-ТЕСТ» согласно методике производителя.

VNTR-типирование штаммов по 24 локусам 

генома проводили согласно стандартной мето-

дике [35]. Результаты исследования сравнивали 

с профилями, представленными в международ-

ной базе данных MIRU-VNTRplus (www.miru-

vntrplus.org).

Животные. В работе были использованы 

мыши линии C57BL/6, самцы в возрасте двух 

месяцев к началу инфицирования. Мыши по-

лучены из питомника филиала «Андреевка» 

Научного центра биомедицинских технологий 

ФМБА (г. Красногорск, Московская область, 

Россия) и содержались в виварии ФГБУ Санкт-

Петербургского научно-исследовательского ин-

ститута фтизиопульмонологии (СПб НИИФ, 

Санкт-Петербург, Россия) в соответствии со все-

ми нормами ухода за животными. Всего в работе 

было использовано 350 мышей.

Все процедуры с модельными животными 

были рассмотрены и утверждены локальными 

этическими комитетами СПб НИИФ (Приказ 

Минздравсоцразвития РФ № 708н от 23.08.2010) 

и ФГБУ Федеральный научно-клинический 

центр физико-химической медицины ФМБА 

(ФГБУ ФНКЦ ФХМ ФМБА России) (протокол 

заседания № 2018/08) на предмет соответствия 

Правилам лабораторной практики.

Заражение. Микобактериальную суспензию 

для инфицирования мышей готовили ex tempore 

из трехнедельных штаммов второй генерации. 

Заражающая доза — 106 КОЕ/мышь в 0,2 мл фи-

зиологического раствора. Суспензию микобак-

терий инокулировали модельным животным 

в латеральную хвостовую вену.

Дизайн эксперимента. Модельные животные 

были разделены на две группы: 1 — для иссле-

дования выживаемости животных, зараженных 

микобактериями; 2 — для исследования виру-

лентности штаммов.

Первая группа включала 100 мышей, по 20 осо-

бей на каждый изучаемый штамм. Перед введени-

ем возбудителей туберкулеза мышей взвешивали 

3 раза. После заражения еженедельно проводился 

мониторинг массы тела (взвешивание) с исполь-

зованием электронных весов модели Adventurer™ 

(OHAUS Corporation, США). Проводилась реги-

страция даты гибели животных. Погибших в ходе 

исследования животных подвергали вскрытию 

с осмотром внутренних органов.

Вторая группа включала 250 мышей, по 50 осо-

бей на каждый из 5 изучаемых штаммов M. tuber-

culosis. Животные выводились из эксперимента 

по 6 особей на 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 и 120 день после 

заражения для определения биометрических по-

казателей. Эвтаназию модельных животных осу-

ществляли методом цервикальной дислокации. 

Далее проводилось вскрытие животного и сте-

рильный забор легких и селезенки. Оценку пора-

женности извлеченных органов проводили визу-

ально, после чего оценивали линейные размеры, 

снимали биометрические показатели и проводи-

ли высев микобактерий.

Биометрические показатели. Коэффициенты 

массы органов для легких и селезенки вычисля-

ли, исходя из соотношения массы органа и мас-

сы тела животного, и выражали в условных еди-

ницах:

Индекс поражения легких устанавливали 

по совокупности экссудативных и продуктив-

ных изменений в условных единицах.

Экссудативные изменения:

 – легкие воздушны — 0;

 – единичные безвоздушные очаги — 0,25;

 – легкие безвоздушны на 1/2 — 0,5;

 – легкие безвоздушны на 2/3 — 0,75;

 –  легкие безвоздушны на всем протяже-

нии — 1,0.

Продуктивные очаги:

 – единичные субмилиарные очаги — 0,5;

 – многочисленные (не более 20) — 1,0;
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 –  многочисленные субмилиарные (бо-

лее 20) — 1,5;

 – единичные милиарные — 1,75;

 –  многочисленные сливающиеся субмилиар-

ные и единичные милиарные — 2,0;

 –  многочисленные милиарные (не бо-

лее 10) — 2,25;

 –  многочисленные милиарные, сливающие-

ся — 2,75;

 –  появление мелких казеозных некротичес-

ких фокусов — 3,0;

 – обширный казеоз — 4,0;

 – сплошное поражение легких — 5,0.

Бактериологическое исследование. Для опре-

деления высеваемости микобактерий осуще-

ствляли дозированный посев гомогенатов лег-

ких (0,1 г) и селезенки (целиком) на плотную 

яичную среду Левенштейна–Йенсена (Becton 

Dickinson, США) методом серийных разведений. 

Количество выросших колоний M. tuberculosis 

учитывали через 4 недели инкубации посевов 

при +37°С. Массивность роста микобактерий 

выражали в десятичных логарифмах (lg) от КОЕ 

на массу легких.

Статистическая обработка. Обработку ре-

зультатов проводили с использованием пакета 

программ MS Excel 2010 (Microsoft). Достовер-

ность различий оценили по t-критерию Стью-

дента и считали значимыми при p < 0,05.

Результаты

Бактериальные штаммы. Суммарные харак-

теристики включенных в исследование клини-

ческих штаммов генетического семейства Beijing 

приведены в таблице 1. Представленные образ-

цы относились к «современным» Beijing внутри 

линии 2.2.1 по Coll с соавт. Проведенное VNTR-

типирование позволило отнести штамм B0/W148 

к типу 100–32, согласно международной базе 

данных MIRU-VNTRplus (www.miru-vntrplus.

org). VNTR-профили штаммов CladeA и CAO 

не отличались друг от друга и относились к типу 

94–32. Профиль некластеризующегося штамма 

отличался от профиля CladeA и CAO по локусу 

MIRU 26 и соответствовал типу 1076–32. В свою 

очередь согласно анализу профилей по 12-локус-

ной системе [28] исследуемые образцы B0/W148, 

CladeA, CAO и NK относились к типам M11, M2, 

M2 и M33 соответственно.

Согласно проведенному бактериологиче-

скому тестированию все штаммы проявляли 

множественную лекарственную устойчиво-

стью, что в большинстве случаев подтверди-

лось генетически. В случае некластеризующе-

гося штамма, проявившего фенотипическую 

резистентность к этамбутолу, наблюдалось не-

соответствие фенотипических и генетических 

данных. Известных генетических маркеров 

устойчивости к данному антибиотику выявле-

но не было.Т
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Исследования выживаемости животных. 
На мышах линии C57BL/6 проведена оцен-

ка выживаемости животных после заражения 

клиническими штаммами M. tuberculosis (n = 4) 

и лабораторным штаммов H37Rv. Естественную 

гибель животных регистрировали с первого 

по 128 день; кривые смертности в каждой груп-

пе мышей представлены на рисунке 1. Гибель 

мышей, инфицированных штаммами B0/W148, 

CAO, NK и H37Rv, начиналась c четвертой не-

дели (23–25 дней). В то же время мыши, инфи-

цированные штаммом CladeA, выживали спустя 

более 4 месяцев (128 дней). К концу наблюдения 

наибольшая гибель животных была зарегистри-

рована в группе мышей, зараженных штаммами 

NK и B0/W148.

Согласно общей оценке экспериментального 

туберкулеза, на 128 день наиболее тяжелое тече-

ние процесса наблюдалось у мышей, зараженных 

штаммом NK (3,81; p < 0,05). Значения индексов 

поражения легких у мышей, инфицированных 

штаммами B0/W148 (3,70) и H37Rv (3,69), были 

одинаковыми, но менее выраженны, чем для 

штамма NK (p < 0,05). Соответствующий индекс 

поражения штаммом CladeA имел наименьшее 

значение по сравнению с другими исследуемы-

ми штаммами (3,49; p < 0,05).

Исследование вирулентности штаммов. 

Согласно схеме, представленной в разделе 

«Материалы и методы», проведена сравнитель-

ная оценка вирулентности клинических штам-

мов M. tuberculosis (n = 4) и лабораторного штам-

ма H37Rv. Группы мышей линии C57BL/6, ин-

фицированные пятью различными бактериаль-

ными культурами, выводили из эксперимента 

на определенном сроке после заражения, пред-

варительно проводя их взвешивание.

Анализ динамики изменения массы мышей 

показал, что заражение штаммами CladeA, B0/

W148 и CAO не вызывало снижение массы живот-

ных, тогда как мыши, зараженные штаммами NK 

и H37Rv, первоначально набирали вес, а к 120 дню 

наблюдалось резкое снижение массы (табл. 2).

Согласно результатам анализа экссудативных 

изменений все штаммы вызывали появление 

единичных безвоздушных очагов в легких начи-

ная с третьего дня после заражения. Данная кар-

тина сохранялась без существенных изменений 

до 120 дня заболевания для штамма B0/W148. 

В случае заражения штаммом CAO легкие мыши 

становились безвоздушны на 1/2 и 2/3, начиная 

с 60 дня после заражения. При инфицировании 

штаммом NK такие же изменения регистри-

ровались с 21 дня, а для штамма CladeА лишь 

на 120 день. В свою очередь, для штамма H37Rv 

Рисунок 1. Динамика смертности мышей линии 

C57BL/6, инфицированных исследуемыми 

штаммами микобактерий

Figure 1. Survival of C57BL/6 mice infected with 
experimental mycobacterium strains. Mice were 
evaluated during 128 days post-infection
Примечания. Срок наблюдения — 128 дней. Данные 
представлены в % к исходному числу мышей в группах 
наблюдения.
Notes. Data are presented as percentage of mice relative 
to the baseline assessed in experimental groups

Таблица 2. Динамика изменения массы тела у мышей линии C57BL/6 на разных сроках после 

заражения исследуемыми штаммами M. tuberculosis

Table 2. Dynamics of body mass change of the C57BL/6 mice at different days after infection with the M. tuberculosis 
studied strains

Дни после заражения

Days after infection

Масса тела мышей, г/Mice body mass, g

Штаммы M. tuberculosis/M. tuberculosis strains
Clade A Clade В Clade C NK H37Rv

1 21,4±0,8 22,2±0,6 20,5±0,04 21,1±0,66 19,86±0,48

3 20,4±0,6 21,4±0,8 20,7±0,74 20,6±0,59 19,47±0,55

7 22,4±0,3 22,1±0,8 20,5±0,21 18,3±1,2 20,33±0,64

14 23,0±0,5 22,0±0,9 21,4±0,35 22,2±0,3 20,4±0,66

21 24,5±0,5 23,2±0,7 22,5±0,27 22,4±0,57 21,8±0,44

28 24,5±0,6 26,1±0,4 24,1±0,50 23,8±0,8 22,5±0,66

60 27,4±0,66 25,7±1,21 23,2±0,59 28,1±0,62 25,3±0,87

120 27,3±0,64 28,5±0,82 24,2±0,75 19,7±1,38 22,8±1,17
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у части мышей легкие были воздушны до 28 дня, 

однако на 120 день у всех наблюдались сильные 

изменения, вплоть до полной безвоздушности 

легкого.

Продуктивные изменения в легких протека-

ли одинаково в первую неделю развития инфек-

ционного процесса (рис. 2). При этом в случае 

инфицирования штаммами CladeA, CАО и NK 

в легких выявлялись многочисленные субми-

лиарные очаги, а при заражении штаммами B0/

W148 и H37Rv — единичные. В дальнейшем для 

всех штаммов наблюдалось прогрессирование 

инфекционного процесса с образованием много-

численных милиарных очагов на 21 день после за-

ражения, которые начинали сливаться к 28 дню.

Наиболее выраженные продуктивные изме-

нения в легких регистрировались в случае инфи-

цирования штаммами B0/W148 и NK. На 60 день 

было выявлено преобладание казеозных не-

кротических фокусов, а к 120 дню обнаружи-

вались крупные фокусы казеозной пневмонии. 

У мышей, зараженных штаммами CladeA, CAO 

и H37Rv, наблюдались менее выраженные не-

кротические изменения в легких. Развитие про-

цесса к 120 дню характеризовалось появлени-

ем милиарных сливающихся очагов, а в случае 

CladeA наблюдалось появление мелких казеоз-

ных некротических фокусов.

Высеваемость М. tuberculosis из легких за-

раженных мышей на 21 день достоверно от-

личалась для всех штаммов (рис. 3). Согласно 

полученным данным, бактериальная нагрузка 

увеличивалась до 21 дня и затем сохранялась 

до 60 дня в случае инфицирования штаммами 

CladeA и B0/W148, что указывало на временное 

ингибирующее действие приобретенного им-

мунитета хозяина (мыши), устанавливающего-

ся через 3–4 недели после заражения. В случае 

заражения штаммами CAO, NK и H37Rv бакте-

риальная нагрузка в легких непрерывно увели-

чивалась, начиная с 7 дня заражения. При этом 

бактериальная нагрузка в селезенке для штам-

мов CAO и H37Rv увеличивалась до 21 дня, а за-

тем снижалась. В свою очередь, для штамма 

NK бактериальная нагрузка в селезенке также 

увеличивалась до 21 дня, после чего наблюда-

лась стабилизация, а затем вновь повышалась 

к 120 дню заражения. Суммарно максимальная 

бактериальная нагрузка как в легких, так и в се-

лезенке на терминальной стадии заражения на-

блюдалась в случае инфицирования штаммами 

NK и H37Rv.

Обсуждение

Впервые представители генотипа Beijing были 

обнаружены в 90-х гг. ХХ в., в двух независимых 

исследованиях, проведенных группами ис-

следователей из Голландии и Америки [10, 39]. 

При этом название как нельзя лучше отражает 

реальное место зарождения генотипа. Штаммы 

генотипа Beijing наиболее часто встречаются 

в Восточной Азии [25], а также ассоциированы 

с многочисленными вспышками заболеваний 

во всем мире, многие из которых были вызваны 

лекарственно устойчивыми клонами [8, 17]

Как упоминалось ранее, доля Beijing в струк-

туре популяции патогена в России занимает 

50–80%. На основании VNTR- и SNP-анализа 

представители данного генотипа могут быть раз-

делены на несколько превалирующих кластеров: 

Рисунок 2. Значения индексов продуктивных 

изменений (условные единицы) легких у мышей 

линии C57BL/6 после заражения исследуемыми 

штаммами M. tuberculosis

Figure 2. Productive changes index (arbitrary 
units) in the lungs of C57BL/6 mice infected with 
M. tuberculosis strains
А) Средние значения индексов поражений с первого 
по 120 день после инфицирования. Значения индексов 
поражений на Б) 7 день после заражения и В) 120 день 
после заражения. Каждый символ соответствует 
значению для одной мыши.
A) Average lesion intensity examined within 1–120 dpi. 
B) Average lesion intensity examined on 7 and 
C) 120 dpi. Each symbol denotes an individual mouse.



179

2019, Т. 9, № 1 Вирулентность МТВ Beijing in vivo

B0/W148, CladeA и CAO [23, 26, 33, 36]. При этом 

CladeA и CAO относятся к одному VNTR-типу 

94–32 и зачастую объединяются в единый клас-

тер Central Asia [12, 23]. В свою очередь, кластер 

B0/W148 относится к типу 100–32. Изоляты опи-

сываемых групп зачастую демонстрируют вы-

сокую трансмиссивность, ассоциацию с лекар-

ственной устойчивостью и преобладают среди 

пациентов с тяжелыми формами заболевания. 

При этом работы по исследованию вирулентно-

сти штаммов кластеров противоречивы либо со-

всем отсутствуют.

В исследовании были использованы 3 кли-

нических штамма M. tuberculosis, относящиеся 

к кластерам B0/W148, CladeA и CAO. В работу 

также вошли лабораторный штамм H37Rv и не-

кластеризующийся штамм NK генотипа Beijing. 

Последний относился к VNTR-типу 1076–32. 

Надо отметить, что генетически образец NK 

принадлежал кластеру Central Asia, но не отно-

сился к CladeA и CAO, а также не соответствовал 

высокотрансмиссивным штаммам.

Включенные в исследование клинические 

штаммы генотипа Beijing обладали схожим 

профилем фенотипической и генетической ле-

карственной устойчивости, что позволило ми-

нимизировать диспропорцию в эксперимен-

тальных данных, вызванную снижением жиз-

неспособности лекарственно-устойчивых бак-

терий. В частности, в модельных экспериментах 

на морских свинках было продемонстрировано 

снижение вирулентности у изониазид-устой-

чивых штаммов [9, 33], схожие закономерно-

сти были найдены в случае устойчивости к ри-

фампицину [16, 24], аминогликозидам [15, 34] 

и фторхинолонам [31].

В ходе исследований по оценке выжива-

емости было установлено, что наибольшая 

смертность наблюдалась в группе животных, 

инфицированных штаммами NK (50%) и B0/

W148 (25%) (рис. 1). В то же время все мыши, 

инфицированные штаммом CladeA, остава-

лись живыми до финального дня эксперимента 

(128 день), что свидетельствует о наименьшей 

вирулентности штамма. Анализ распростра-

ненности специфического поражения легких 

у мышей с экспериментальным туберкулезом 

на 128 день показал, что все штаммы имели ха-

рактерные патогенные свойства, то есть были 

способны вызывать туберкулезный процесс. 

Стоит отметить, что наиболее тяжелое течение 

заболевания наблюдалось в случае инфициро-

вания штаммом NK, что согласуется с данны-

ми летальности. В свою очередь, наименьшие 

изменения были выявлены в случае заражения 

штаммами CladeА и CAO. Тяжесть течения экс-

периментального туберкулеза при заражении 

штаммами B0/W148 и H37Rv была несколько 

ниже, чем в случае NK, за счет меньшей выра-

женности некротических процессов в легких 

мышей. Полученные результаты разнятся с ис-

следованием Ribeiro с соавторами, согласно 

которому штамм H37Rv обладал наименьши-

ми вирулентными свойствами по отношению 

к представителям генотипа Beijing и не вызывал 

столь значительных патологических изменений 

[30]. Объяснением может служить тот факт, что 

в исследованиях различных лабораторий могут 

использоваться субпопуляции референсного 

штамма, немного отличающиеся генетически, 

и, как следствие, фенотипически [11, 32].

Оценка динамики развития очагов специ-

фического воспаления в легких также выяви-

ла различия между штаммами. Прогрессивное 

развитие туберкулезного процесса наблюдалось 

у мышей, инфицированных изолятами B0/W148 

и NK. Через 60 дней после заражения штамма-

ми были выявлены многочисленные милиарные 

сливающиеся очаги. К 120 дню крупные фокусы 

казеозной пневмонии, сливаясь, занимали це-

лые доли легкого. В то же время при инфициро-

вании штаммами CladeА, CAO и H37Rv наблю-

далась стабилизация процесса и менее выражен-

ное повреждение органов.

Согласно полученным данным, бактериаль-

ная нагрузка после заражения кластеризующи-

мися штаммами семейства Beijing была ниже 

таковой для штамма Н37Rv, который использо-

вался как референсный. Исключением являлся 

штамм NK, бактериальная нагрузка для кото-

рого являлась самой высокой среди семейства 

Beijing и была сопоставима с Н37Rv к 120 дню 

инфицирования. Следует отметить, что обсе-

мененность легких была наименьшей в слу-

чае с B0/W148. При этом высеваемость данного 

штамма из органов мыши была стабильной с 21 

Рисунок 3. Динамика обсемененности (lg числа 

КОЕ) легких у мышей линии C57BL/6 на разных 

сроках после заражения исследуемыми 

штаммами M. tuberculosis

Figure 3. Time-dependent lung bacterial burden 
in C57BL/6 mice infected with M. tuberculosis strains
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по 120 день инфицирования. Принимая во вни-

мание высокую летальность мышей, прогрес-

сирование и тяжесть инфекции, можно сделать 

предположение, что высокая вирулентность B0/

W148 обусловлена в большей степени способно-

стью штамма вызывать патологические измене-

ния в органах и тканях, чем нарастанием бакте-

риальной нагрузки.

Таким образом, результаты экспериментов 

in vivo показали, что штаммы семейства Beijing 

различаются между собой и могут быть как бо-

лее, так и менее вирулентными, чем лаборатор-

ный штамм H37Rv. При этом, к нашему удив-

лению, наибольшую вирулентность продемон-

стрировал штамм NK, по литературным данным 

относящийся к нетрансмиссивным штаммам. 

Полученный результат разнится с исследова-

ниями зарубежных коллег [8, 18, 22], в которых 

показана высокая вирулентность трансмиссив-

ных штаммов по отношению к спорадическим. 

В свою очередь, в исследовании Ribeiro с со-

авт. [30] было показано, что некоторые штаммы 

Beijing из стран с низкой встречаемостью гено-

типа могут демонстрировать вирулентные свой-

ства, схожие с эндемичными высокотрансмис-

сивными штаммами того же семейства.

Заключение

Представленное исследование подтвержда-

ет, что штаммы генотипа Beijing демонстрируют 

различный спектр фенотипической вирулент-

ности. Последнее свидетельствует о том, что 

в разных субпопуляциях могут существовать 

как более, так и менее трансмиссивные штаммы. 

Более того, нами показано, что кластер B0/W148, 

известный как наиболее вирулентный, облада-

ет схожим уровнем вирулентности со штаммом 

NK. В то же время механизмы, за счет которых 

штаммами реализуется различный уровень ви-

рулентности и трасмиссивности, не до конца 

расшифрованы. В связи с этим необходимы 

дальнейшие сравнительные геномные, протеом-

ные и транскриптомные исследования, которые 

позволят объяснить механизмы, лежащие в ос-

нове наблюдаемых различий.
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Резюме. Целью настоящей работы стало изучение распространенности манифестного и оккультного вирусно-

го гепатита В (HBV) у ВИЧ-позитивных лиц в Дальневосточном федеральном округе (ДФО), а также изучение 

молекулярно-эпидемиологической характеристики циркулирующих в регионе штаммов вируса гепатита В. 

В работе были применены серологический и молекулярно-генетический методы выявления возбудителя 

HBV с последующим филогенетическим анализом полученных последовательностей. По признаку наличия 

анти-HBcAg было установлено, что ВИЧ-позитивные пациенты более подвержены риску заражения HBV 

по сравнению с условно «здоровыми» лицами: 35,02% (ДИ 95: 29,59–40,45%) и 22,22% (ДИ 95: 17,87–26,57%) 

соответственно. Распространенность маркеров текущей HBV-инфекции среди ВИЧ-позитивных лиц так же 

оказалась более высокой по сравнению с условно «здоровым» населением — 6,73% (ДИ 95: 3,88–9,58%) и 0,85% 

(ДИ 95: 0–1,81%) соответственно. При этом, HBsAg-негативная форма при манифестном течении HBV выяв-

лена в 1,01% (ДИ 95: 0–2,15%) случаев среди ВИЧ-позитивных лиц, в то время как среди условно «здорового» 

населения она определена в 0,28% (ДИ 95: 0–0,84%). Установлена более частая выявляемость серологических 

маркеров сочетанного инфицирования вирусными гепатитами С и D в группе ВИЧ-HBV-позитивных лиц 

по сравнению с пациентами с хронической формой HBV, но без ВИЧ-инфекции: показатели инфицирован-

ности HCV составили 50% (ДИ 95: 27,46–77,46%) и 4,65% (ДИ 95: 0–10,94%), HDV — 40% (ДИ 95: 17,97–62,03%) 

и 4,65% (ДИ 95: 0–10,94%), соответственно. Наиболее распространенным генотипом HBV оказался генотип D 

с превалированием субтипа D2, при этом был зарегистрирован случай инфицирования генотипом С HBV 
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(С2). Полученные результаты указывают на необходимость углубленного обследования ВИЧ-позитивных 

пациентов на наличие маркеров парентеральных вирусных гепатитов для снижения риска развития угро-

жающих жизни осложнений, а также с целью профилактики распространения инфекционных агентов в по-

пуляции.

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, вирусный гепатит В, молекулярная эпидемиология, сочетанное инфицирование, 

Дальневосточный федеральный округ, распространенность.

PREVALENCE AND MOLECULAR-GENETIC CHARACTERISTICS OF HEPATITIS B VIRUS 

IN HIV-POSITIVE INDIVIDUALS AT THE FAR EASTERN FEDERAL DISTRICT

Bazykina E.A.a,b, Turkutyukov V.B.a, Trotsenko O.E.b, Kotova V.O.b, Balakhontseva L.A.b, Butakova L.V.b, 

Varnavskaya L.V.c, Fomenko V.V.c, Chechulina M.A.c, Krapivkin A.I.d, Zinkovskaya S.V.d, Budai G.I.d, 

Yanovich O.A.e, Lomakina E.A.f, Lukina Z.I.g
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f Sakhalin Regional Center on Prevention and Combat Against AIDS, Yuzhno-Salhalinsk, Russian Federation
g Magadan Region Center on Prevention and Combat Against AIDS, Magadan, Russian Federation

Abstract. Current study was aimed at investigating prevalence of overt and occult hepatitis B infection in HIV-positive 

individuals as well as molecular-epidemiological characteristics of the circulating hepatitis B virus (HBV) strains in the 

Far Eastern Federal District (FEFD). A total number of 297 blood serum/plasma samples obtained from HIV-positive pa-

tients residing in the FEFD were enrolled in the study. The first control group included 351 blood serum/plasma samples 

of general population without indication on HIV and HBV-infection that underwent laboratory check up at the Centers 

for AIDS Prevention and Control. After evaluating the group of HIV-positive patients 20 HIV-HBV positive samples were 

selected for further detailed analysis. The second control group included 43 patients with chronic hepatitis B. All groups 

were age and gender-matched. The research included serological and molecular-genetic (real-time PCR, positive for HBV 

DNA samples underwent clonal sequencing of PCR-amplified HBV P/S gene) assessment of the biological material fol-

lowed by a phylogenetic analysis of the HBV sequences. Our research revealed that HIV-positive patients are exposed 

to a higher risk of HBV infection compared to general population enrolled in the study, which is evident from the preva-

lence of anti-HBcAg antibodies in the groups examined. HIV-positive vs. first control group was positive for anti-HBcAg 

antibodies at higher rate (35.02%, CI 95: 29.59–40.45% versus 22.22%, CI 95: 17.87–26.57%, p = 0.0003). Abundance 

of ongoing HBV-infection markers was also higher in HIV-positive individuals compared to general population (6.73%, 

CI 95: 3.88–9.58% versus 0.85%, CI 95: 0–1.81%, p = 0.0001, respectively). Should be noted, that HBsAg-negative HBV 

infection in HIV-positive patient cohort comprised 1.01% (CI 95: 0–2.15%) whereas in general population this index was 

as low as 0.28% (CI 95: 0–0.84%). Virus hepatitis С and D were revealed at higher rate in HIV-positive individuals com-

pared to patients with HIV-negative chronic HBV infection (p = 5.84 × 10–7 and p = 0.000001 respectively). HCV and 

HDV prevalence rates comprised 50.0% (CI 95: 27.46–77.46%) and 40.0% (CI 95: 17.97–62.03%) in HIV-positive patients. 

Similar indices in control group were 4.65% (CI 95: 0–10.94%) and 4.65% (CI 95: 0–10.94%), respectively. The phylo-

genetic analysis of the six isolated HBV sequences showed that the five samples belonged to genotype D, with dominant 

subtype D2 (verified in 4 cases). Further, HBV genotype С was detected only in one case. The obtained data indicate a ne-

cessity for further in-depth diagnostic examination of viral hepatitis in HIV-positive patients to lower a risk of developing 

life-threatening complications as well as preventing hepatitis spread in human population.

Key words: HIV-infection, viral hepatitis B, molecular epidemiology, coinfection, Far Eastern Federal District, prevalence.

Введение

Вирусный гепатит В (HBV) остается важ-

ной проблемой современного здравоохранения. 

Несмотря на успешное внедрение рекомбинант-

ной вакцины против вируса, ежегодно реги-

стрируются новые случаи острой и хронической 

HBV-инфекции, обусловленной, в том чис-

ле, мутантными возбудителями с измененной 

структурой HBsAg, не определяемыми клас-

сическими иммунологическими (серологичес-

кими) методами [2, 3, 7, 8]. Для заболевания 

характерны высокий риск формирования цир-

роза печени и гепатоцеллюлярной карциномы, 

особенно среди пациентов с сочетанной пато-

логией (до 53% среди всех зарегистрированных 

случаев), в частности, коинфицированных ВИЧ 

и/или вирусом гепатита С (HCV) [15, 16, 25].
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Эпидемиологическая картина HBV-инфек-

ции в различных странах неоднородна. Суще-

ствуют гиперэндемичные территории, где 

распространенность HBsAg среди популяции 

превышает 8%, регионы с промежуточной (от 2 

до 8%) и низкой эндемичностью гепатита В. 

Безусловно, данные показатели напрямую свя-

заны с доступностью вакцин против HBV, ко-

торые значительно снижают риск инфицирова-

ния вирусом. Так, например, страны с низким 

уровнем дохода, которые не имеют возможно-

сти проводить крупномасштабные вакцина-

ции в стране, а также страны с труднодоступ-

ными территориями имеют высокие уровни 

заболеваемости и распространенности HBV-

инфекции. Африканский континент в целом 

считается гиперэндемичным регионом, высо-

кая распространенность HBsAg, иногда превы-

шающая 20% среди населения, зарегистриро-

вана в Нигерии, Намибии, Габоне, Камеруне, 

Буркина-Фасо. Североафриканский регион (Еги-

пет, Тунис, Алжир, Марокко) отнесен к низкоэн-

демичному. В ряде стран континента превалиру-

ют средние показатели носительства HBsAg среди 

населения (2–8%) [27].

Аналогичная ситуация складывается и на тер-

ритории Южной Америки. Так, контин гент 

условно разделен на территории с низкими 

(Мексика, Коста-Рика, Уругвай, Ар ген тина, 

Чили, Перу, Колумбия), промежуточными (Гва-

темала, Сальвадор, Гондурас, Домини кан ская 

Республика, Пуэрто-Рико) и высокими (Бра-

зилия, Эквадор, Суринам) показателями носи-

тельства HBsAg [25, 27].

Страны Ближнего Востока относятся к ре-

гионам с низкой (Ирак, Саудовская Аравия, 

Иордания) и промежуточной (Объединенные 

Арабские Эмираты, Кувейт, Йемен) эндемич-

ностью [27].

В ряде стран внедрение вакцинации позво-

лило снизить уровень распространения HBV-

инфекции. Например, в Китае в период 1992–

2006 гг. отмечено его уменьшение с 9,2 до 7,2% 

[20]. Средние показатели носительства HBsAg 

также зарегистрированы в Корее и Сингапуре 

(около 4%). Аналогичный уровень выявлен 

и в Казахстане (3,8%) [27].

Страны Восточной Европы, включая Россию, 

продолжают оставаться регионами с промежу-

точной эндемичностью HBV-инфекции. В от-

личие от них государства Западной Европы 

и Северной Америки характеризуются низкой 

эндемичностью [25]. Широкомасштабное вне-

дрение вакцинации детей от HBV-инфекции, 

начатой в данных регионах в 1998 г., привело 

к значительному снижению заболеваемости 

гепатитом В и уменьшению в разы доли хро-

нической инфекции среди вакцинированной 

молодежи по сравнению с невакцинированны-

ми сверстниками. При этом, сельские жители 

остаются более уязвимыми вследствие недоста-

точного охвата вакцинацией населения в труд-

нодоступных регионах страны [5, 27].

Необходимо отметить, что в Российской 

Федерации (РФ) на фоне преимущественно 

промежуточного уровня распространеннос-

ти HBV-инфекции существуют гиперэнде-

мичные регионы, одним из которых является 

Республика Саха (Якутия) [11, 12]. Наиболее 

благоприятная эпидемиологическая обстанов-

ка по HBV-инфекции отмечена в администра-

тивных образованиях Центрального и Южного 

федеральных округов РФ [10].

Значительный интерес для оценки особен-

ностей эпидемического процесса, совершен-

ствования эпидемиологического надзора и раз-

работки комплекса профилактических меро-

приятий представляет мониторинг пятой фазы 

хронической HBV-инфекции, включающий из-

учение данных о частоте регистрации HBsAg-

негативной формы инфекции или латентного 

(оккультного) HBV в популяции [16].

Истинный оккультный HBV характеризу-

ется отсутствием HBsAg (подтверждается от-

рицательным результатом ИФА-анализа в тест-

системах с чувствительностью не ниже 0,01 МЕ/

мл), как правило, низким уровнем виремии 

в сыворотке крови (менее 200 МЕ/мл), возмож-

ным наличием интегрированной cccDNA HBV 

(ковалентно замкнутой кольцевой ДНК) в гепа-

тоцитах хозяина, а также определением других 

маркеров (анти-HBc, анти-HBsAg и др.) HBV-

инфекции [8, 16].

В 1978 г. J.H. Hoofnagle и соавт. был доказан 

факт передачи HBV посредством переливания 

крови при отсутствии HBsAg, но с наличием вы-

соких титров анти-HBcAg [17]. Данный вариант 

течения HBV-инфекции является актуальным 

для пациентов с иммуносупрессивными со-

стояниями, например, ВИЧ-инфицированных 

пациентов, так как ВИЧ способен подавлять ре-

пликацию HBV и, как следствие, HBsAg [18, 22, 

28]. За счет интерференции между возбудителя-

ми ВИЧ-инфекции и HBV распространенность 

оккультного вирусного гепатита В среди ВИЧ-

позитивных лиц в несколько раз выше по срав-

нению с общей популяцией [18]. Так, по данным 

литературы, в группе ВИЧ-позитивных паци-

ентов, наряду с отсутствием HBsAg и наличи-

ем анти-HBc, ДНК HBV выявлялась с частотой 

от 10–11,3% [14, 26] до 16,7–31,5% [19, 23] в зависи-

мости от региона проживания. Аналогичные по-

казатели среди доноров варьировали от 0 до 15% 

[24]. Например, ученые из Китая выявляли 

ДНК HBV среди условно-здорового населения 

в 3,3% случаев [28], в то время как в Восточной 

Нигерии, эндемичной по HBV-инфекции, дан-

ный показатель составил 8% [21].
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В связи с тем, что в Дальневосточном феде-

ральном округе (ДФО) регистрировались одни 

из самых высоких в РФ показателей суммарной 

заболеваемости HBV-инфекцией [10], целью ис-

следования стало изучение распространенности 

манифестного и оккультного вирусного гепати-

та В, а также молекулярно-эпидемиологической 

характеристики генетических вариантов вируса 

гепатита В, выявленных среди ВИЧ-позитивных 

лиц данного региона России.

Материалы и методы

Проведено исследование 297 образцов сыво-

ротки/плазмы крови ВИЧ-позитивных боль-

ных, проживающих в ДФО (первая основная 

группа обследуемых лиц), среди которых муж-

чины составили 184 человека (61,95%; ДИ 95: 

56,42–67,48%), женщины — 113 человек (38,05%; 

ДИ 95: 32,52–43,58%). Средний возраст обсле-

дованных оказался равным 38,62 годам (ДИ 95: 

37,44–39,8 лет).

Первая группа сравнения включала сыво-

ротки/плазмы крови 351 пациента с отсутстви-

ем данных о наличии хронического вирусного 

гепатита (ХВГ), проходивших рутинное лабора-

торное обследование в центрах по профилакти-

ке и борьбе со СПИД ДФО (условно «здоровое» 

население). Мужчины составили 198 человек 

(56,41%, ДИ 95: 51,22–61,6%), а женщины — 

153 человека (43,59%, ДИ 95: 38,4–48,77), сред-

ний возраст группы составил 41,47 лет (ДИ 95: 

39,38–43,56 лет).

Следовательно, основная группа обследуе-

мых лиц и основная группа сравнения оказались 

практически сопоставимыми по полу (муж-

чины составили, соответственно 61,95±2,82% 

и 56,41±2,65%, p > 0,05) и по возрасту (средний 

возраст в группах соответственно 38,62±2,83 

и 41,47±2,63 лет, p > 0,05).

В дальнейшем более углубленному серо-

логическому тестированию на маркеры ин-

фицирования вирусами парентеральных ге-

патитов были подвергнуты 20 ВИЧ-инфи-

цированных пациентов с наличием маркеров 

текущей HBV-инфекции (HBsAg и/или ДНК 

HBV), входивших во вторую основную группу 

обследуемых (группа ВИЧ-HBV-позитивных 

лиц). Группу сравнения для них (вторая груп-

па сравнения) составили 43 пациента с под-

твержденным диагнозом ХВГ и с отсутстви-

ем у них ВИЧ-инфекции. Средний возраст 

пациентов второй группы сравнения соста-

вил 41,74 лет (ДИ 95: 36,66–46,83 лет), из них 

преобладали мужчины — 28 человек (65,12%, 

ДИ 95: 50,87–79,36%), женщин было 15 (34,88%, 

ДИ 95: 20,64–49,13).

Биологический материал поступал в лабора-

торию ФБУН Хабаровский НИИ эпидемиоло-

гии и микробиологии Роспотребнадзора под ко-

довыми номерами. Исследование проводилось 

в соответствии с положениями Хельсинской 

декларации (1975 г.) и было одобрено этичес-

ким комитетом ФБГОУ ВО ТГМУ Минздрава 

России (протокол № 4), пациенты подписывали 

информированное согласие об участии в иссле-

довании.

Все пробы тестировались на наличие HBsAg 

(чувствительность метода 0,01 МЕ/мл), анти-

тел к HBcAg с использованием наборов произ-

водства «Вектор-Бест» (Россия). При обнару-

жении HBsAg и антител к HBcAg наличие ДНК 

возбудителя определялось посредством ме-

тода ПЦР с гибридизационно-флюоресцент-

ной детекцией (аналитическая чувствитель-

ность — 50 МЕ/мл, тест-система «АмплиСенс 

HBV-FL», ФБУН ЦНИИ эпидемиологии, 

Россия). При выявлении ДНК HBV прово-

дилось определение вирусной нагрузки (ана-

литическая чувствительность — 150 МЕ/мл, 

тест-система «АмплиСенс HBV-Монитор-

FL», ФБУН ЦНИИ эпидемиологии, Россия), 

а также наличия антител к вирусам гепати-

тов С и D (Вектор-Бест, Россия). ДНК HBV 

выделяли из 100 мкл плазмы крови с помощью 

набора реагентов «АмплиПрайм Рибопреп» 

(ФБУН ЦНИИ эпидемиологии, Россия). Все 

этапы лабораторной диагностики проводи-

лись в соответствии с протоколами фирм-

производителей.

Для дальнейшего генотипирования образ-

цов проводилась постановка двухступенчатой 

ПЦР со специфическими праймерами к участ-

кам S/P генома HBV [6]. Наличие искомого 

продукта выявляли методом электрофорети-

ческой детекции. Для определения нуклеотид-

ных последовательностей использовали метод 

прямого секвенирования ампликонов на авто-

матическом генетическом анализаторе Applied 

Biosystems 3500. Выравнивание полученных 

последовательностей проводили в программе 

BioEdit с помощью интегрированной функ-

ции ClustalW. Поиск прототипных штаммов 

осуществлялся по базе генетических данных 

GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Филогенетический анализ проводили с помо-

щью пакета программ BEAST 1.10.0, а статисти-

ческую достоверность филогенетического де-

рева проверяли в программе Tracer 1.7.1. (ESS > 

200), построение дерева осуществляли в про-

грамме FigTree 1.4.3.

Статистический анализ данных включал 

расчет средних значений, ошибки средней, 

стандартного отклонения, критерия Стьюдента 

(двустороннее распределение t), доверительных 

интервалов, хи-квадрата (χ2), достоверность 

различий показателей подтверждалась при ве-

роятности ошибки не более 5% (p < 0,05).
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Результаты

Проведенные исследования позволили уста-

новить, что частота выявления анти-HBcAg 

среди ВИЧ-позитивных лиц основной группы 

наблюдения оказалась довольно высокой, со-

ставив 104 из 297 человек или 35,02% (ДИ 95: 

29,59–40,45%). В основной группе сравнения 

данный маркер инфицирования НBV опреде-

лен у 78 из 351 обследуемого пациента, то есть 

в меньшем проценте случаев — в 22,22% (ДИ 95: 

17,87–26,57%) (р = 0,0003).

Анализ распределения ВИЧ-инфицирован-

ных лиц первой основной группы наблюдения 

в зависимости от наличия или отсутствия в сы-

воротке крови у них анти-НВсAg представлен 

в таблице 1.

Обращает на себя внимание факт стати-

стически значимо большего удельного веса 

ВИЧ-инфицированных пациентов с наличием 

анти-НВс наиболее продуктивного возраста 

(30–49 лет), нежели доля лиц той же возрастной 

категории с ВИЧ-инфекцией, но при отсут-

ствии анти-НВс — соответственно 89,42±3,02% 

и 61,66±3,50%, p < 0,001. В целом, ВИЧ-

позитивные лица с наличием анти-HBcAg ока-

зались несколько старше (средний возраст — 

40,9 лет, ДИ 95: 25,31–56,19 лет) по сравнению 

с ВИЧ-инфицированными лицами без наличия 

данного серологического маркера (средний воз-

раст — 37,38 лет, ДИ 95: 15,21–59,55 лет, р = 0,05).

С учетом того, что наличие анти-НВс в кро-

ви человека указывает на факт его контакта 

с вирусом гепатита В, имеющим однотипные 

с ВИЧ пути передачи, вполне вероятно, за-

ражение данных пациентов произошло либо 

одномоментно обоими вирусами, либо по-

следовательно в разные промежутки времени. 

Проникновение вирусов в организм обследуе-

мых лиц могло произойти двумя наиболее рас-

пространенными путями — инъекционным и/

или половым.

Известно, что начало эпидемии ВИЧ-

инфекции в Российской Федерации, имевшее 

место в 1989 г., напрямую было связано с рас-

пространением наркомании. Психотропные 

вещества, как правило, вводили инъекцион-

ным путем [4]. Шприцы использовались много-

кратно, что увеличивало риск распространения 

гемоконтактных инфекций (парентеральных 

вирусных гепатитов, ВИЧ-инфекции). На тот 

момент вакцинация против HBV-инфекции 

не входила в Национальный календарь профи-

лактических прививок [5].

 Последние годы ознаменованы постепен-

ной сменой потребления инъекционных нар-

котиков на синтетические курительные сме-

си, «спайсы», что могло повлиять на снижение 

роли парентерального пути передачи вирусов 

[13]. Кроме этого, на современном этапе наме-

чена тенденция к преобладанию полового пути 

передачи ВИЧ-инфекции. Более того, на фоне 

проводимых в настоящее время крупномас-

штабных мероприятий по вакцинации про-

тив HBV-инфекции значительно снижен риск 

распространенности вируса гепатита В среди 

подростков и молодежи. Вполне вероятно, что 

с этими явлениями связано отсутствие анти-

НВс среди охваченных данным наблюдением 

ВИЧ-инфицированных пациентов в возрасте 

до 29 лет.

Дальнейшее обследование основной группы 

наблюдения выявило наличие у 17 из них HBsAg 

и еще у 3 пациентов — ДНК HBV на фоне по-

ложительной реакции на анти-НВс, но при от-

сутствии HBsAg (вторая группа наблюдения, 

состоящая из 20 человек). В целом частота об-

наружения маркеров текущей HBV-инфекции 

в основной группе наблюдения, составила 6,73% 

(20/297; ДИ 95: 3,88–9,58%), что оказалось зна-

чительно выше аналогичных показателей ос-

новной группы сравнения — 0,85% (3/351, ДИ 95: 

0–1,81%, р = 0,0001). Следует отметить, что сре-

ди ВИЧ-HBV-инфицированных лиц (вторая 

Таблица 1. Сравнительная характеристика возрастной структуры ВИЧ-позитивного населения ДФО 

с наличием и отсутствием HBcAg IgG

Table 1. Comparative evaluation of age groups in HBcAg IgG bearing/lacking HIV-positive cohort at the Far Eastern 
Federal District

Возраст

Age

HBcAg IgG положительные 
пациенты, %

HBcAg IgG positive patients, %

HBcAg IgG отрицательные, % 
пациенты

HBcAg IgG negative patients, %

Достоверность разницы 
показателей, р

P-value

0–14 0,00±3,85 1,55±0,89 0,69

15–18 0,00±3,85 0,52±0,52 0,89

19–29 0,00±3,85 22,80±3,02 0,000005

30–49 89,42±3,02 61,66±3,50 0,00000001

50–59 6,73±2,46 8,81±2,04 0,52

60–69 3,85±1,89 3,63±1,35 0,92

> 70 0,00±3,85 1,04±0,73 0,79
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группа наблюдения) статистически достовер-

ной разницы между мужчинами (60,0±11,24%) 

и женщинами (40,0±11,24%) не отмечено (р = 

0,22), хотя по данным литературы преимущество 

мужчин характерно для HBV-инфекции [2].

HBsAg-негативная форма инфекции, заре-

гистрированная у трех из 297 ВИЧ-позитивных 

лиц основной группы наблюдения, составила 

1,01% (ДИ 95: 0–2,15%), а в группе условно «здо-

рового» населения выявлен лишь один такой 

пациент (0,28%, ДИ 95: 0–0,84%, р = 0,26).

Следует отметить, что наличие оккультной 

формы HBV-инфекции подтверждается низкой 

вирусной нагрузкой (ВН) HBV и отсутствием 

в сыворотке крови HBsAg. В данном исследо-

вании в 2 из 3 случаев скорее всего имел место 

оккультный гепатит, так как в этих исследуе-

мых пробах ВН составила менее 150 МЕ/мл при 

положительном результате качественной ПЦР 

и отрицательном результате ИФА на HBsAg. 

У третьего пациента, при недетектируемом 

уровне HBsAg, выявлены высокие титры анти-

тел к HBsAg (более 1000 МЕ/мл), а вирусная на-

грузка HBV составила 589 МЕ/мл. Полученные 

данные о результатах исследования третьего 

пациента свидетельствовали в пользу присут-

ствия у него мутантного штамма HBV по гену, 

кодирующему HBsAg (в а-детерминанте). 

Однако, полученная в ходе секвенирования 

нуклеотидная последовательность ДНК это-

го вируса оказалась короткой, вследствие чего 

участок S-гена оказался нечитаемым, что в ко-

нечном итоге не позволило подтвердить пред-

положение о мутантном штамме.

Выявление спектра антител к возбудите-

лям парентеральных вирусных гепатитов D и C 

(HDV и HCV) показало, что у 8 (40,0±11,2%) из 20 

ВИЧ-инфицированных пациентов с наличием 

текущей HBV-инфекции были обнаружены ан-

титела, свидетельствующие об их инфицирова-

нии HDV. Данный процент, полученный в ходе 

настоящего исследования, значительно превы-

сил продемонстрированные рядом авторов ана-

логичные показатели, выявленные среди носи-

телей HBsAg, не инфицированных ВИЧ. Так, 

по сведениям литературы, частота выявления 

анти-HDV варьирует в зависимости от региона 

Российской Федерации и от профиля пациен-

тов. Например, в Республике Саха (Якутия), 

по праву считающейся эндемичным регионом 

по HBV- и HDV-инфекции, уровни выявления 

анти-HDV у лиц c HBV-инфекцией варьирова-

ли от 16,6 до 41% [11, 12]. В других субъектах РФ 

среди пациентов клиники нефрологии, тера-

пии и профессиональных заболеваний они со-

ставляли в среднем 18,8% [1].

Более того, антитела к HCV выявлены у 10 

из 20 ВИЧ-HBV-коинфицированных лиц, 

то есть в половине случаев (50%, ДИ 95: 27,46–

77,46%), при этом признаки сочетанного ин-

фицирования тремя возбудителями паренте-

ральных вирусных гепатитов (HBV, HCV, HDV) 

определены у 5 пациентов (25,0±9,93%).

Следует отметить, что в группе сравнения, 

представленной 43 пациентами с хронической 

HBV-инфекцией (без ВИЧ-инфекции), частота 

выявления антител к HDV- и HCV-инфекции 

оказалась достоверно ниже (табл. 2).

Дополнительный анализ серологическо-

го профиля между данной группой сравнения 

и 20 пациентами с ВИЧ-HBV коинфекцией 

показал, что у пациентов c хронической HBV-

инфекцией с достоверно большей частотой вы-

явлены антитела к HBeAg, при этом частота 

выявления HBeAg и анти-HBsAg у них значи-

тельно ниже, а случаев инфицирования тремя 

возбудителями парентеральных вирусных гепа-

титов, не зарегистрировано.

Более высокий процент выявления HBeAg 

среди ВИЧ-позитивных лиц с сочетанной 

HBV-инфекцией, по сравнению с пациента-

ми с хронической формой HBV-инфекции при 

отсутствии ВИЧ, косвенно свидетельствует 

о большей степени активности инфекционного 

Таблица 2. Сравнительный анализ серологического профиля между ВИЧ-HBV коинфицированными 

пациентами и пациентами с хронической HBV-инфекцией

Table 2. Comparative analysis of serologic profile in HIV-HBV co-infected vs. chronic HBV infection patients

Формы инфекции

Forms of infection

Серологические маркеры инфицирования вирусами гепатитов

Serological markers of viral hepatitis
HBsAg антитела, %

HBsAg antibodies, %
HBeAg, % HBeAg IgG, % HDV IgG, %

HCV антитела, %

HCV antibodies, %
Хроническая 

НВV-инфекция

Chronic HBV-infection
9,3±4,43 2,33±2,3 97,67±2,3 4,65±3,21 4,65±3,21

ВИЧ-HBV 
коинфекция

HIV-HBV coinfection
25±9,93 5,0±5,0 85±8,19 40,0±11,24 50,0 ±11,5

χ2 24,58 245,45 1342,17 24,96448 24,0

p 7 × 10–7 2,55 × 10–55 7,75 × 10–294 5,84 × 10–7 0,000001
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процесса у ВИЧ-позитивных лиц. Однако ста-

тистически достоверной разницы между уров-

нями вирусной нагрузки HBV среди пациентов 

с хронической формой HBV-инфекции и ВИЧ-

HBV коинфицированными лицами не выявле-

но (13104,44±42002,89 и 10000170,75±3077876,67 

МЕ/мл, р = 0,1).

Показатели выявления сочетанного зара-

жения HDV и HCV, значительно превышаю-

щие у ВИЧ-НBV-инфицированных лиц (в 8,6 

и 10,24 раз соответственно), указывают на целе-

сообразность тщательного обследования ВИЧ-

позитивных пациентов на наличие маркеров ин-

фицирования вирусными гепатитами. Данная 

мера продиктована необходимостью своевре-

менной корректировки получаемой терапии 

и назначением наиболее эффективных препара-

тов, подавляющих репликацию вирусов.

Углубленному молекулярно-генетическом 

исследованию подвергнуты 17 нуклеотидных 

последовательностей ДНК HBV-положитель-

ных проб ВИЧ-инфицированных пациентов. 

После постановки ПЦР с типоспецифическими 

праймерами к S/P региону генома HBV и даль-

нейшего секвенирования удалось изолировать 

6 образцов, для которых проведен филогенети-

ческий анализ (рис. 1).

С референсными последовательностями ге-

нотипа D HBV, наиболее распространенного 

на территории России [26, 28], кластеризова-

лись 5 из 6 изолированных нами штаммов, че-

тыре из которых относились к субгенотипу D2, 

а пятую последовательность генотипа D отнес-

ти к определенному субгенотипу не удалось. Две 

последовательности, полученные от пациен-

тов из Магаданской области, отнесенные нами 

к субгенотипу D2, оказались в большей степе-

ни сходными с изолятами из Бельгии (2012 г.), 

Иркутской области (2006 г.), в меньшей степе-

ни — с бразильскими штаммами (2009 г.). Два 

Рисунок. Филогенетическое дерево изолятов HBV, полученных от ВИЧ-HBV-инфицированных лиц ДФО

Figure. Phylogenetic tree of the HIV-isolates obtained from HIV-HBV co-infected individuals at the Far Eastern 
Federal District
Примечание. Полученные в работе штаммы выделены черной рамкой; горизонтальные серые линии показывают 
статистически значимые ветви с 95% распределением временного показателя.
Note. Strains obtained in the study were denoted in a black box; grey lines depict significant branches (CI 95%).
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изолята HBV от двух больных из Хабаровского 

и Приморского краев, выделенные в ходе ис-

следования и определенные нами как субгено-

типы D2, образовали монофилетическую груп-

пу, наиболее сходную со штаммом из Индии 

(2013 г.). Пятая последовательность от больного 

из Чукотского автономного округа (ЧАО), отне-

сенная нами к неопределенному субгенотипу D, 

кластеризовалась со штаммами из Германии 

(2005) и Турции (2006).

Лишь 1 из 6 проб, выделенная от пациен-

та из ЧАО, была отнесена к генотипу С HBV, 

предположительно субгенотипу С2, имевшему 

сходство с штаммами из Китая (2016) и Кореи 

(2013). Выявление в ЧАО данного генотипа, для 

которого не характерно широкое распростране-

ние в РФ, возможно, связано с трансграничной 

его импортацией, в особенности из Азиатских 

стран (Китая, Японии, Кореи), где генотип С 

HBV является доминирующим [25, 27].

Заключение

Полученные в ходе наблюдения данные сви-

детельствуют о более широком распростране-

нии HBV-инфекции, в том числе сочетанных 

форм с HCV и HDV, среди ВИЧ-позитивных 

лиц Дальневосточного федерального округа, 

по сравнению с условно «здоровым» населением.

Отмеченная в данном исследовании низ-

кая выявляемость HBsAg и отсутствие анти-

HBcAg в группе ВИЧ-позитивных лиц в возрас-

те до 29 лет может быть вероятным результатом 

эффективности широкомасштабной вакцино-

профилактики среди молодых людей, проводи-

мой в последние годы в нашей стране, а также 

результативности просветительской работы, 

направленной на предупреждение распростра-

нения HBV-инфекции среди населения.

Среди охваченных наблюдением ВИЧ-инфи-

цированных пациентов ДФО в 1% случаев заре-

гистрирована НВsAg-негативная форма HBV-

инфекции, в том числе с наличием признаков 

оккультного вирусного гепатита В, характер-

ного для лиц с иммунодепрессивными состо-

яниями. Необходимо отметить, что выявление 

HBsAg-негативной формы HBV-инфекции воз-

можно лишь благодаря комплексному приме-

нению серологических и молекулярно-генети-

ческих методов в диагностике.

Результаты проведенного исследования ука-

зывают на целесообразность проведения тща-

тельного обследования ВИЧ-позитивных граж-

дан на наличие маркеров инфицирования па-

рентеральными вирусными гепатитами, как 

серологическими, так и молекулярно-генетичес-

кими методами, что, бесспорно, необходимо для 

выбора тактики лечения пациентов, своевре-

менной профилактики возможных осложнений 

и предотвращения дальнейшего распростране-

ния возбудителей в популяцию.

Филогенетический анализ последователь-

ностей HBV у ВИЧ-инфицированных боль-

ных ДФО показал превалирование у них гено-

типа D HBV, преимущественно субгенотипа 

D2. Выявление в единичном случае нехарак-

терного для России генотипа С HBV может 

указывать на его завоз в результате активных 

трансграничных связей с близлежащими стра-

нами (Китай, Южная Корея, Япония и др.). 

Отмеченный факт еще раз подчеркивает акту-

альность использования молекулярно-генети-

ческих методов в этиологической расшифровке 

HBV-инфекции, в том числе при подозрении 

на завозные случаи инфицирования.
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ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 

ВНУТРИУТРОБНЫХ И ВНУТРИБОЛЬНИЧНЫХ 

ИНФЕКЦИЙ НОВОРОЖДЕННЫХ 

В РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

М.В. Иванова, А.Я. Миндлина, Р.В. Полибин, А.В. Ушанова

ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет), Москва, Россия

Резюме. Внутрибольничные инфекции в акушерских стационарах характеризуются высоким уровнем заболе-

ваемости, значительным ущербом, причиняемым здоровью новорожденных и большой социально-экономиче-

ской значимостью. Цель исследования: выявить эпидемиологические особенности внутрибольничных и вну-

триутробных инфекций новорожденных в Российской Федерации. Материалы и методы. Выборка проводилась 

из формы федерального статистического наблюдения № 2 «Сведения об инфекционных и паразитарных заболева-

ниях» за 2008–2016 гг., Единой межведомственной информационно-статистической системы. Была проанализи-

рована заболеваемость внутриутробными и внутрибольничными инфекциями новорожденных за период с 2008 

по 2016 гг. по субъектам Российской Федерации. Субъекты были разделены на квартили по уровню заболевае-

мости внутриутробными и внутрибольничными инфекциями новорожденных с учетом доверительных границ. 

Результаты. В Российской Федерации рост заболеваемости внутриутробными инфекциями новорожденных от-

мечается в 30 субъектах, снижение — в 31 субъекте, отсутствие динамики — в 13 субъектах; в отношении заболева-

емости внутрибольничных инфекций новорожденных рост наблюдается в 7 субъектах, снижение — в 41 субъекте, 

отсутствие динамики — в 26 субъектах; рост соотношения внутриутробных и внутрибольничных инфекций ново-

рожденных отмечается в 40 субъектах, снижение — в 15 субъектах, отсутствие динамики — в 19 субъектах. По пред-

ставленным выше закономерностям можно выделить 9 основных групп. Наиболее многочисленной (16 субъектов) 

является группа, в которой наблюдается рост заболеваемости внутриутробными инфекциями, снижение заболе-

ваемости внутрибольничными инфекциями и увеличение соотношения внутриутробных и внутрибольничных 

инфекций новорожденных. В подавляющем большинстве субъектов Российской Федерации регистрация случа-

ев внутрибольничных инфекций осуществляется не в полном объеме. Можно выделить всего лишь 7 субъектов 

с наиболее адекватной регистрацией внутрибольничных и внутриутробных инфекций новорожденных: Вологод-

ская область, Забайкальский край, Нижегородская, Омская, Оренбургская, Пензенская, Свердловская области. 

Заключение. Для полноценной оценки ситуации по внутрибольничным и внутриутробным инфекциям ново-

рожденных необходимо расследование каждого случая госпитальным эпидемиологом; стандартный подход 

к определению случая инфекции, связанной с оказанием медицинской помощи, и внутриутробных инфекций; 

официальная регистрация всех случаев, ответственность всех сотрудников учреждения за регистрацию случаев 

инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи, регулярный анализ данных с помощью научно обо-

снованных инструментов.

Ключевые слова: внутриутробные инфекции, внутрибольничные инфекции, инфекции, связанные с оказанием медицинской 

помощи, регистрация, заболеваемость, смертность.
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RUSSIA-WIDE EPIDEMIOLOGICAL SURVEY OF CONGENITAL AND NOSOCOMIAL INFECTIONS 

IN NEWBORNS

Ivanova M.V., Mindlina A.Ya., Polibin R.V., Ushanova A.V.

I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. High prevalence and great socio-economic impact of nosocomial infections is documented in obstetric hospi-

tals. Objective: to uncover Russia-wide epidemiological features for congenital and nosocomial infections in newborns. 

Material and Methods: the data covering 2008–2016 period were retrieved from the Federal Statistical Monitoring Form 

No. 2 “Report on Infectious and Parasitic Diseases”, via the Unified Interdepartmental Information Statistical System. 

During 2008–2016, incidence of congenital and nosocomial infections in newborns was analyzed in various constituents 

of the Russian Federation, which were divided into quartile groups including confidence interval. Results: It was found 

that the increased/decreased/unchanged incidence of congenital infections in newborns was shown in 30, 31 and 13 sub-

jects, respectively. In case of nosocomial infections in newborns, its incidence was increased/decreased/unchanged in 7, 

41 and 26 subjects, respectively. Moreover, a congenital/nosocomial infection ratio in newborns was increased/decreased/

unchanged in 40, 15 and 19 subjects, respectively. Based on the morbidity pattern, 9 major groups might be distinguished. 

In particular, the most abundant (16 subjects) was the group with increased incidence of congenital infections, decreased 

incidence of nosocomial infections and increased congenital/nosocomial infection ratio in newborns. However, it is worth 

mentioning that recording of nosocomial infection cases is incomplete in the vast majority of the subjects of the Russian 

Federation: as few as seven subjects may be highlighted providing a proper registration of nosocomial and congenital 

infections in newborns such as: Vologda Region, Trans-Baikal Territory, Nizhny Novgorod Region, Omsk Region, Oren-

burg Region, Penza Region, and Sverdlovsk Region. Conclusion: to fully assess an objective status on nosocomial and 

congenital infections in newborns, it is necessary that a hospital epidemiologist investigates every single case; ensure ap-

plying a standard approach to determine a case of healthcare-associated infection, congenital infections; official record-

ing of all cases; responsibility of all staff members involved in recording healthcare-associated infection cases; regularly 

reviewed data by using science-based methods. Key words: congenital infections, nosocomial infections, healthcare as-

sociated infections, registration, incidence, mortality.

Key words: congenital infections, nosocomial infections, healthcare associated infections, registration, incidence, mortality.

Введение

Внутрибольничные инфекции (ВБИ) ново-

рожденных характеризуются высоким уровнем 

заболеваемости, значительным ущербом, при-

чиняемым здоровью новорожденных, и боль-

шой социально-экономической значимостью 

[2, 13].

Приводимые в отечественной и зарубежной 

литературе показатели ВБИ новорожденных 

часто не сопоставимы из-за отсутствия общих 

подходов к организации системы учета и реги-

страции заболеваний. В зарубежной литературе 

имеется мало данных относительно заболева-

емости ВБИ в отделениях для здоровых ново-

рожденных, где срок пребывания в стационаре 

ограничивается 2–3 сутками. Публикуемые по-

казатели заболеваемости сравнительно низкие 

и составляют от 0,3 до 1,7 на 100 новорожден-

ных [1, 15, 16].

Внедрение современных перинатальных тех-

нологий, позволяющих сохранять жизнь глубо-

ко недоношенным и больным детям, повышает 

риск возникновения ВБИ [6]. Заболеваемость 

ВБИ в отделениях реанимации и интенсивной 

терапии новорожденных (ОРИТН) значительно 

выше — от 1,8 до 39,8 на 100 поступивших или 

выписанных [5, 12].

Новорожденные могут быть инфицирова-

ны внутриутробно, во время родов или после 

рождения от матери или от других источников 

в стационаре. Трудность определения заразился 

ли новорожденный от матери или в стационаре 

порождает определенную неточность в иденти-

фикации внутриутробных и внутрибольнич-

ных инфекций.

В последние годы наблюдается рост забо-

леваемости внутриутробными инфекциями 

(ВУИ) новорожденных, которые являются 

одной из ведущих причин мертворождаемо-

сти, неонатальной заболеваемости, инвалид-

ности и летальности среди детей. Истинная 

частота ВУИ до настоящего времени не уста-

новлена, так как в Российской Федерации от-

сутствуют единые подходы к их диагностике, 

учету и регистрации (по данным различных 

исследований она варьирует от 2 до 58%; ос-

новная часть авторов указывает на частоту 10 

на 100 новорожденных с тенденцией к росту) 

[3, 4, 7, 9, 14].

При проведении анализа заболеваемости 

новорожденных следует дифференцировать 

ВБИ от внутриутробной инфекционной пато-

логии [10].

Заболевания новорожденных инфекциями, 

вызванными условно патогенной флорой и вы-
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явленные в период пребывания в акушерском 

стационаре и/или в течение 7 дней после вы-

писки, подлежат учету по данному стационару. 

Генерализованные формы (сепсис, остеомие-

лит, менингит) учитываются за стационаром 

в течение месяца после рождения.

Внутриутробными (трансплацентарными) 

считаются инфекции, проявившиеся, как пра-

вило, менее чем через 48 ч после рождения, если 

нет оснований считать, что заражение произо-

шло после родов или при прохождении через 

родовые пути [11].

Многократное превышение числа случаев 

ВУИ над количеством случаев ВБИ новорож-

денных свидетельствует о возможном сокрытии 

случаев внутрибольничной инфекции у ново-

рожденных под диагнозом «внутриутробная 

инфекция» [8].

В связи с этим, целью нашего исследования 

было выявление эпидемиологических особен-

ностей внутрибольничных и внутриутроб-

ных инфекций новорожденных в Российской 

Федерации.

Материалы и методы

Выборка проводилась из формы федерально-

го статистического наблюдения № 2 «Сведения 

об инфекционных и паразитарных заболевани-

ях» за 2008–2016 гг., Единой межведомствен-

ной информационно-статистической системы 

(ЕМИСС).

Была проанализирована заболеваемость ВУИ 

и ВБИ новорожденных за период с 2008 по 2016 гг. 

по субъектам Российской Федерации. Субъекты 

были разделены на квартили по уровню заболе-

ваемости ВУИ и ВБИ новорожденных с учетом 

доверительных границ, рассчитанных на осно-

вании значений стандартного отклонения.

Результаты

За изучаемый период в Российской Федера-

ции заболеваемость ВУИ выросла на 50,4% 

(с 11,5 на 1000 новорожденных в 2008 г. до 17,3 

в 2016 г.), при этом наблюдается снижение забо-

леваемости ВБИ на 26% (с 2,74 на 1000 новорож-

денных в 2008 г. до 2,03 в 2016 г.) (рис. 1) и уве-

личение соотношения внутриутробных и вну-

трибольничных инфекций новорожденных 

[при этом соотношение увеличилось более чем 

в 2 раза (с 4,2:1 в 2008 г. до 8,5:1 в 2016 г.)] (рис. 2).

Следует отметить увеличение смертности 

новорожденных за последние годы, как от ВУИ 

на 30,4% (с 0,23 на 1000 новорожденных в 2008 г. 

до 0,3 в 2016 г.), так и от ВБИ более чем в 3 раза 

(с 0,008 на 1000 новорожденных в 2008 г. до 0,023 

в 2016 г.). При этом смертность от ВУИ в 2016 г. 

в 12 раз превышала смертность от ВБИ (рис. 3).

За изучаемый период в Российской Федера-

ции рост заболеваемости ВУИ новорожденных 

отмечается в 30 субъектах, снижение — в 31 субъ-

екте, отсутствие динамики — в 13 субъектах; 

рост заболеваемости ВБИ новорожденных отме-

чается в 7 субъектах, снижение — в 41 субъекте, 

отсутствие динамики — в 26 субъектах; рост со-

отношения ВУИ и ВБИ новорожденных отмеча-

ется в 40 субъектах, снижение — в 15 субъектах, 

отсутствие динамики — в 19 субъектах.

Вместе с тем, ситуация в регионах по прояв-

лениям заболеваемости ВУИ и ВБИ существен-

но различалась.

На основании проведенного анализа заболе-

ваемости ВУИ и ВБИ, все субъекты были раз-

делены на квартили.

В группах при анализе квартилей были выяв-

лены территории с недостаточной регистраци-

ей ВУИ [0 квартиль — низкий уровень заболе-

ваемости ВУИ (0–2,1 на 1000 новорожденных)]; 

Рисунок 1. Заболеваемость ВБИ и ВУИ в Российской Федерации (на 1000 новорожденных) 

в 2008–2016 гг.

Figure 1. 2008–2016 Russia-wide incidence of nosocomial and congenital infections in newborns 
(per 1000 newborns)
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ВБИ новорожденных [0 квартиль — низкий 

уровень заболеваемости ВБИ новорожденных 

(0–0,7 на 1000 новорожденных)], и территории, 

на которых многократное преобладание забо-

леваемости ВУИ над ВБИ (> 10:1) свидетель-

ствует о возможном сокрытии случаев ВБИ под 

диагнозом «Внутриутробная инфекция».

Можно выделить всего лишь 7 субъектов с наи-

лучшей регистрацией ВБИ и ВУИ новорожденных 

[ВУИ (2–3 квартиль — высокий и средневысокий 

уровень заболеваемости ВУИ новорожденных 

(> 7,0 на 1000 новорожденных), ВБИ новорожден-

ных (3–4 квартиль — наиболее высокий и высо-

кий уровень заболеваемости ВБИ новорожденных 

(> 2,9 на 1000 новорожденных)] и соотношением 

ВУИ и ВБИ, не превышающим 4,3:1.

Территории, не удовлетворяющие данным ус-

ловиям, принято считать субъектами со средним 

уровнем регистрации ВБИ и ВУИ новорожденных.

Можно разделить субъекты по тенденции за-

болеваемости ВУИ и ВБИ новорожденных и их 

соотношению на 9 групп.

1 группа: наблюдается рост заболеваемости 

ВУИ, снижение заболеваемости ВБИ и увеличе-

ние соотношения ВУИ и ВБИ новорожденных.

В эту группу входит 16 субъектов. При анали-

зе квартилей были выявлены территории с наи-

лучшей регистрацией ВБИ и ВУИ новорожден-

ных: Во логодская, Оренбургская, Сверд ловская 

области.

Субъекты со средним уровнем регистрации 

ВБИ и ВУИ новорожденных: Санкт-Петербург, 

Курская, Ленинградская, Мос ковская области, 

Пермский край.

Были выявлены территории с недостаточной 

(низкой) регистрацией ВУИ (Брянская область), 

ВБИ новорожденных (Красноярский край, 

Чувашская Республика), и территории, на кото-

Рисунок 2. Отношение ВУИ к ВБИ в Российской Федерации в 2008–2016 гг.

Figure 2. 2008–2016 Russia-wide congenital/nosocomial infection ratio in newborns

Рисунок 3. Смертность от ВБИ и ВУИ в Российской Федерации (на 1000 новорожденных) 

в 2008–2016 гг.

Figure 3. 2008–2016 Russia-wide mortality rate for nosocomial and congenital infections in newborns
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Таблица 1. Распределение субъектов Российской Федерации по квартилям в зависимости 

от регистрации случаев ВУИ, ВБИ и их соотношения (недостаточная регистрация)

Table 1. A quartile distribution of subjects of The Russian Federation based on incidence of congenital and 
nosocomial infection cases and congenital/nosocomial infection ratio in newborns (insufficient registration)
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1
Алтайский край

Republic of Altai
0 2 18,9

2
Амурская область

Amur Region
1 3 29,5

3
Астраханская область

Astrakhan Region
0 2 48,4

4
Брянская область

Bryansk Region
1 0 1,3

5
Владимирская область

Vladimir Region
0 3 28,5

6
Волгоградская область

Volgograd Region
0 1 31,3

7
Воронежская область

Voronezh Region
2 0 0,8

8
Москва

Moscow
2 3 37,9

9
г. Севастополь

Sevastopol
0 1 0

10

Еврейская автономная 
область

Jewish Autonomous 
Region

1 0 2,7

11

Кабардино-Балкарская 
Республика

Kabardino-Balkarian 
Republic

3 0 0,2

12
Калининградская 
область

Kaliningrad Region
1 1 12,1

13
Калужская область

Kaluga Region
0 2 9,8

14

Карачаево-Черкесская 
Республика

Karachayevo-Circassian 
Republic

0 0 4,4

15
Кемеровская область

Kemerovo Region
2 3 11,0

16
Кировская область

Kirov Region
1 2 11,5

17
Краснодарский край

Krasnodar Territory
1 3 146,8

18
Красноярский край

Krasnoyarsk Territory
0 2 38,3

19
Курганская область

Kurgan Region
2 0 1,1
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20
Магаданская область

Magadan Region
1 0 2,3

21
Новосибирская область

Novosibirsk Region
1 3 25,8

22
Приморский край

Primorye Territory
2 3 11,1

23
Псковская область

Pskov Region
3 3 12,0

24
Республика Адыгея

Republic of Adygeya
1 0 1,3

25

Республика 
Башкортостан

Republic 
of Bashkortostan

1 0 1,3

26
Республика Бурятия

Republic of Buryatia
1 0 3,2

27
Республика Дагестан

Republic of Daghestan
1 0 1,7

28
Республика Ингушетия

Republic of Ingushetia
1 0 0,1

29
Республика Крым

Republic of Crimea
1 0 0,5

30
Республика Марий Эл

Republic of Mari El
0 1 9,8

31
Республика Мордовия

Republic of Mordovia
2 3 21,0

32

Республика Саха 
(Якутия)

Republic of Sakha 
(Yakutia)

2 0 0,3

33

Республика Северная 
Осетия — Алания

Republic of North 
Ossetia — Alania

2 0 0,8

34
Республика Татарстан 
(Татарстан)

Republic of Tatarstan
2 3 10,9

35
Республика Тыва

Republic of Tuva
1 0 0,3

36
Республика Хакасия

Republic of Khakassia
1 2 10,6

37
Ростовская область

Rostov Region
0 1 12,2

38
Рязанская область

Ryazan Region
3 3 11,8
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рых многократное преобладание заболеваемости 

ВУИ над ВБИ свидетельствует о возможном со-

крытии случаев ВБИ (Амур ская область, Москва, 

Красноярский край, Смоленская область, Став-

ропольский край, Ханты-Мансийский автоном-

ный округ, Чуваш ская Республика).

Наиболее демонстративно отражает законо-

мерности распространения ВУИ и ВБИ ново-

рожденных в 1 группе ситуация в Москве.

За изучаемый период в Москве заболевае-

мость ВУИ выросла на 223,9% (с 26,4 на 1000 но-

ворожденных в 2008 г. до 85,5 в 2016 г.), при этом 

наблюдается снижение заболеваемости ВБИ 

на 61,8% (с 1,99 на 1000 новорожденных в 2008 г. 

до 0,76 в 2016 г.) и увеличение соотношения ВУИ 

и ВБИ новорожденных более чем в 8 раз (с 13,3:1 

в 2008 г. до 112:1 в 2016 г.). Отмечается увеличение 

смертности новорожденных за последние годы, 

как от ВУИ на 54,8% (с 0,31 на 1000 новорож-

денных в 2008 г. до 0,48 в 2016 г.), так и от ВБИ. 

При этом смертность от ВУИ в 2015 г. в 21 раз 

превышала смертность от ВБИ.

2 группа: снижается заболеваемость ВУИ, 

отсутствует динамика заболеваемости ВБИ 

и снижается соотношение ВУИ и ВБИ ново-

рожденных (10 субъектов).

Субъекты со средним уровнем регистрации 

ВБИ и ВУИ новорожденных: Белгородская, 

Липецкая, Новгородская области, республики 

Калмыкия и Коми, Ярославская область.

Во 2 группе были выявлены территории с недо-

статочной (низкой) регистрацией ВУИ (Томская 

область), ВБИ новорожденных (Владимирская 

область), и территории, на которых многократное 

преобладание заболеваемости ВУИ над ВБИ сви-

детельствует о возможном сокрытии случаев ВБИ 

(Владимирская, Псковская и Рязанская области).

Наиболее показательно отражает закономер-

ности распространения ВУИ и ВБИ новорож-

денных в 2 группе ситуация во Владимирской 

области.

За изучаемый период во Владимирской об-

ласти отмечается снижение заболеваемости 

ВУИ на 62,1% (с 24,3 на 1000 новорожденных 

в 2008 г. до 9,2 в 2016 г.), отсутствие динамики 

заболеваемости ВБИ и снижение соотношения 

ВУИ и ВБИ новорожденных в 1,3 раза (с 38:1 

в 2008 г. до 29:1 в 2016 г.). Регистрируется уве-

личение смертности новорожденных от ВУИ 

за последние годы на 13,3% (с 0,45 на 1000 ново-

рожденных в 2008 г. до 0,51 в 2016 г.) при нулевом 

уровне смертности от ВБИ.
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39
Самарская область

Samara Region
0 2 12,3

40
Саратовская область

Saratov Region
1 3 17,4

41
Сахалинская область

Sakhalin Region
3 3 10,0

42
Смоленская область

Smolensk Region
2 3 30,6

43
Ставропольский край

Stavropol Territory
1 2 22,9

44
Тамбовская область

Tambov Region
1 3 33,6

45
Тверская область

Tver Region
1 2 14,0

46
Томская область

Tomsk Region
2 0 1,1
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47
Тюменская область

Tyumen Region
1 0 2,7

48
Ульяновская область

Ulyanovsk Region
1 2 11,7

49

Ханты-Мансийский 
автономный округ

Khanty-Mansi 
Autonomous Area — Yugra

1 2 19,7

50
Чеченская Республика

Chechen Republic
0 0 0

51
Чувашская 
Республика — Чувашия

Chuvash Republic
0 2 60,1

52

Чукотский автономный 
округ

Chukotka Autonomous 
Area

0 0 0

Окончание таблицы 1. Распределение субъектов Российской Федерации по квартилям 

в зависимости от регистрации случаев ВУИ, ВБИ и их соотношения (недостаточная регистрация)

Table 1. A quartile distribution of subjects of The Russian Federation based on incidence of congenital and nosocomial 
infection cases and congenital/nosocomial infection ratio in newborns (insufficient registration) (continued)
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3 группа: невозможно выявить тенденцию 

в связи с недостаточной регистрацией случа-

ев заболевания ВУИ и ВБИ новорожденных 

(11 субъектов).

Субъекты со средним уровнем регистрации 

ВБИ и ВУИ новорожденных: Ивановская об-

ласть, Ненецкий автономный округ.

В 3 группе при анализе квартилей были вы-

явлены территории с недостаточной (низкой) 

регистрацией ВУИ (Карачаево-Черкесская Рес-

публика, Магаданская область, республики 

Адыгея, Дагестан, Ингушетия, Чеченская Респуб-

лика, Чукотский автономный округ, Респуб лика 

Крым), ВБИ новорожденных (Кара чаево-Черкес-

ская и Чеченская рес публики, Чукотский ав-

тономный округ, г. Севастополь и Республика 

Крым).

Наиболее демонстративно отражает законо-

мерности распространения ВУИ и ВБИ ново-

рожденных в 3 группе ситуация в Чукотском 

автономном округе.

За изучаемый период в Чукотском автоном-

ном округе заболеваемость ВУИ новорожден-

ных регистрировалась только в 2009 и 2010 гг., 

что свидетельствует о недостаточной регистра-

ции случаев. Следует отметить нулевой уровень 

смертности новорожденных за последние годы, 

как от ВУИ, так и от ВБИ.

4 группа: наблюдается снижение заболева-

емости ВУИ, снижение заболеваемости ВБИ 

и отсутствие динамики соотношения ВУИ 

и ВБИ новорожденных.

В эту группу входит 8 субъектов. При анали-

зе квартилей были выявлены субъекты со сред-

ним уровнем регистрации ВБИ и ВУИ новорож-

денных: Хабаровский край.

В 4 группе были выявлены территории 

с недостаточной (низкой) регистрацией ВУИ 

(Республика Бурятия, Республика Тыва, Тюмен-

ская область), ВБИ новорожденных (Алтай ский 

край, Калужская область, Респуб лика Марий 

Эл, Ростовская область), и территории, на ко-

торых многократное преобладание заболевае-

мости ВУИ над ВБИ свидетельствует о возмож-

ном сокрытии случаев ВБИ (Алтай ский край, 

Ростовская область).

Наиболее показательно отражает закономер-

ности распространения ВУИ и ВБИ новорож-

денных в 4 группе ситуация в Хабаровском крае.

За изучаемый период в Хабаровском крае 

отмечается снижение заболеваемости ВУИ 

на 45,3% (с 7,5 на 1000 новорожденных в 2008 г. 

до 4,1 в 2016 г.), снижение заболеваемости 

ВБИ на 69% (с 2,9 на 1000 новорожденных 

в 2008 г. до 0,9 в 2016 г.) и отсутствие динами-

ки соотношения ВУИ и ВБИ новорожденных. 

Регистрируется нулевой уровень смертности 

новорожденных за последние годы, как от ВУИ, 

так и от ВБИ.

5 группа: растет заболеваемость ВУИ, от-

сутствует динамика заболеваемости ВБИ и рас-

тет соотношение ВУИ и ВБИ новорожденных 

(в 8-ми субъектах).

В 5 группе при анализе квартилей были вы-

явлены территории с наилучшей регистрацией 

ВУИ и ВБИ новорожденных: Нижегородская 

область.

Субъекты со средним уровнем регистрации 

ВБИ и ВУИ новорожденных: Орловская об-

ласть, Ямало-Ненецкий автономный округ.

В 5 группе были выявлены территории с недо-

статочной (низкой) регистрацией ВУИ (Кабар-

дино-Балкарская Республика, Респуб лика Баш-

кортостан), ВБИ новорожденных (Самар ская 

область), и территории, на которых многократ-

ное преобладание заболеваемости ВУИ над ВБИ 

свидетельствует о возможном сокрытии случаев 

ВБИ (Республика Хакасия, Самарская область, 

Тверская область).

Наиболее демонстративно отражает зако-

номерности распространения ВУИ и ВБИ но-

ворожденных в 5 группе ситуация в Нижего-

родской области.

За изучаемый период в Нижегородской обла-

сти заболеваемость ВУИ выросла на 87,3% (с 7,1 

на 1000 новорожденных в 2008 г. до 13,3 в 2016 г.), 

при этом наблюдается отсутствие динамики за-

болеваемости ВБИ и увеличение соотношения 

ВУИ и ВБИ новорожденных в 1,7 раза (с 1,1:1 

в 2008 г. до 1,9:1 в 2016 г.).

При этом смертность от ВУИ в 2015 г. в 7 раз 

превышала смертность от ВБИ.

6 группа: наблюдается снижение заболева-

емости ВУИ, снижение заболеваемости ВБИ 

и рост соотношения ВУИ и ВБИ новорожден-

ных (7 субъектов).

Субъекты со средним уровнем регистра-

ции ВБИ и ВУИ новорожденных: Мурманская 

и Новосибирская области, Республика Карелия.

В 6 группе были выявлены территории с недо-

статочной (низкой) регистрацией ВУИ (Еврей-

ская автономная область), и территории, на кото-

рых многократное преобладание заболеваемости 

ВУИ над ВБИ свидетельствует о возможном со-

крытии случаев ВБИ (Кемеровс кая, Киров ская, 

Новосибирская и Тамбовская области).

Наиболее показательно отражает законо-

мерности распространения ВУИ и ВБИ ново-

рожденных в 6 группе ситуация в Мурманской 

области.

За изучаемый период в Мурманской облас-

ти отмечается снижение заболеваемости ВУИ 

на 62% (с 7,1 на 1000 новорожденных в 2008 г. 

до 2,7 в 2016 г.), снижение заболеваемости ВБИ 

на 78,8% (с 1,65 на 1000 новорожденных в 2008 г. 

до 0,35 в 2016 г.) и рост соотношения ВУИ и ВБИ 

новорожденных в 1,8 раз (с 4,3:1 в 2008 г. до 7,7:1 

в 2016 г.). Регистрируется снижение смертно-
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сти новорожденных от ВУИ за последние годы 

в 2,8 раза (с 1,65 на 1000 новорожденных в 2008 г. 

до 0,58 в 2016 г.), при нулевом уровне смертности 

от ВБИ.

7 группа: наблюдается отсутствие динамики 

заболеваемости ВУИ, снижение заболеваемо-

сти ВБИ и рост соотношения ВУИ и ВБИ ново-

рожденных.

В эту группу входит 6 субъектов. При анали-

зе квартилей были выявлены территории с наи-

лучшей регистрацией ВБИ и ВУИ новорожден-

ных: Пензенская область.

Субъекты со средним уровнем регистрации 

ВБИ и ВУИ новорожденных: Архангельская 

область.

В 7 группе были выявлены территории с не-

достаточной (низкой) регистрацией ВБИ ново-

рожденных (Волгоградская область), и терри-

тории, на которых многократное преоблада-

ние заболеваемости ВУИ над ВБИ свидетель-

ствует о возможном сокрытии случаев ВБИ 

(Волгоградская и Калининградская области, 

Республика Татарстан, Саратовская область).

Наиболее демонстративно отражает законо-

мерности распространения ВУИ и ВБИ ново-

рожденных в 7 группе ситуация в Саратовской 

области.

За изучаемый период в Саратовской области 

наблюдается отсутствие динамики заболеваемо-

сти ВУИ, снижение заболеваемости ВБИ на 30% 

(с 1,0 на 1000 новорожденных в 2008 г. до 0,7 

в 2016 г.) и рост соотношения ВУИ и ВБИ ново-

рожденных более чем в 1,4 раза (с 16,5:1 в 2008 г. 

до 23,4:1 в 2016 г.). Следует отметить увеличение 

смертности новорожденных от ВУИ за послед-

ние годы в 3 раза (с 0,1 на 1000 новорожденных 

в 2008 г. до 0,3 в 2016 г.), при практически нуле-

вом уровне смертности от ВБИ.

8 группа: отсутствует динамика заболевае-

мости ВУИ, ВБИ, соотношения ВУИ и ВБИ но-

ворожденных (6 субъектов).

Были выявлены территории с наилучшей 

регистрацией ВБИ и ВУИ новорожденных: 

Забайкальский край.

Субъекты со средним уровнем регистрации 

ВБИ и ВУИ новорожденных: Иркутская область.

В 8 группе были выявлены территории 

с недостаточной (низкой) регистрацией ВУИ 

(Курганская область, Республика Северная 

Осе тия), ВБИ новорожденных (Астраханская 

область), и территории, на которых многократ-

ное преобладание заболеваемости ВУИ над ВБИ 

свидетельствует о возможном сокрытии случа-

ев ВБИ (Астраханская область, Приморский 

край).

Наиболее показательно отражает закономер-

ности распространения ВУИ и ВБИ новорож-

денных в 8 группе ситуация в Забайкальском 

крае.

За изучаемый период в Забайкальском крае 

заболеваемость ВУИ, ВБИ и соотношение ВУИ 

и ВБИ новорожденных остаются неизменными. 

Регистрируется нулевой уровень смертности 

новорожденных за последние годы, как от ВУИ, 

так и от ВБИ.

9 группа: наблюдаются другие тенденции за-

болеваемости ВУИ, ВБИ и соотношения ВУИ 

и ВБИ новорожденных (13 субъектов).

При анализе квартилей были выявлены тер-

ритории с наилучшей регистрацией ВБИ и ВУИ 

новорожденных: Омская область.

Субъекты со средним уровнем регистрации 

ВБИ и ВУИ новорожденных: Костромская об-

ласть, Камчатский край, Республика Алтай, 

Тульская область, Удмуртская Республика, 

Челябинская область.

В 9 группе были выявлены территории 

с недостаточной (низкой) регистрацией ВУИ 

Таблица 2. Распределение субъектов 

Российской Федерации по квартилям 

в зависимости от регистрации случаев ВУИ, 

ВБИ и их соотношения (наиболее адекватная 

регистрация)

Table 2. A quartile distribution of subjects of The 
Russian Federation based on incidence of congenital 
and nosocomial infection cases and congenital/
nosocomial infection ratio in newborns (most adequate 
registration)
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1
Вологодская область

Vologda Region
3 2 1,3

2
Забайкальский край

Trans-Baikal Territory
3 3 2,6

3
Нижегородская область

Nizhny Novgorod Region
3 2 1,4

4
Омская область

Omsk Region
4 2 0,7

5
Оренбургская область

Orenburg Region
3 2 2,2

6
Пензенская область

Penza Region
3 2 3,4

7
Свердловская область

Sverdlovsk Region
3 2 1,1
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(Воронежская область, Республика Саха), и тер-

ритории, на которых многократное преоблада-

ние заболеваемости ВУИ над ВБИ свидетель-

ствует о возможном сокрытии случаев ВБИ 

(Сахалинская и Ульяновская области, Красно-

дарский край, Республика Мордовия).

Наиболее полно регистрируют заболевае-

мость ВУИ и ВБИ новорожденных в 9 группе 

в Омской области.

За изучаемый период в Омской области на-

блюдается снижение заболеваемости ВУИ 

на 77,1% (с 24,9 на 1000 новорожденных в 2008 г. 

до 5,7 в 2016 г.), снижение заболеваемости ВБИ 

на 37,6% (с 14,1 на 1000 новорожденных в 2008 г. 

до 8,8 в 2016 г.), снижение соотношения ВУИ 

и ВБИ новорожденных в 3,7 раза (с 1,8:1 в 2008 г. 

до 0,7:1 в 2016 г.). Регистрируется уменьшение 

смертности от ВУИ новорожденных за исследу-

емый период в 6,2 раза (с 3,1 на 1000 новорож-

денных в 2008 г. до 0,5 в 2016 г.).

Обсуждение

Таким образом, в подавляющем большинстве 

субъектов Российской Федерации регистрация 

случаев ВБИ осуществляется не в полном объе-

ме. Можно выделить всего лишь семь субъектов 

с наилучшей регистрацией ВБИ и ВУИ новорож-

денных: Вологодская область, Забайкальский 

край, Нижегородская, Омская, Оренбургская, 

Пен зенская и Свердловская области.

Для полноценной оценки ситуации по ВБИ 

и ВУИ новорожденных необходимо расследова-

ние каждого случая ВУИ, ВБИ новорожденных 

госпитальным эпидемиологом; стандартный 

подход к определению случая ИСМП и ВУИ; 

официальная регистрация всех случаев ИСМП; 

 ответственность всех сотрудников учреждения 

за регистрацию случаев ИСМП, регулярный 

анализ данных с помощью научно обоснованных 

инструментов.
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КОНСТРУИРОВАНИЕ РЕКОМБИНАНТНЫХ 

ШТАММОВ E. COLI — ПРОДУЦЕНТОВ 

СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИГЕНОВ BURKHOLDERIA 

PSEUDOMALLEI

Ю.А. Кузютина, И.Б. Захарова, Д.В. Викторов

ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора, г. Волгоград, Россия

Pезюме. Возможность завоза в Российскую Федерацию экзотических инфекций, в том числе и мелиоидоза, ла-

бораторно подтвержденные случаи которого регулярно регистрируются в неэндемичных регионах мира, об-

уславливает необходимость разработки и совершенствования методов их ускоренной диагностики. Наличие 

перекрестной реактивности между филогенетически близкими видами рода Burkholderia затрудняет диагности-

ку мелиоидоза методами экспресс-анализа, предусматривающими применение препаратов на основе монокло-

нальных антител к эпитопам экзополисахарида возбудителя. Исследования, направленные на поиск антигенов-

мишеней для создания группо- и видоспецифических иммунодиагностических препаратов нового поколения, 

позволяющих выявлять Burkholderia pseudomallei, не теряют актуальности. Цель работы заключалась в клонирова-

нии полных кодирующих последовательностей дифференцирующих поверхностных биополимеров Burkholderia 

pseudomallei с последующей оптимизацией схемы очистки рекомбинантных антигенов. В результате сравнитель-

ного in silico исследования в качестве целевых биомолекул были выбраны обладающие высокой иммуногенностью 

протеины внешней мембраны B. pseudomallei Omp38 и OmpA/МotB. В ПЦР были получены необходимые для кло-

нирования специфические ампликоны генов omp38 и ompA/motB, которые лигировали с линейным экспрессиру-

ющим вектором RIC-Ready pPAL7. Лигазной смесью трансформировали компетентные клетки E. coli C-Мах5α 

для накопления рекомбинантных плазмидных молекул, после чего их выделяли и вводили в E. сoli BL21(DE3) 

для высокоэффективной экспрессии рекомбинантных протеинов. По-видимому, из-за мультимерной организа-

ции белков стандартная процедура их очистки из нативного клеточного дезинтеграта оказалась неэффективной. 

Модификация методики очистки привела к повышению концентрации рекомбинантного белка в элюате. Одна-

ко ввиду привнесенных денатурирующих условий на промежуточных этапах очистки произошел гидролиз пеп-

тидных связей в молекулах целевых протеинов. Предполагаемым местом разрыва являлась ковалентная связь 

между аминокислотами пролин и аспарагин. В элюатах содержались N-концевые фрагменты, посредством кото-

рых рекомбинантные белки были связаны с неподвижной фазой хроматографической колонки. Аминокислот-

ные последовательности N-концевых участков, соответствующих молекулярным массам элюированных пепти-

дов, были оценены на предмет содержания линейных эпитопов. По результатам in silico анализа на исследуемых 

полипептидах было установлено присутствие ряда участков, обладающих выраженной антигенной активностью. 

Сконструированные штаммы E. coli BL21(DE3) BpsOmp39 и E. coli BL21(DE3) BpsOmpА являютя продуцентами 

поверхностных протеинов Omp38 и ОmpA/МotB возбудителя мелиоидоза, очищенные формы которых могут 

быть использованы в качестве основы разрабатываемых диагностических тест-систем.

Ключевые слова: мелиоидоз, Burkholderia pseudomallei, OmpA, Omp38, штамм-продуцент, рекомбинантный антиген, эпитоп.
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ENGINEERING E. COLI RECOMBINANT STRAINS FOR HIGH YIELD PRODUCTION 

OF BURKHOLDERIA PSEUDOMALLEI SPECIFIC ANTIGENS

Kuzyutina Yu.A., Zakharova I.B., Viktorov D.V.

Volgograd Plague Control Research Institute, Volgograd, Russian Federation

Abstract. A risk of introducing into the Russian Federation exotic infections including laboratory-confirmed melioidosis 

regularly recorded worldwide necessitates development and improvement of express diagnostics tools. Cross reactivity 

between phylogenetically related species of the genus Burkholderia complicates melioidosis diagnostics by express test 

methods based on using monoclonal antibodies against pathogen exopolysaccharide epitopes. Searching for target an-

tigens to create the next generation group- and species-specific immunodiagnostic reagents for identifying Burkholderia 

pseudomallei is still of high priority. The study was aimed at cloning complete coding sequences for cell surface proteins 

differentiating Burkholderia pseudomallei and optimizing recombinant antigens purification protocol. In silico compara-

tive study allowed to select highly immunogenic B. pseudomallei outer membrane proteins Omp38 and OmpA/МotB 

as target biomolecules. For cloning, omp38 and ompA/motB gene-specific amplicons were obtained by PCR and ligated 

with the linear expression vector RIC-Ready pPAL7. Competent E. coli C-Max5α cells were transformed by a ligation 

mixture for producing recombinant plasmids, which were further purified to transform E. coli BL21 (DE3) cells for robust 

recombinant protein expression. Due to a potential multimeric protein structure, a standard protein purification protocol 

from native cell lysate was inefficient, which was modified to increase recombinant protein yield. However, by adding 

denaturing conditions at intermediate purification steps caused hydrolysis of peptide bonds in the target proteins, presum-

ably between proline and asparagine residues. As a result, N-terminal fragments connecting recombinant proteins to the 

stationary phase of chromatographic column were eluted and evaluated for linear epitope detection according to their 

molecular weights. In silico analysis data identified highly antigenic motifs within the polypeptides studied. Thus, strains 

of E. coli BL21(DE3) BpsOmp39 and E. coli BL21(DE3) BpsOmpА engineered by us produce cell surface proteins Omp38 

and ОmpA/МotB derived from melioidosis pathogen, which can be useful for developing diagnostic test systems.

Key words: melioidosis, Burkholderia pseudomallei, OmpA, Omp38, producing strain, recombinant antigen, epitope.

Введение

Burkholderia pseudomallei является возбудите-

лем особо опасного инфекционного заболева-

ния мелиоидоза, который признан одной из ос-

новных причин острого летального сепсиса 

в ряде эндемичных регионов мира. Мелиоидоз 

распространен в странах Юго-Восточной Азии 

(Таиланд, Малайзия, Камбоджа, Вьетнам, Лаос, 

Бирма, Гонконг, Тайвань, Сингапур), на терри-

ториях южного Китая, Индостана, Северной 

Австралии, Папуа — Новой Гвинеи, Западной 

и Центральной Африки, а также о. Мадагаскар, 

в западном полушарии — Пуэрто-Рико, Сальва-

дора, островов Карибского бассейна, стран Ла-

тинской Америки (Венесуэла, Бразилия, Эква-

дор), где возбудитель входит в состав микро-

биоты почвы и воды стоячих водоемов. Вместе 

с тем регулярно регистрируются лабораторно 

подтвержденные завозные случаи мелиоидо-

за на неэндемичных по данному заболеванию 

регионах Северной Америки и Европы [7, 8]. 

Возрастающие масштабы туристичес кой и тру-

довой миграции населения из Юго-Восточной 

Азии должны вызывать настороженность в от-

ношении завоза мелиоидоза в Россию. Кроме 

того, B. pseudomallei рассматривается как по-

тенциальное средство осуществления биотер-

рористических актов [3, 14], что подчеркивает 

необходимость разработки и совершенствова-

ния методов его ускоренной детекции и иден-

тификации.

Согласно МУ 4.2.2787-10 в общей схеме лабо-

раторной диагностики мелиоидоза иммунологи-

ческим методам отводится важная роль, особен-

но при экспресс-анализе поступивших на ис-

следование проб. Для иммунофлуоресцентного 

и иммуноферментного анализов, а также реак-

ции непрямой агглютинации бактерий приме-

няют современные диагностические препараты 

и тест-системы, сконструированные с исполь-

зованием моноклональных антител (МКА) раз-

личной эпитопной направленности [11, 13, 15]. 

На сегодняшний день широко распространен-

ные иммунодиагностические средства на основе 

МКА к эпитопам экзополисахарида возбудителя 

мелиоидоза в той или иной мере характеризуют-

ся перекрестной реактивностью в отношении 

близкородственных непатогенных или малопа-

тогенных буркхольдерий. По этой причине ис-

следования, направленные на получение реком-

бинантных белков — диагностических мише-

ней, специфичных для B. pseudomallei, являются 

перспективными [5].

Современные методологии создания имму-

нодиагностических систем нового поколения 

с успехом развиваются применительно к ряду 

бактериальных патогенов [6, 9]. Они основаны 

на технологии направленного выбора потенци-

альных кандидатных биополимеров бактери-

альных клеток и включают в себя сравнительное 

in silico исследование геномов бактерий, кло-

нирование кодирующих последовательностей 

(CDS) целевых биомолекул-мишеней и получе-
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ние рекомбинантных продуктов, удобных для 

их быстрого и безопасного накопления. Ранее 

нами были проведены сравнительный анализ 

последовательностей геномов штаммов возбуди-

теля мелиоидоза и выявление дифференцирую-

щих групп CDS поверхностных биополимеров 

[2]. Цель настоящего исследования заключалась 

в клонировании выбранных генов B. pseudomallei 

с последующей оптимизацией схемы очистки 

рекомбинантных антигенов.

Материалы и методы

В качестве источника хромосомной ДНК 

был использован штамм возбудителя мелиои-

доза B. pseudomallei 56770 из коллекции ФКУЗ 

Волгоградский научно-исследовательский 

противо чумный институт Роспотребнадзора. 

Для вы деления ДНК из 24-часовой культуры 

B. pseudo mallei, выращенной на LB-агаре при 

37°С, использовали метод протеиназного ли-

зиса [4]: 200 мкл свежеприготовленной бактери-

альной взвеси в стерильной бидистиллирован-

ной воде плотностью 2 × 109 м.к./мл смешивали 

с равным объемом лизирующего буфера (20 мМ 

Трис-HCl, 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 0,2 мг/мл 

желатина, 0,9% Nonidet P-40, 0,9% Твин 20, 

150 мкг/мл протеиназы К), инкубировали при 

60°С 120 мин, затем при 99°С 30 мин для инак-

тивации фермента.

Для амплификации полных нуклеотидных 

последовательностей генов omp38 и ompA/motB 

были использованы известные из литературы 

праймеры bpsomp38 [10] и разработанные нами 

оригинальные праймеры bps4255 [1] соответ-

ственно. Все праймеры были модифицированы 

путем достройки с 5’-конца фосфорилированно-

го адаптера с целью облегчения клонирования 

продукта.

ПЦР осуществляли в монолокусном формате 

на амплификаторе C1000 (Bio-Rad, США) при 

параметрах: 95°С — 4 мин, 35 циклов (95°С — 40 с, 

57°С для праймеров bpsomp39 или 66,2°С для 

праймеров bps4255 — 30 с, 72°С — 1 мин 20 с), фи-

нальная элонгация 72°С — 10 мин. Объем реак-

ционной смеси на одну пробу составлял 15 мкл, 

концентрация праймеров — 50 пМ. Для детек-

ции продуктов амплификации использовали 

электрофоретическое разделение в 1,5% агароз-

ном геле и визуализацию посредством окраши-

вания бромистым этидием.

Клонирование полноразмерных кодирую-

щих последовательностей генов поверхностных 

биополимеров omp38 и ompA/motB возбудителя 

мелиоидоза производили по протоколу Profinity 

eXactTM (Bio-Rad, США) с использованием ли-

нейного экспрессирующего вектора RIC-Ready 

pPAL7 и компетентных клеток штаммов E. coli 

C-Мах5α и E. coli BL21 (DE3) (Bio-Rad, США). 

Специфические ампликоны и вектор лигировали 

в соотношении 10:1. Трансформированные бак-

терии выращивали при 37°С на L-агаре с добав-

лением ампициллина (100 мкг/мл) в качестве се-

лективного агента. Плазмидную ДНК выделяли 

с помощью набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

(Thermo Scientific, Литва) согласно инструкции.

Для экспрессии целевых белков в клетках 

штамма-продуцента ночную культуру засе-

вали в LB бульон, содержащий ампициллин 

(100 мкг/мл) и 0,5% глюкозу, выращивали 18 ч 

при 37°С и интенсивной аэрации до достижения 

оптической плотности взвеси OD600 = 0,5–0,7. 

Затем для индукции синтеза рекомбинантных 

белков под контролем промотора T7lac в бу-

льон с культурой вносили изопропил-β-D-1-

тиогалактопиранозид (ИПТГ) до конечной кон-

центрации 2 мМ и продолжали культивировать 

при 37°С в течение 4 ч. Бактериальную взвесь 

осаждали центрифугированием и обрабатыва-

ли ультразвуком в буфере (0,3 М сахароза, 10 мМ 

Tрис-HCl, 1,5 мМ ЭДТА) с помощью прибора 

VCX 130 (Sonics & Materials Inc., США).

Растворимость, уровень экспрессии и сте-

пень очистки целевых белков оценивали ме-

тодом SDS-PAGE в 11% полиакриламидном 

геле (ПААГ) с последующим окрашиванием 

Coomassie Brilliant Blue R-250 Dye (Thermo Fisher 

Scientific, Литва). Очистку рекомбинантных 

протеинов осуществляли хроматографическим 

методом, применяя технологию аффинных ме-

ток (affinity tag) по протоколу Profinity eXactTM 

(Bio-Rad, США).

Молекулярные массы целевых полипепти-

дов определяли с помощью пакета Biopython 1.71 

(https://biopython.org). Поиск линейных эпито-

пов исследуемых белков выполняли методом 

BepiPred, используя ресурс IEDB Analysis (http://

www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred).

Результаты и обсуждение

В результате сравнительного in silico иссле-

дования в качестве целевых биомолекул были 

выбраны основной порин внешней мембраны 

B. pseudomallei Omp38, играющий важную роль 

в процессах транспорта низкомолекулярных 

метаболитов, формировании множественной 

антибиотикорезистентности и обладающий вы-

сокой иммуногенностью, а также видоспеци-

фичный в отношении B. pseudomallei мембран-

ный белок МotB семейства протеинов OmpA, 

также характеризующихся значительной потен-

циальной иммуногенностью. В ПЦР с использо-

ванием высокоточной полимеразы High Fidelity 

PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific, США) были 

получены необходимые для клонирования ам-

пликоны CDS omp38 и ompA/motB размером 1100 

и 1310 п.н. соответственно (рис. 1).

Ампликоны обрабатывали Т4 ДНК-полиме-

разой (Thermo Scientific, США) для образования 

«липких» концов и лигировали с высокоэкс-

прессирующим плазмидным вектором pPAL7, 
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несущим детерминанту устойчивости к ампи-

циллину, промотор T7lac и сайт инициации ре-

пликации ori pBR322. Также в составе вектора 

находилась нуклеотидная последовательность, 

кодирующая специфическую аффинную метку 

Profinity eXact tag, которая позволяет очистить 

рекомбинантный белок в системе Profinia™ (Bio-

Rad, США). Для накопления рекомбинантных 

плазмидных молекул лигазной смесью трансфор-

мировали компетентные клетки E. coli C-Мах5α. 

Накопленными плазмидами трансформировали 

компетентные клетки E. coli BL21(DE3), предна-

значенные для высокоэффективной экспрессии 

рекомбинантных протеинов. Присутствие клони-

рованных последовательностей у трансформантов 

подтверждали в ПЦР с исходными праймерами.

Анализ растворимости целевых протеинов 

показал их наличие в обеих фракциях ультра-

звукового дезинтеграта клеточных суспензий 

штаммов-продуцентов: растворимой и нерас-

творимой. Нами была выбрана стратегия, при-

меняемая для очистки рекомбинантных белков 

из нативного клеточного дезинтеграта. По-

видимому, из-за мультимерной организации 

протеинов стандартная процедура, предлагае-

мая производителем, оказалась неэффективной: 

электрофореграммы анализируемых фракций 

свидетельствовали о потерях целевого продукта 

на промежуточных стадиях очистки. Во избежа-

ние снижения концентрации рекомбинантного 

белка в элюате методика была модифицирована 

добавлением мочевины до конечной концентра-

ции 2 М в лизат бактерий и детергента Nonidet 

P-40 до 1% в промывочный буфер. Период инку-

бации хроматографической колонки с элюиру-

ющим буфером увеличили до 20 ч. Очищенные 

протеины имели меньшую молекулярную мас-

су (~15 kDa) по сравнению с ожидаемой (40,6 

и 36,9 kDa для мономеров Omp38 и ОmpA/МotB, 

соответственно), предположительно, вследствие 

созданных денатурирующих условий (рис. 2).

Очевидно, что полученные нами очищенные 

формы рекомбинантных белков представляли 

собой неполноразмерные полипептидные цепи. 

Поскольку элюирующий раствор специфично 

активировал связанную с N-концом аффинной 

метки протеазу неподвижной хроматографиче-

ской фазы, в элюатах несомненно содержались 

N-концевые аминокислотные последовательно-

сти целевых протеинов. По-видимому, на про-

межуточных этапах очистки в денатурирующих 

условиях произошел гидролиз пептидных свя-

зей в молекулах белков. Наиболее вероятным 

местом таких разрывов является жесткая пеп-

тидная связь, соединяющая иминокислоту про-

лин с соседними аминокислотами. Атом азота 

пролина входит в состав жесткого кольца, что 

исключает возможность вращения радикала от-

носительно связи N — СН. Таким образом, в от-

личие от других аминокислот, имеющих по две 

степени свободы, пролин, обладающий лишь 

одной, вносит значительный вклад в конформа-

ционную «хрупкость» молекулы.

Анализ аминокислотных последовательно-

стей целевых протеинов показал, что пролин на-

ходится в положениях 20, 155, 212, 220, 233, 239, 252, 

305, 363 белка Omp38 и 52, 65, 151, 180, 191, 208, 221, 

273, 276, 320, 321, 326, 329, 340 белка ОmpA/МotB. 

Рисунок 1. Амплификация генов поверхностных 

протеинов B. pseudomallei

Figure 1. Amplification of genes encoding 
B. pseudomallei cell surface proteins
1 — CDS omp38; 2 — ДНК-маркер молекулярных масс 
(100–1000 п.н.); 3 — CDS ompA/motB; 4 — ДНК-маркер 
молекулярных масс (100–3000 п.н.).
1 — CDS omp38; 2 — DNA Ladder (100–1000 bp); 3 — CDS 
ompA/motB; 4 — DNA Ladder (100–3000 bp).

Рисунок 2. Оценка эффективности 

хроматографической очистки рекомбинантных 

белков

Figure 2. Efficiency of recombinant proteins 
chromatographic purification
1 — тотальный лизат клеток E. coli BL21(DE3) BpsOmp39; 
2 — промывочная фракция очистки белка Omp38; 
3 — элюат белка Omp38; 4 — маркер молекулярных масс 
(39,2 kDa); 5 — тотальный лизат клеток E. coli BL21(DE3) 
BpsOmpA; 6 — промывочная фракция очистки белка 
OmpA/MotB; 7 — элюат белка OmpA/MotB.
1 — whole cell lysate of E. coli BL21(DE3) BpsOmp39; 2 — 
wash fraction of purified Omp38; 3 — Omp38 elution; 4 — 
protein marker (39,2 kDa); 5 — whole cell lysate of E. coli 
BL21(DE3) BpsOmpA; 6 — wash fraction of purified OmpA/
MotB; 7 — OmpA/MotB elution.
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Молекулярным массам элюированных пептидов 

соответствовали N-концевые фрагменты белков, 

содержащие пролин на С-конце в положениях 

155 (Omp38) и 151 (ОmpA/МotB). Причем в пред-

полагаемом месте «разлома» обоих протеинов 

была локализована пептидная связь между ами-

нокислотами пролин и аспарагин. Известно, что 

полипептиды, содержащие последовательность 

Asn-Pro при воздействии аммиака подвергаются 

полному расщеплению по данной амидной связи 

[12]. В то же время пептидные связи между ины-

ми аминокислотами претерпевают либо частич-

ное расщепление, либо остаются интактными. 

Поскольку применяемая нами схема очистки ре-

комбинантных белков включала этап обработки 

лизата бактерий-продуцентов мочевиной, приве-

денные выше данные подтверждают выдвинутое 

предположение относительно мест разрыва поли-

пептидных связей в целевых продуктах.

Последовательности выбранных фрагментов 

размером 16,38 kDa (Omp38) и 16,47 kDa (ОmpA/

МotB) были оценены на предмет содержания 

линейных эпитопов. Результаты in silico анализа 

в графическом виде представляют собой кривые 

в осях координат: порог (ось ординат)/порядко-

вый номер аминокислоты (ось абсцисс). Пики, 

расположенные выше линии порога, значение 

которого приравнивается к 0,35, и являются ис-

комыми эпитопами, причем высота пика корре-

лирует со степенью антигенности аминокислот-

ной последовательности. На анализируемых по-

липептидах было установлено присутствие ряда 

участков, обладающих выраженной антигенной 

активностью (рис. 3).

Таким образом, получены штаммы-про-

дуценты E. coli BL21(DE3) BpsOmp39 и E. coli 
BL21(DE3) BpsOmpA, несущие в составе вектора 

pPAL7 последовательности клонированных ге-

нов omp38 и ompA/motB B. pseudomallei. Штаммы 

депонированы в Государственной коллекции 

патогенных бактерий ФКУЗ Российский науч-

но-исследовательский противочумный инсти-

тут «Микроб» под номерами КМ 252 и КМ 253, 

а также запатентованы в Федеральной службе 

по интеллектуальной собственности (поло-

жительное решение от 18.05.2018 г. по заявкам 

№ 2016142890/10(068664) и 2016142892/10(068668)). 

Показана возможность накопления в рекомби-

нантных штаммах E. coli препаративных коли-

честв поверхностных протеинов Omp38 и ОmpA/

МotB возбудителя мелиоидоза, полноразмерные 

формы которых можно безопасно выделить 

и очистить, применяя электрофоретическое раз-

деление в ПААГ. Тем не менее очищенные поли-

пептидные фрагменты, полученные нами по-

средством аффинной хроматографии и обладаю-

щие потенциальной антигенной активностью, 

также могут быть использованы при создании 

в дальнейшем библиотеки гибридом-продуцен-

тов МКА для идентификации B. pseudomallei.

Рисунок 3. Эпитопы N-концевого фрагмента белка Omp38 (А) и N-концевого фрагмента белка ОmpA/

МotB (Б) B. pseudomallei

Figure 3. B. pseudomallei protein Omp38 (A) and OmpA/MotB (B) N-terminal fragment epitopes

А (A)

Б (B)
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ОЦЕНКА МЕТОДА МУЛЬТИПЛЕКСНОГО 

ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ К ВОЗБУДИТЕЛЯМ 

ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

А.Г. Полтавченко, О.В. Нечитайло, П.В. Филатов, А.В. Ерш

ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», п. Кольцово, 

Новосибирская область, Россия

Резюме. Первичное обследование групп населения с повышенным риском заражения инфекционными за-

болеваниями (ИЗ) предполагает выполнение ряда анализов с использованием моноспецифических диагно-

стических систем и представляет собой длительную, трудоемкую и дорогостоящую процедуру. Ранее нами 

разработан мультиплексный тест, позволяющий оперативно и недорого проводить комплексное первичное 

тестирование. Создан набор, позволяющий одновременно выявлять в препаратах крови антитела к 6 возбуди-

телям ИЗ: вирусу иммунодефицита человека, вирусам гепатитов B и C, цитомегаловирусу, Treponema pallidum 

и Toxoplasma gondii. Набор основан на мультиплексном дот-иммуноанализе на плоских белковых матрицах 

(иммуночипах) с использованием конъюгатов коллоидного золота и серебряного проявления. Он позволяет 

выполнять комплексный анализ при комнатной температуре в течение 70 мин и не требует высокой квали-

фикации оператора. В настоящей статье представлены результаты лабораторных испытаний эксперимен-

тального образца мультиплексного набора в сравнении с наборами для иммуноферментного анализа (ИФА) 

пяти российских производителей с использованием массива из 240 образцов препаратов крови, включающих 

200 клинических проб сывороток (плазмы) крови от больных ИЗ и 40 образцов плазмы доноров. Показано, 

что мультиплексный тест обладает чувствительностью и специфичностью анализа не менее 95%, а оптические 

сигналы дот-анализа хорошо коррелируют с показателями оптической плотности, полученными с использо-

ванием коммерческих наборов для ИФА, и позволяют проводить полуколичественную оценку содержания 

специфических антител в образце. При этом мультиплексный дот-анализ более оперативен и экономичен, 

по сравнению с ИФА и может выполняться во внелабораторных условиях. Набор для мультиплексного дот-

иммуноанализа антител может обеспечить комплексный подход к диагностике ИЗ, значительно облегчить 

проведение первичного тестирования, сделать его более оперативным и доступным для пациентов.

Ключевые слова: инфекционные заболевания, первичное комплексное обследование, мультиплексный дот-иммуноанализ, 

чувствительность, специфичность, количественное определение.

A VERIFIED MULTIPLEXED IMMUNOASSAY FOR DETECTING ANTIBODIES AGAINST INFECTIOUS 

PATHOGENS

Poltavchenko A.G., Nechitaylo O.V., Filatov P.V., Ersh A.V.

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltzovo, Novosibirsk region, Russian Federation

Abstract. Baseline screening of population groups at increased risk of developing infectious diseases (ID) includes a num-

ber of ELISA-based analyses, thereby accounting for high cost laborious and time-consuming examination. Earlier we 
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developed a cheap multiplex assay allowing to quickly perform a complex initial testing. Here, we would like to describe 

a novel kit designed to simultaneously detect antibodies against the six ID pathogens in blood products (plasma, serum 

etc.): human immunodeficiency virus, hepatitis B and C viruses, cytomegalovirus, Treponema pallidum and Toxoplasma 

gondii. The kit is based on multiplex dot-immunoassay over flat protein arrays (immune chips) utilizing colloidal gold con-

jugates and silver development. It allows carrying out complex analysis at room temperature within 70 minutes and does 

not require highly-qualified personnel. In this article, the results of laboratory tests of the experimental sample of a mul-

tiplex kit are compared with commercial ELISA kits from five Russian manufacturers using an array of 240 blood product 

samples including 200 clinical serum (plasma) samples from patients with ID and 40 plasma samples from donors. It was 

shown that the multiplex test analysis has a sensitivity and specificity of at least 95%, and optical signals of the dot-assay 

correlate well with the optical density values obtained using commercial ELISA kits and allow a semiquantitative evalua-

tion of the content of specific antibodies in the sample. Furthermore, multiplex analysis is quicker and cheaper compared 

to ELISA and can be carried out in field. The kit for multiplex dot-immunoassay of antibodies can provide a complex ap-

proach to the diagnosis of ID, significantly simplify initial testing, make it faster, more efficient and affordable for patients.

Key words: infectious diseases, antibodies, initial complex testing, multiplex dot-immunoassay, sensitivity, specificity, quantitation.

Введение

Мультиплексная иммунодиагностика — 

новое направление, предполагающее исполь-

зование устройств (так называемых «белко-

вых матриц» или «иммуночипов»), позволяю-

щих одновременно определять в исследуе-

мом образце множество различных аналитов. 

Мультиплексные анализы требуют меньше 

времени, реагентов и объема образца, они бо-

лее информативны и экономически эффектив-

ны по сравнению с моноспецифичными теста-

ми [14]. Несмотря на очевидные преимущества, 

иммуночипы не смогли пока радикально из-

менить диагностику, поскольку технические 

и эксплуатационные проблемы, препятствуют 

их реализации в клинических условиях [5, 6]. 

Большинство проблем при разработке белко-

вых чипов обусловлено чрезвычайным разно-

образием в биохимических свойствах, структу-

ре и аффинности белков [5, 6, 10]. Значительные 

усилия ученых направлены на разработку 

мультиплексных анализов для одновременно-

го обнаружения различных наборов клиничес-

ки значимых аналитов [10], в частности для 

комплексного выявления маркеров инфекци-

онных заболеваний у доноров крови и органов, 

хирургических больных и населения из групп 

риска [3, 7]. Для такого обследования может 

быть особо востребована мультиплексная 

тест-система, обеспечивающая надежное, опе-

ративное и недорогое тестирование [3, 8, 10]. 

Попытки создания таких систем включали: 

микрожидкостные устройства [8]; иммунохро-

матографические системы с боковым потоком 

[4]; флюориметрический анализ с двойными 

метками [9]; суспензионные иммуночипы [15]; 

микроматрицы, напечатанные на поверхнос-

ти дна ячеек микротитровального планшета 

[13]; а также иммуноочипы на плоских слайдах 

[3]. Однако применение большинства из пере-

численных тестов в клинической диагности-

ке остается проблематичным из-за сложности 

процессов их изготовления, значительных за-

трат и необходимости использования сложных 

устройств [5, 6, 10, 14].

Ранее мы сообщали о разработке и результа-

тах первичных лабораторных испытаний экспе-

риментального образца тест-системы для муль-

типлексного выявления в образцах сыворотки 

(плазмы) крови антител к 6 патогенам, способ-

ным передаваться с кровью: возбудителям си-

филиса (Treponema pallidum) и токсоплазмоза 

(Toxo plasma gondii), цитомегаловирусу (ЦМВ), ви-

русам иммунодефицита человека (ВИЧ 1, 2), ге-

патитов В (ВГВ) и С (ВГС) [11]. Использованный 

нами подход позволяет совместить достоинства 

мультиплексного анализа с простотой изготов-

ления и применения иммуночипов. В настоя-

щей работе представлены результаты испыта-

ний набора в сравнении с наборами для ИФА 

ведущих оте чественных производителей диа-

гностических систем с использованием массива 

из 240 клинических образцов.

Материалы и методы

В работе использовали следующие реаген-

ты захвата: иммуноглобулин класса G челове-

ка (Имтек, Россия), рекомбинантный антиген 

HBcore вируса гепатита В (ВГВ); рекомбинант-

ный, мозаичный антиген NC34ab вируса гепати-

та С (ВГС) и рекомбинантный антиген р150 ци-

томегаловируса (ЦМВ) (ООО «Диа ПрофМед», 

Украина); рекомбинантный, химерный антиген 

gp41+gp120+gp36 вируса иммунодефицита че-

ловека (ВИЧ 1,2) и рекомбинантный, химерный 

антиген T. gondii (Fapon Biotech Inc., Китай); ре-

комбинантные антигены р17 и TmpA T. pallidum 

(ЗАО БТК «Биосервис», Россия).

Исследования выполняли на массиве из 240 

образцов, включающих 200 клинических проб 

сывороток (плазмы) крови от инфекционных 

больных и 40 образцов плазмы доноров, сфор-
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мированном специалистами ЗАО «ИмДи» 

(г. Новосибирск) и предоставленный для экспе-

риментов в виде слепого набора образцов.

Экспериментальный образец набора для 

мультиплексного дот-иммуноанализа антител 

(МДИА) рассчитан на 20 анализов. Он содер-

жит 4 модуля для выполнения 5 анализов, фла-

коны с компонентами проявляющей системы 

и CD-диск с компьютерной программой учета 

результатов. Каждый модуль содержит блок 

из 5 белковых матриц из синтетической бумаги 

с дискретно нанесенными реагентами захвата 

и аналитическую ванну, объединяющую 5 бло-

ков из 12 ячеек, заполненных готовыми рабо-

чими растворами и герметизированных фоль-

гой. Вид набора и описание методологии его 

изготовления приведено в предыдущей пуб-

ликации [11].

Методология мультиплексного анализа 

представляет собой дот-иммуноанализ на бел-

ковых матрицах с низкой плотностью нанесе-

ния реагентов захвата, с применением конъюга-

тов на основе коллоидного золота, серебряного 

проявления и дополнительного усиления и ста-

билизации оптического сигнала [12]. Анализ 

выполняли с объемами рабочих растворов 

в ячейках 0,3 мл и исследуемых образцов 15 мкл 

в течение 70 мин при комнатной температуре. 

Хронологическая схема и описание методики 

анализа приведены ранее [11].

Обработку данных мультиплексного анали-

за выполняли с применением компьютерной 

программы, позволяющей автоматически опре-

делять оптическую плотность в каждой зоне 

нанесения антигена и выражать ее в относи-

тельных единицах [процентах диапазона от по-

ложительного контроля — IgG человека (К+ = 

100%) до отрицательного контроля — зоны сво-

бодной от антигенов (К– = 0%)]; а также зада-

вать отсекаемые значения — ОПкрит, определен-

ные предварительно по панели отрицательных 

сывороток [2].

В качестве тестов сравнения использовали 

наборы для ИФА: ГепаБест анти-HBc-IgG, Бест 

анти-ВГС, РекомбиБест антипаллидум — IgG, 

КомбиБест анти-ВИЧ-1+2 (АО «Вектор-Бест» 

(В-Бест), г. Новосибирск); Инвитролоджик 

«HBcore-антитела», ВГС-ДСМ, Сиф-IgG-ДС-

стрип, Инвитролоджик ВИЧ-1,2-АТ, Мелиса 

Токсо-IgG, Инвитролоджик ЦМВ-IgG (АО 

«Медико-биологический cоюз» (МБС), г. Ново-

сибирск); ИФА-анти-НВcore, ИФА-анти пал-

лидум-IgG, ИФА-ВИЧ-1,2-Ат, (АО «ЭКОлаб», 

г. Электрогорск); ДС-ИФА-Анти-ТОКСО-G, 

МилаЛаб-ИФА-АНТИ-НСV, ИФА-АНТИ-

ЛЮИС, ДС-ИФА-АНТИ-ЦМВ-G (ООО «НПО 

«Диагностические системы» (ДС), Нижний 

Новгород); ЦМВ-IgG, Токсо-IgG (ООО «ИмДи-

спектр» (ИмДи), р.п. Кольцово, Новосибирской 

область). ИФА выполняли в соответствии 

с прилагаемыми инструкциями. Результаты ре-

гистрировали на сканирующем спектрофото-

метре «Multiscan 310C» (Titerteck, Финляндия) 

при λ = 450 нм.

При сравнении массива из 240 сывороток 

подсчитывали общее число положительных 

и отрицательных образцов, одинаково ква-

лифицированных более чем половиной рефе-

ренс-тестов, а также количество положитель-

ных и отрицательных образцов, определенных 

каждым тестом. Чувствительность и специфич-

ность по каждому маркеру и для каждого теста 

рассчитывали по общепринятой формуле:

Чувствительность вычисляли по положи-

тельным, а специфичность по отрицательным 

образцам. Статистическую обработку и корре-

ляционный анализ данных со статистической 

значимостью 95% выполняли с помощью про-

граммы «Microsoft Excel».

Результаты и обсуждение

Задачей первичного тестирования является 

установление факта контакта пациента с возбу-

дителем инфекционного заболевания. В после-

дующем, при необходимости, выполняется де-

тальное изучение последствий такого контакта 

с применением других диагностических на-

боров и/или более сложных подтверждающих 

тестов [7, 10]. На практике значительная часть 

образцов, позитивных при первичном тести-

ровании, в подтверждающих тестах не верифи-

цируются [1], что указывает на вариабельность 

результатов, полученных в разных диагности-

ческих системах. Мы сравнивали результаты 

мультиплексного дот-иммуноанализа, с дан-

ными, полученными на наборах для ИФА пяти 

отечественных производителей (не менее 3 на-

боров по каждому определяемому маркеру). 

Сравнение проводили на массиве из 240 клини-

ческих образцов сывороток крови. Результаты, 

полученные с применением разных наборов 

для ИФА, существенно различались по величи-

не оптических сигналов, а в ряде случаев и по 

качественной квалификации образцов, что, ве-

роятно, может быть связано с использованием 

производителями разных иммунореагентов за-

хвата и детекции, а также технологических при-

емов изготовления наборов. Следует отметить, 

что разная трактовка качественных результа-

тов перечисленными наборами установлена 

при анализе сывороток с низким содержанием 

определяемых антител.
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Таблица 1. Сравнительный анализ специфических антител в массиве из 240 образцов сывороток 

с применением коммерческих референс-наборов для ИФА и набора для мультиплексного 

дот-иммуноанализа (МДИА)

Table 1. A comparative analysis of detecting specific antibodies in 240 serum sample array by using commercial 
ELISA kits vs. multiplex dot-immunoassay (MDIA) kit

Наборы1

Kits1

Число выявленных образцов, положительных и отрицательных по содержанию антител к:

Number of detected positive and negative samples relative to antibody amount:

ВИЧ 1,2

HIV 1,2
ВГС

HCV
ВГВ

HBV
T. pallidum T. gondii

ЦМВ

CMV

+ – + – + – + – + – + –

Определено 
референс-наборами2

Detected by referens-
kits2

197 43 148 92 113 127 24 210 84 156 201 39

В-Бест

Vector-Best
197/197 43/43 148/148 87/92 109/113 121/127 21/24 210/210

н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND

Чувствительность, %

Sensitivity, %
100 100 96 88

н.о.

ND
н.о.

ND

Специфичность, %

Specificity, %
100 94 95 100

н.о.

ND
н.о.

ND

МБС

MBU
197/197 43/43 145/148 89/92 107/113 122/127 24/24 210/210 82/84 153/156 200/201 37/39

Чувствительность, %

Sensitivity, %
100 98 95 100 98 99

Специфичность, %

Specificity, %
100 97 96 100 98 95

ДС

DS
197/197 43/43 148/148 80/92

н.о.

ND
н.о.

ND
24/24 209/210 84/84 148/156 196/201 37/39

Чувствительность, %

Sensitivity%
100 100

н.о.

ND
100 100 98

Специфичность, %

Specificity, %
100 86

н.о.

ND
99 95 95

ЭКОлаб

EKOlab
197/197 43/43

н.о.

ND
н.о.

ND
111/113 121/127 24/24 205/210

н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND

Чувствительность, %

Sensitivity, %
100

н.о.

ND
98 100

н.о.

ND
н.о.

ND

Специфичность, %

Specificity, %
100

н.о.

ND
95 98

н.о.

ND
н.о.

ND

ИмДи

ImDi
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
82/84 149/156 188/201 39/39

Чувствительность, %

Sensitivity%
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
98 94

Специфичность, %

Specificity, %
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
н.о.

ND
95 100

МДИА

MDIA
197/197 43/43 147/148 90/92 109/113 121/127 24/24 205/210 84/84 150/156 198/201 38/39

Чувствительность, %

Sensitivity%
100 99 96 100 100 98

Специфичность, %

Specificity, %
100 98 95 98 96 97

Примечания. 1 Аббревиатуры производителей наборов и наименования наборов приведены в разделе «Материалы и методы». 2 Число проб, 
одинаково квалифицированных не менее чем половиной референс-наборов. Серой заливкой выделены расчетные данные (способ расчета 
в разделе «Материалы и методы»). Н.о. — не определяли
Notes. 1 Abbreviation of kit manufacturers and kits names are presented in Section “Materials and Methods”. 2 Number of samples uniformly verified 
at least by half of the reference kits. Estimated data highlighted by gray shading (data processing are described in Section “Materials and Methods”). 
ND — not determined.
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Учитывая выявленные разночтения, в обра-

ботке использовали только образцы, одинако-

во квалифицированные более чем половиной 

референс-тестов, среди которых подсчитыва-

ли количество положительных и отрицатель-

ных сывороток, определенных каждым тестом, 

и вычисляли чувствительность и специфич-

ность для каждого набора. Результаты приведе-

ны в таблице 1.

Приведенные данные показывают, что дот-

иммуноанализ с использованием набора для 

мультиплексного анализа обеспечивает чув-

ствительность и специфичность выявления 

всех антител не ниже 95% и не уступает харак-

теристикам коммерческих наборов для ИФА.

Результаты корреляционного анализа зна-

чений оптических сигналов, полученных при 

выявлении антител разными тест-системами 

в массиве из 240 образцов сывороток, приведе-

ны в таблице 2. Данные таблицы 2 свидетель-

ствуют о том, что величины оптических сигна-

лов дот-иммуноанализа хорошо коррелируют 

с соответствующими значениями оптической 

плотности в тест-системах для ИФА и сопоста-

вимы по своему значению с корреляцией дан-

ных между этими ИФА-системами.

Таблица 2. Коэффициенты корреляции значений оптических сигналов. полученных при выявлении 

маркеров инфекционных заболеваний разными тест-системами (р = 0,05)

Table 2. Correlation coefficients for optical signal values obtained by various test systems identifying infectious 
disease markers (p = 0.05)

Маркер

Marker
Антитела к ВИЧ 1,2

Anti-HIV 1,2 antibodies
Антитела к вирусу гепатита В

Anti-HBV antibodies
Набор

Kit
В-Бест

V-Best
МБС

MBU
ЭК Олаб

EKOlab
МДИА

MDIA
В-Бест

V-Best
МБС

MBU
ЭКОлаб

EKOlab
МДИА

MDIA
В-Бест

V-Best
1 0,84 0,65 0,86 1 0,71 0,78 0,81

МБС

MBU
1 0,90 0,90 1 0,76 0,70

ЭКОлаб

EKOlab
1 0,70 1 0,68

МДИА

MDIA
1 1

Маркер

Marker
Антитела к T. gondii

Anti-T. gondii antibodies
Антитела к цитомегаловирусу

Anti-CMV antibodies
Набор

Kit
ИмДи

ImDi
МБС

MBU
ДС

DS
МДИА

MDIA
ИмДи

ImDi
МБС

MBU
ДС

DS
МДИА

MDIA
ИмДи

ImDi
1 0,96 0,95 0,89 1 0,52 0,50 0,49

МБС

MBU
1 0,97 0,90 1 0,81 0,72

ДС

DS
1 0,90 1 0,74

МДИА

MDIA
1 1

Маркер

Marker
Антитела к вирусу гепатита С

Anti-HCV antibodies
Антитела к T. pallidum

Anti-T. pallidum antibodies
Набор

Kit
В-Бест
V-Best

МБС
MBU

ДС
DS

МДИА
MDIA

В-Бест
V-Best

МБС
MBU

ДС
DS

ЭКОлаб
EKOlab

МДИА
MDIA

В-Бест

Vector-Best
1 0,76 0,82 0,81 1 0,82 0,81 0,92 0,72

МБС

MBU
1 0,91 0,90 1 0,95 0,91 0,78

ДС

DS
1 0,89 1 0,93 0,79

Эколаб

EKOlab
н.о.

ND
1 0,78

МДИА

MDIA
1 1

Примечание. Аббревиатуры производителей наборов такие же. как в таблице 1.
Note. Abbreviations of kit manufacturers are shown as in Table 1.
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Хорошая корреляция значений оптических 

сигналов дот-анализа с результатами полуколи-

чественных тестов для ИФА позволяет предпо-

лагать то, что мультиплексный дот-анализ так-

же, как ИФА может использоваться для полуко-

личественной оценки содержания специфиче-

ских антител в образце. График, построенный 

по результатам сравнительного анализа калиб-

ровочных образцов из набора ИФА-Токсо-IgG 

ЗАО «ЭКОлаб», представленный на рисунке 1, 

свидетельствует о том, что показатели чувстви-

тельности ИФА и дот-анализа совпадают и со-

ставляют около 10 МЕ/мл.

Ряд данных дот-анализа на этом графике 

в диапазоне чувствительности метода хоро-

шо аппроксимируется прямой, что позволяет 

проводить ориентировочную количественную 

оценку содержания специфических антител 

в исследуемом образце. На изображении имму-

ночипов, приведенном в верхней части графика, 

оптические сигналы в диапазоне чувствитель-

ности дот-иммуноанализа выглядят как отчет-

ливо различимые невооруженным глазом тем-

ные пятна в местах нанесения соответствую-

щего антигена. Таким образом, качественный 

учет результатов анализа таких образцов может 

легко и надежно осуществляться визуально.

Приведенные данные свидетельствуют о воз-

можности эффективного использования муль-

типлексного метода для комплексного первич-

ного тестирования образцов крови. При этом 

мультиплексный тест может значительно об-

легчить и ускорить осуществление серомонито-

ринга, позволяет оперативно и с небольшими 

трудозатратами ограничить спектр подтверж-

дающих тестов. Метод не требует дополни-

тельного оборудования и энергообеспечения, 

поэтому анализ может выполняться при оказа-

нии экстренной медицинской помощи, а также 

в удаленных населенных пунктах, не имеющих 

оборудованных лабораторий, когда операция 

или переливание крови должно быть выполне-

но неотложно, а доставка пациента или образ-

цов крови в оснащенный медицинский пункт 

затруднено или невозможно.

Выводы

Метод мультиплексного дот-иммуноанализа 

антител к возбудителям инфекционных забо-

леваний обладает чувствительностью и специ-

фичностью, не уступающими коммерческим 

наборам для ИФА. Он может обеспечить ком-

плексный подход к диагностике инфекционных 

заболеваний и полуколичественный учет ре-

зультатов анализа, значительно облегчить про-

ведение первичного тестирования, сделать его 

более оперативным и доступным для пациентов.

Рисунок. Зависимость оптических сигналов 

дот-иммуноанализа и ИФА от концентрации 

антител к T. gondii в исследуемом образце 

(n = 3, p = 0,05)

Figure. Optical signal (dot-immunoanalysis and ELISA)/
anti-T. gondii antibody concentration relationship (n = 3 
test samples, p = 0.05)
Примечание. В верхней части графика приведен 
вид иммуночипов после проведения дот-анализа, 
цифрами под иммуночипами обозначена концентрация 
специфических антител в исследуемых образцах.
Note. Middle inset: overall immunochip view after 
dot-analysis, numbers below immunochips indicate 
concentration of specific antibodies in test samples.
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Грипп и острые респираторные вирусные инфекции

Авторы:

Смирнов Вячеслав Сергеевич — доктор медицинских наук, 

профессор, главный научный сотрудник Медико-биологического 

научно-производственного комплекса «Цитомед», специалист 

в области иммунофармакологии и медицины катастроф;

Петленко Сергей Викторович — доктор медицинских наук, 

руководитель отдела клинических исследований Медико-

биологического научно-производственного комплекса «Цитомед», 

ведущий научный сотрудник ФГБУН Института токсикологии 

ФМБА России, специалист в области инфекционной 

иммунологии, иммунофармакологии и иммунологии 

экстремальных состояний.

Грипп и другие респираторные вирусные инфекции (ОРВИ) являются самими распространенными 

заболеваниями человеческой популяции, поэтому актуальность данной нозологии не нуждается в дока-

зательствах. Глобальный характер проблемы предполагает выполнение достаточно масштабных между-

народных исследований, касающихся биологии возбудителей респираторных инфекций, индуцируе-

мых ими патогенетических механизмов, а также вопросов профилактики и лечения этих заболеваний. 

Естественно, что при таком внимании к проблеме со стороны научной и медицинской общественнос-

ти накопление новых знаний, как и «старение» существующих положений происходит очень быстро. 

Поэтому появление монографии, в которой изложены современные научные данные, касающиеся во-

просов биологических характеристик таксономических групп возбудителей респираторных инфекций, 

патогенеза этой группы заболеваний, различных видов фармакологической профилактики и терапии, 

следует признать весьма своевременным и полезным. Построение книги очень хорошо сочетает логику 

и последовательность изложения материала.

В первой главе, посвященной биологическим свойствам возбудителей гриппа и ОРВИ достаточно 

подробно, но в то же время наглядно и доходчиво изложены современные данные, демонстрирующие ге-

нетические особенности и структурные элементы вирусов, определяющие их антигенность, вирулент-

ность и характер взаимодействия с клеткой-мишенью. Такой подход готовит читателей к адекватному 

восприятию следующего раздела (Глава 2), в котором с использованием последних молекулярно-био-

логических данных рассматриваются основные аспекты патогенеза респираторных инфекций, включая 

все стадии процесса распознавания возбудителей, активации внутриклеточных механизмов их репли-

кации и запуск регуляторных каскадов иммунного ответа. В дальнейшем авторами последовательно 

и достаточно подробно излагаются вопросы формирования специфического противовирусного ответа 

на уровне целостного организма с оценкой в данном процессе места и роли всех компартментов врож-

денного и адаптивного иммунитета.

Еще одним, несомненным достоинством данной работы, следует считать распределение научных 

и практических данных. Обычно в изданиях, посвященных актуальным проблемам медицинской нау-

ки, большая часть объема отводится анализу фундаментальной научной литературы, который хотя 

и представляет определенный познавательный интерес, но зачастую оказывается не полностью востре-

бованным широкой аудиторией практикующих врачей. На основе клинических данных и аналитичес-

кого обзора литературы авторы подробно, в том числе с учетом молекулярных механизмов, рассмат-

ривают преимущества и недостатки различных фармацевтических средств и иммунобиологических 

препаратов, которые зарегистрированы в России и странах ЕАЭС для профилактики и лечения гриппа 

и ОРВИ. При этом в рамках данного раздела, основной приоритет авторы отдают, анализу данных, полу-

ченных во время проведения рандомизированных клинических исследований, что повышает достовер-

ность представленных материалов с позиции доказательной медицины.

Безусловно, рецензируемая работа не лишена мелких недостатков, которые практически нивелиру-

ются той пользой, которую данное издание способно принести широкой медико-биологической обще-

ственности: от студентов медицинских вузов, до ученых, занимающихся фундаментальными проблема-

ми инфекционных заболеваний.

Рецензент — руководитель отдела иммунологии 

и клеточных взаимодействий

ФГБНУ «НИИ АГиР им. Отта» 

з.д.н. РФ профессор С.А. Сельков
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ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
Статьи представляются в редакцию через систему электронного издательства (http://iimmun.ru) в соответ-

ствии с требованиями журнала «Инфекция и иммунитет» и «Инструкцией для авторов», представленной 

на сайте. С февраля 2016 года журнал «Инфекция и иммунитет» публикует статьи на двух языках (русском 

и английском).

Основные виды статей, публикуемых в журнале

Оригинальная статья

Статья должна описывать результаты законченного исследования. Допускается объем статьи до 20 маши-

нописных страниц, включая рисунки, таблицы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) материалы и мето-

ды; 3) результаты исследований; 4) обсуждение результатов; 5) благодарности.

 • Введение содержит обоснование цели и задач проведенного исследования.

 • Материалы и методы могут излагаться в виде отдельных фрагментов с короткими подзаголовками.

 • Все нетрадиционные модификации методов должны быть описаны с достаточной степенью под-

робности. Для всех используемых в работе реактивов, животных, клеточных культур и т.д. необ-

ходимо точно указывать производителей и/или источники получения (с названиями страны, фир-

мы, института).

 • Результаты описываются в логической последовательности в виде отдельных фрагментов, разде-

ленных подзаголовками, без элементов обсуждения, без повторения методических подробностей, 

без дублирования цифровых данных, приведенных в таблицах и рисунках.

 • В обсуждении проводится детальный анализ полученных данных в сопоставлении с данными ли-

тературы, что служит обоснованием выводов и заключений авторов.

 • Раздел «Благодарности» не является обязательным, но крайне желателен. В этом разделе авторы мо-

гут выразить признательность организации, субсидировавшей проведение исследований, колле-

гам, консультировавшим работу в процессе ее выполнения и/или написания, а также техническому 

персоналу за помощь в выполнении исследований. Благодарности за предоставление специфичес-

ких реактивов или оборудования, как правило, помещаются в разделе «Материалы и методы».

Краткие сообщения

Журнал публикует небольшие по объему статьи, которые имеют безусловную новизну и значимость. Эти 

статьи проходят ускоренное рецензирование и публикуются в короткие сроки. Общий объем краткого сооб-

щения ограничен 8 машинописными страницами, количество рисунков и/или таблиц не может быть более 3, 

а список использованных литературных источников не должен превышать 15. Титульный лист оформляется, 

как описано ниже (см. «Подготовка статей»). Разделы краткого сообщения аналогичны вышеописанным раз-

делам оригинальной статьи, но не выделяются заголовками и подзаголовками, результаты могут быть изло-

жены вместе с обсуждением.

Обзорные статьи и лекции

Обзорные статьи и лекции в основном заказываются редакцией или могут быть рекомендованы одним из чле-

нов редколлегии. Более подробную информацию о правилах оформления этих статей можно узнать в редакции.

Библиографические стандарты описания цитируемых публикаций

Описание статьи из журнала:

Салина Т.Ю., Морозова Т.И. Иммунологические методы в дифференциальной диагностике // Туберкулез и болезни легких. 

2011. Т. 88, № 11. C. 50–53.

Salina T.Yu., Morozova T.I. Immunological methods in differential diagnostics. Tuberculosis and Lung Diseases, 2011, vol. 88, no. 11, pp. 50–53.

Описание статьи из книги (монографии):
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Примеры правильного оформления англоязычных ссылок:
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Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites D.P., Terr A.I., Parslow T.G. Appletion & 

Lange, 1994, pp. 66–79.

Ссылки на литературные источники в тексте статьи, в рисунках и таблицах обозначаются арабскими циф-

рами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. Не допускаются ссылки на диссертации, авторефераты диссертаций, 

публикации в сборниках, методические документы местного уровня. Количество источников не ограничено. 

В каждой ссылке приводятся все авторы работы. Неопубликованные статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения

Для сложных терминов или названий, наиболее часто используемых в тексте статьи, можно ввести (в кру-

глых скобках после первого упоминания полного названия термина) не более 3–5 нетрадиционных сокра-

щений. Узаконенные международными номенклатурами сокращения используются в соответствующей 

транскрипции. Например, для термина «интерлейкин» используется сокращение «IL», а не русскоязычный 

вариант «ИЛ»; аналогично этому используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» или «ФНО»; «CD», а не «СД». 

Названия микроорганизмов приводятся в оригинальной транскрипции с использованием курсива (E. coli, 

Streptococcus pyogenes). Единицы измерения приводятся без точки после их сокращенного обозначения, регла-

ментированного международными правилами (с, ч, см, мл, мг, kDa и т.д.).
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Оформление иллюстративного материала

Иллюстративный материал должен быть оригинальным, т.е. ранее нигде не опубликованным. Общее ко-

личество иллюстраций (таблиц и рисунков) не должно превышать восьми. При большем количестве иллю-

страций их публикация оплачивается автором. Публикация цветных иллюстраций (независимо от их коли-

чества) также оплачивается автором.

Размеры иллюстраций:

• максимальная высота — 210 мм

• максимальная ширина для 1 столбца — 82 мм, для 2 столбцов — 170 мм

Таблицы. Каждая таблица предоставляется отдельным файлом. Таблицы нумеруются арабскими цифра-

ми отдельно от нумерации рисунков (графиков и фотографий). Название печатается над таблицей. Весь текст 

на русском языке, содержащийся в таблице, включая единицы измерения, должен быть переведен на ан-

глийский язык; при этом перевод следует помещать в ячейку с соответствующим русским текстом отдельной 

строкой. Название таблицы и текст примечания к ней также должны быть переведены на английский язык 

и приведены под русским текстом с новой строки. Для пометок в таблицах следует использовать одну или 

несколько (*). Пояснения печатаются после соответствующего количества (*) под таблицей. Единицы изме-

рения, при необходимости, включаются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи названия рисунков (графиков, фотографий) и таблиц раз-

мещаются сразу после абзаца, где на них дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются последовательно араб-

скими цифрами по мере их включения в текст статьи. Названия рисунков и подписи к ним выносятся в виде 

списка в отдельный файл. В списке указываются: номер рисунка, название (с большой буквы), текст примеча-

ний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, но доста-

точно информативные. Названия рисунков и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст легенды долж-

ны быть переведены на английский язык и размещены под соответствующим текстом с новой строки. Рисунки 

могут быть представлены в графических форматах с расширением .tif (разрешение не менее 300 dpi при 100% 

масштабе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в документы Word, не принимаются. Графики и диаграммы 

предоставляются вместе с таблицами, на основе которых они были созданы, или с численными обозначения-

ми показателей, отображаемых соответствующими графическими элементами (столбиками, секторами и т.п.) 

в виде файлов с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей

При соблюдении правил публикация статей в журнале «Инфекция и иммунитет» является бесплатной 

для авторов и учреждений, в которых они работают. Редакция может потребовать оплату в следующих случа-

ях: 1) за публикацию цветных иллюстраций; 2) при большом количестве иллюстративного материала (свыше 

8 иллюстраций).

Подготовка статей

При предоставлении статьи авторы должны руководствоваться требованиями, приведенными в нижесле-

дующих пунктах. Статья может быть отклонена, если она им не соответствует.

1. Направляя статью в журнал, авторы гарантируют, что поданные материалы не были ранее опубликованы 

полностью или по частям, в любой форме, в любом месте или на любом языке. Так же авторы гарантиру-

ют, что статья не представлена для рассмотрения и публикации в другом журнале. С момента принятия 

статьи к печати в журнале «Инфекция и иммунитет» приведенный в ней материал не может быть опу-

бликован авторами полностью или по частям в любой форме, в любом месте и на любом языке без согла-

сования с руководством журнала. Исключением может являться: 1) предварительная или последующая 

публикация материалов статьи в виде тезисов или короткого резюме; 2) использование материалов статьи 

как части лекции или обзора; 3) использование автором представленных в журнал материалов при напи-

сании диссертации или книги. Воспроизведение всего издания или части любым способом запрещается 

без письменного разрешения издателей. Нарушение закона будет преследоваться в судебном порядке. Ох-

раняется Законом РФ № 5351-1 «Об авторском праве и смежных правах» от 09.07.93 г.

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

3. Помимо файла со статьей, предоставлены следующие файлы:

1) Файл с метаданными (при загрузке в систему ему присваивается имя «Метаданные»):

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность автора, ответственного 

за дальнейшую переписку с редакцией (на русском и английском языках);

 • название учреждения, где работает ответственный автор (в русском и официально принятом 

английском вариантах);

 • почтовый адрес для переписки с указанием почтового индекса (на русском и английском языках);

 • телефон, факс (с указанием кода страны и города), e-mail;

 • фамилия и инициалы остальных соавторов, их ученые степени, ученые звания, должности;

 • полное название статьи, направляемой в редакцию;

 • количество страниц текста, количество рисунков, количество таблиц;

 • раздела журнала, для которого предназначена данная работа: «Лекции», «Обзоры», «Ориги-

нальные статьи», «Краткие сообщения», «В помощь практическому врачу»;

 • дата отправления работы.

2) Отсканированная копия файла с метаданными подписанная всеми авторами (при загрузке в систе-

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

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

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность каждого из соавторов статьи 

(полностью, на русском и английском языках);

 • подразделение и учреждение, в котором выполнялась работа; в случае, если авторами статьи 

являются сотрудники разных учреждений, то последние нумеруются по порядку, начиная 

с единицы, и соответствующая цифра размещается после фамилии автора, представляющего 

данное учреждение; для маркировки авторов в англоязычной части статьи вместо цифр ис-

пользуются латинские буквы (a, b, c, d и т.д.);

 • сокращенное название статьи для верхнего колонтитула (не более 35 символов, включая про-

белы и знаки препинания, на русском и английском языках);

 • не менее 6 ключевых слов на русском и английском языках;

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

4) Резюме (при загрузке в систему ему присваивается имя «Резюме»). Предоставляется в виде одного аб-

заца без ссылок и специфических сокращений. Объем — не менее 300 слов. Резюме в полном объеме 

представляется также в переводе на английский язык. В отдельных случаях, по решению редакцион-

ной коллегии, может быть затребован развернутый вариант резюме на английском языке.

5) Рисунки, если они есть — каждый отдельным файлом (при загрузке в систему каждому рисунку при-

сваивается имя «Рисунок_Порядковый номер рисунка. Название рисунка»).

6) Файл в формате .doc, .docx, .rtf со списком, в котором указываются: номер рисунка, название (с боль-

шой буквы), текст примечаний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи 

к рисункам даются краткие, но достаточно информативные.

7) Таблицы, если они есть — каждая отдельным файлом (название каждой таблицы должно быть при-

ведены заголовком в файле с самой таблицей).

8) Файл с цитируемой литературой (при загрузке в систему ему присваивается имя «Литература») в виде 

таблицы из четырех столбцов (альбомная ориентация), где:

Порядковый 

номер ссылки

Авторы, название публикации 

и источника, где она 

опубликована, выходные данные

Ф.И.О., название публикации и источника 

на английском языке

Полный интернет-адрес 

(URL) цитируемой статьи 

и/или ее DOI

Размещаются 

в таблице 

в алфавитном 

порядке, вначале 

русскоязычные, 

затем на языках 

с латинской 

графикой

Указывать 

по библиографическому 

стандарту, представленному 

выше

Официальное англоязычное название 

публикации и источника, где она 

опубликована — для русскоязычных статей. 

В редких случаях, когда не существует 

официальных англоязычных названий, 

редакция просит предоставлять их перевод, 

обозначая его красным цветом шрифта. 

Для англоязычных публикаций и источников 

в этом столбце ставится прочерк

В том случае, если 

информация о статье 

не размещена 

на официальном сайте 

издания, допустимо 

использовать URL статьи 

со сторонних сайтов, 

в т.ч. системы 

www.e-library.ru. 

DOI статьи приводится 

в квадратных скобках 

после URL-адреса

4. Текст должен быть набран с одинарным межстрочным интервалом; используется кегль шрифта в 14 пунк-

тов; для выделения используется курсив, а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, графики и таб-

лицы расположены в соответствующих местах в тексте, а не в конце документа.

5. Текст соответствует стилистическим и библиографическим требованиям.

6. Если вы отправляете статью в рецензируемый раздел журнала, то вы согласны с требованиями слепого 

рецензирования, подробнее о котором можно узнать на сайте журнала (http://iimmun.ru) в рубрике «Ре-

цензирование» раздела «О журнале».

Вы можете оформить подписку на журнал 

«Инфекция и иммунитет» через отделения связи:

Каталог «Роспечать» – индекс 95001; 

Объединенный каталог «Пресса России» и электронный каталог «Российская периодика» 

в сети Internet на сайте www.arpk.org – индекс 41392.

Цена свободная.

Подписка на электронную версию журнала

на сайте www.elibrary.ru
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Иллюстрации к статье «Созревание in vitro дендритных клеток здоровых лиц и пациентов 
с хроническим остеомиелитом, вызванным Staphylococcus aureus» (авторы: Ю.П. Рубцова, 
Д.Я. Алейник, О.П. Живцов, В.Н. Митрофанов) (с. 87–94)

Рисунок 1. Незрелые дендритные клетки до внесения стимуляторов созревания

Figure 1. Microscopic analysis of immature dendritic cells prior adding a stimulating factor cocktail
Примечания. A — нативный препарат (×400); Б — препарат, окрашенный азур-эозином (×630).
Notes. A — native sample (×400); B — sample stained with azur-eosin (×630).

А (A) Б (B)

Рисунок 2. Зрелые дендритные клетки после внесения стимуляторов созревания

Figure 2. Microscopic analysis of mature dendritic cells added with a stimulating factor cocktail
Примечания. A — нативный препарат (×400); Б — препарат, окрашенный азур-эозином (×630).
Notes. A — native sample (×400), B — sample stained with azur-eosin (×630). 

А (A) Б (B)
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