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МУКОЗАЛЬНЫЕ ЭФФЕКТЫ ПОЛИОКСИДОНИЯ В ТЕРАПИИ 

СОПРОВОЖДЕНИЯ ХИМИОЛУЧЕВОГО ЛЕЧЕНИЯ 

ПЛОСКОКЛЕТОЧНОГО РАКА ОРОФАЦИАЛЬНОЙ ЗОНЫ

 Альтман Е. В.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет, 
Челябинск, Россия

Применение иммуномодулятора Полиоксидония в терапии сопровождения химиолуче-
вого лечения рака слизистой полости рта показало его нормализующее влияние на протек-
тивные факторы врожденного иммунитета, антителообразование, процессы детоксикации. 
Выраженная антитоксическая активность препарата, связанная с его высокомолекулярной 
природой и высокой сорбционной способностью, позволяет широко применять иммуно-
модулятор Полиоксидоний в комплексном лечении рака орофациальной зоны, что наряду 
с  выраженным иммуномодулирующим эффектом способствует профилактике развития 
лучевых мукозитов.

Ключевые слова: рак слизистой полости рта, полиоксидоний, мукозальный иммунитет.

Применение химиолучевой терапии в лече-
нии плоскоклеточного рака слизистой оболоч-
ки полости рта сопровождается развитием лу-
чевых мукозитов различной степени тяжести 
[1]. Состояние мукозального барьера ротовой 
полости непосредственно зависит от  про-
тективных, репаративных свойств слизистых 
оболочек, непрерывного контакта с  секрета-
ми слюнных желез, состояния микрофлоры. 
Базисная антиколонизационная активность 
секретов усиливается за счет антител, проду-
цируемых мукозоассоциированной лимфо-
идной тканью. Содержание в  мукосаливар-
ном секрете антиадгезивных, биостатических, 
биоцидных факторов, иммунокомпетентных 
клеток, цитокинов во многом определяет воз-
никновение, течение и  исход многих пато-
логических процессов ротовой полости [2]. 
Применение иммуномодуляторов локально-
го и  системного действия с  целью снижения 
частоты и выраженности лучевых мукозитов 
является перспективным направлением им-
муноонкологии.

Целью исследования явилось изучение 
мукозальных эффектов иммуномодулятора 
Полиоксидония в терапии сопровождения хи-
миолучевого лечения плоскоклеточного рака 
ротовой полости II, III стадии.

Материалы и методы. Исследование прово-
дилось на базе отделения радиологии Челябин-
ского окружного областного онкологического 
диспансера. Клинически и  иммунологически 
обследовано 26 пациентов с  гистологически 
верифицированным плоскоклеточным раком 
СОПР II–III стадии (1 группа  – до  лечения), 
средний возраст которых составил 58±2,4 года. 
Все пациенты получали химиолучевую (ХЛТ) 
терапию в режиме динамического (3 фракции 
по 4 Гр, затем с разовой дозой 2 Гр, 5 раз в неде-
лю до суммарной очаговой дозы 38-40 Гр) или 
традиционного фракционирования (5  фрак-
ций по 2 Гр, 5 раз в неделю до суммарной оча-
говой дозы 44 Гр). Методом простой рандо-
мизации все пациенты 1 группы разделены 
на  2  равновеликие группы: 13 чел. получали 
только ХЛТ (2 группа – после ХЛТ); 13 чел. по-
лучали ХЛТ в сопровождении Полиоксидония 
(3 группа – после ХЛТП). Полиоксидоний вво-
дили внутривенно капельно 6 мг 1 раз в сутки 
по схеме в 1, 2, 4, 7, 10, 13 дни и параллельно 
ежедневно 2 раза в  день проводилась обра-
ботка слизистых ротовой полости препаратом 
в стандартном рабочем разведении. Курсовая 
доза 36 мг. Контрольную группу (4) составили 
20 условно-здоровых лиц, средний возраст ко-
торых составил 52,5±3,2 года.
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Забор мукосаливарного секрета производи-
ли утром, натощак всем пациентам до начала 
лучевой терапии и на 14 сутки от начала тера-
пии. Содержание sIgA, IgA, IgM, IgG и субклас-
сов G1- G4, компонентов комплемента С3а-С5а 
и лактоферрина опре деляли при помощи тест-
систем для ИФА ЗАО «Вектор-Бест», г. Ново-
сибирск. Учет производили на  планшетном 
спектрофотометре Multiscan Plus (Финлян-
дия), результаты выражали в  мг/мл. Общую 
активность комплемента определяли по  50% 
гемолизу (СН50). Содержание белка и муцина 
определяли методом осаждения в  модифика-
ции Коробейниковой Э. Н. (2002). Количество 
белка и муцина находили по калибровочному 
графику, который строили по  стандартным 
растворам альбумина с  концентрацией 0,05; 
0,10; 0,20; 0,40; 0,50 мкг/мл. Количество белкой 
составляющей молекулы муцина (MUC-1) 
(Eд/мл) определяли методом ИФА (реактивы 
М20№ 228 «Хема»).

Результаты и  обсуждение. Сопоставление 
количественных параметров протективных, 
антиколонизационных компонентов муко-
зального иммунитета ротовой полости и  от-
сутствие значимых различий уровня белка 
до  (8,3±2,3  мг/мл) и  после (12,3±4,3  мг/мл) 
проведения химиолучевого лечения позволи-
ло предполагать минимальное влияние ХЛТ 
на содержание белка, содержащегося в муко-
саливарном секрете. Некоторое увеличение 
уровня белка после ХЛТ вероятно связано с яв-
лениями гипосаливации и  повышением вяз-
кости секретов. Содержание белка после ХЛТ 
в сопровождении Полиоксидония, достоверно 
не изменялось (7,9±2,2 мг/мл) и было сопоста-
вимо с контрольной группой (10,3 ±3,2 мг/ мл). 
Учитывая, что защита слизистых оболочек 
от любой агрессии имеет многоуровневый ха-
рактер, мы изучили содержание в мукозальном 
секрете изменение количества муцина  – гли-
копротеина, обладающего антиадгезивными 
свойствами. Нами установлено, что у  паци-
ентов с раком СОПР, до лечения наблюдалось 
выраженное и достоверное снижение общего 
количества муцина в  секрете (0,07 ±0,01  г/л), 
еще более снижаясь после проведения ХЛТ 
(0,04 ± 0,02  г/л), что свидетельствует о  нару-
шении синтеза муцинов специализированны-
ми экзокринными бокаловидными клетками, 
расположенными интраэпителиально, что 
может быть определенным фоном для раз-
вития онкопроцесса в СОПР. В свою очередь, 

содержание протеиновой части молекулы му-
цина – апомуцина (MUC-1) в секрете у боль-
ных до  лечения было самым высоким среди 
изучаемых групп больных (49,4 ±7,3 ЕД/мл), 
достоверно снижаясь после химиолучевой 
терапии (22,5±2,2  ЕД/ мл), а  в  группе после 
проведения ХЛТП его уровень достиг показа-
телей контрольной группы (27,3±5,3 ЕД/мл), 
что отражает позитивное нормализующее 
действие Полиоксидония на  восстановление 
антиадгезивной активности слизистых и  мо-
жет служить фактором протекции слизистых 
от  инфекционно-воспалительных осложне-
ний ХЛТ.

Количество лактоферина, маркерного бел-
ка специфических гранул нейтрофилов, по-
сле проведения ХЛТ достоверно снизилось 
(987,5  ±34,  нг/мл) в  сравнении с  группой 
до лечения (1952 ±134,2 нг/мл) и контрольной 
(1804,3 ±129,3  нг/мл), что вероятно связано 
с нейтропеническими осложнениями ХЛТ, при 
этом, в группе после ХЛТП снижение количе-
ства лактоферрина обнаружено лишь на уров-
не тенденции (1234,2 ±98,7 нг/мл), не достига-
ющей степени статистической достоверности.

Показатель общей гемолитической актив-
ности комплемента в группе после ХЛТ имел 
самые низкие значения (15,3±2,5 у. е.) в  срав-
нении с остальными группами, в силу токси-
ческого влияния ХЛТ на клетки-продуценты. 
В  этой связи, можно предположить, что По-
лиоксидоний оказывает выраженное цито-
протективное действие, на  что указывает 
отсутствие достоверных различий данного по-
казателя с контрольной группой (25,2 ±6,2 у. е. 
после ХЛТП; 28,3 ±3,1 у. е. в контрольной груп-
пе). Уровни фрагментов комплемента С3а 
и  С5а, обладающих, в  том числе, свойствами 
триггеров иммунного воспаления в тканях, из-
менялось неоднозначно. Так, содержание С3а 
фрагмента не  имело различий среди изучае-
мых групп, а количество С5а было повышено 
в группе до лечения (12,1±3,01 мг/мл) в срав-
нении с контрольной группой (5,7± 1,4 мг/ мл) 
и  группой после ХЛТ (7,3 ±1,94  мг/мл). Ана-
филотоксины (С3а, С5а, С4а) способствуют 
дегрануляции тучных клеток, освобождению 
гистамина, простагландинов, лейкотриенов, 
IL-1, IL-6, а  также обладают свойствами хе-
моаттрактантов для полиморфноядерных 
и  тучных клеток. Содержание секреторно-
го иммуноглобулина А  и  иммуноглобулинов 
первичного иммунного ответа (IgM) в  муко-
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саливарном секрете после проведения ХЛТ 
было достоверно снижено (6,56 ±1,2  мг/мл) 
в сравнении с группой пациентов до лечения 
(11,5 ±2,4 мг/мл), что может быть следствием, 
как снижения антигенной нагрузки на  ин-
дуктивные зоны МАЛТ, где происходит анти-
гензависимый этап развития В-лимфоцитов, 
так и  выраженных цитопенических реакций. 
Также отмечены изменения со стороны имму-
ноглобулинов вторичного иммунного ответа 
(IgG) и основных субклассов G1 и G2, локаль-
ный уровень которых закономерно повышает-
ся в ответ на опухолевый процесс. Снижение 
концентрации иммуноглобулинов G, G1, G2, 
в секрете обнаружено в группе пациентов по-
сле ХЛТ. Концентрация иммуноглобулинов 
G3 и G4 субклассов не имела различий среди 
изучаемых групп.

Таким образом, применение в терапии со-
провождения иммуномодулятора Полиок-
сидония показало его нормализующее влия-
ние на  факторы врожденного иммунитета, 
т. к. значения изучаемых показателей были 

сопоставимы с  показателями контрольной 
группы, в отличие от группы после ХЛТ. Му-
козальные иммуномодулирующие эффекты 
препарата эффекты определяются его влия-
нием на  клеточные механизмы врожденного 
иммунитета, антителообразование, процессы 
детоксикации. Кроме того, выраженная анти-
токсическая активность препарата, связанная 
с его высокомолекулярной природой и высо-
кой сорбционной способностью, позволяет 
широко применять иммуномодулятор Поли-
оксидоний в качестве терапии сопровождения 
ХЛТ плоскоклеточного рака СОПР, что наря-
ду с выраженным иммуномодулирующим эф-
фектом способствует профилактике развития 
лучевых мукозитов.
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MUCOSAL EFFECTS OF POLYOXIDONIUM SUPPORT 
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Th e use of immunomodulator Polyoxidonium in the chemoradiation support treatment of the 
oral mucosa cancer showed its normalizing eff ect on the protective factors of innate immunity, 
antibody production, detoxifi cation processes. Pronounced antitoxic activity of the drug associ-
ated with its high molecular nature and high sorption capacity, well suited for the use of immu-
nomodulator Polyoxidonium in the treatment of cancer orofacial area that along with a strong 
immunomodulatory eff ect allows preventing the development of radiation mucositis.
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Актуальность проведенного исследования 
определена всемирной проблемой здравоохра-
нения – развитием устойчивости патогенных 
микроорганизмов к  широко используемым 
типам противобактериальных лекарствен-
ных средств. Европейская организация Euro-
pean Centre for Disease Prevention and Control 
(ECDC) установила, что в 2013 году в резуль-
тате антибиотико-устойчивых бактериальных 
инфекционных заболеваний в Европе погибло 
25 000 человек [1].

Проблема преодоления устойчивости па-
тогенных микроорганизмов к  применяемым 
в  медицине антимикробным препаратам мо-
жет быть решена путем создания новых анти-
биотических и  иммуномодулирующих лекар-
ственных средств. С этой точки зрения особый 
интерес представляют антимикробные пепти-
ды (АМП) системы врожденного иммунитета, 
которые рассматриваются как перспективная 
основа для разработки препаратов нового по-
коления с антибактериальными, фунгицидны-
ми, противоопухолевыми и  иммунокорриги-

рующими свойствами [2]. Создание различных 
структурных модификаций природных АМП 
и анализ их биологической активности позво-
ляет выявить направления оптимизации функ-
циональных свойств этих молекул для практи-
ческого применения [3].

Целью настоящей работы было изучение 
антимикробной, гемолитической и цитотокси-
ческой активности, влияния на проницаемость 
мембран Escherichia coli, штамм ML-35p синте-
тических пептидов Ind23, Ind34, Ind35 и Ind36.

Материалы и  методы. Проведен анализ 
биологической активности пептидов Ind23 
(IL-βA-WKW-βA-WW-βA-WRR-NH2), Ind34 
(IL-Abu-WKW-Abu-WW-Abu-WRR-NH2), 
Ind35 (IL-Acp-WKW-Acp-WW-Acp-WRR-NH2) 
и Ind36 (IL-Ava-WKW-Ava-WW-Ava-WRR- NH2), 
созданных на основе структуры индолициди-
на (Ind, ILPWKWPWWPWRR-NH2) – природ-
ного пептида лейкоцитов быка. Остаток про-
лина в  этих аналогах индолицидина заменен 
на  остатки аминокислот, не  встречающихся 
в  АМП млекопитающих: бета-аланина (βA), 

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ СИНТЕТИЧЕСКИХ 

СТРУКТУРНЫХ ВАРИАНТОВ ПЕПТИДА СЕМЕЙСТВА 

КАТЕЛИЦИДИНОВ

 Артамонов А. Ю.1,  Шанин С. Н.1,  Романовская Е. В.2, 

 Колодкин Н. И.3,  Смирнова М. П.3

1ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины»; 2Санкт-Петербургский 
государственный университет; 3ФГУП «Государственный научно-исследовательский 

институт особо чистых биопрепаратов» ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия

Актуальность представленного исследования определена всемирной проблемой здра-
воохранения – развитием устойчивости патогенных микроорганизмов к широко исполь-
зуемым типам противобактериальных лекарственных средств. Одним из выходов из сло-
жившейся ситуации является применение антимикробных пептидов (АМП) системы 
врожденного иммунитета для разработки синтетических препаратов нового поколения 
с антибактериальными, фунгицидными, противоопухолевыми и иммунокорригирующи-
ми свойствами. Изучение антимикробной, гемолитической и цитотоксической активности, 
влияния на  проницаемость мембран Escherichia coli, штамм ML-35p синтетических пеп-
тидов Ind23, Ind34, Ind35 и Ind36, созданных на основе природного индолицидина (Ind), 
выявило один из эффективных способов снижения гемолитической активности Ind, при 
сохранении высокой антимикробной активности. Синтетический пептид Ind36, проявлял 
наименьшую и гемолитическую, и цитотоксическую активность в отношении исследуемых 
клеток и является наиболее перспективным для дальнейшего исследования.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, антимикробные пептиды, резистентность 
микроорганизмов.
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аминобутировой кислоты (Abu), аминоцикло-
пентановой кислоты (Acp), аминовалериано-
вой кислоты (Ava). Перечисленные пептиды 
получены с помощью твердофазного химиче-
ского синтеза на основе структур природных 
пептидов.

В работе использованы микроорганизмы 
Escherichia coli, штамм ML-35p; Listeria mono-
cytogenes, штамм EGD; Staphylococcus aureus, 
штамм 710a, которые были предоставлены 
проф. Р. Лерером (Калифорнийский универ-
ситет, Лос-Анжелес, США).

Определение минимальной ингибирующей 
концентрации (МИК) пептидов проводили 
с использованием ресазурина – хромогенного 
маркера метаболической активности клеток. 
Пробы инкубировали в течение 2 часа при 37°С 
в  присутствии ресазурина в  термостатируе-
мой ячейке спектрофотомера, проводя каждые 
10 мин измерение их оптической плотности 
на длинах волн 570 и 600 нм.

Влияние пептидов на проницаемость внеш-
ней и внутренней мембран E. coli, ML-35p оце-
нивали с помощью хромогенных и флуоресцент-
ных маркеров проницаемости [4] – субстратов 
для фермента β-лактамазы в  периплазматиче-
ском пространстве и  β-галактозидазы в  цито-
плазме микроорганизма. В  качестве маркеров 
повышения проницаемости внешней мембраны 
применяли Nitrocefi n (Novabiochem, USA), вну-
тренней  – ONPG (Sigma). Оценку изменения 
проницаемости мембран проводили в  режиме 
реального времени в течение 60 минут.

Фотометрический метод оценки гемоли-
тической активности антимикробных пеп-
тидов в  отношении эритроцитов человека 
основан на измерении оптической плотности 
проб, содержащих гемоглобин, вышедший 
из  лизированных эритроцитов, при длине 
волны 540 нм. Эритроциты человека получали 
от здоровых доноров 20-30 лет с применением 
стандартной методики. Клетки инкубировали 
с пептидами в течение 30 мин при 37 °C.

Цитотоксическое действие пептидов ис-
следовали с помощью МТТ-теста, как описано 
ранее [5]. Пептиды инкубировали с клетками 
эритромиелоидного лейкоза человека K-562 
в течение 24 ч при 37 °C, 5% СО2 и 100% влаж-
ности. Для анализа связи между концентраци-
ей пептида и его цитотоксическим эффектом 
использован нелинейный регрессионный ана-
лиз, определение значения ИК50 (50% ингиби-
рующая концентрация).

Результаты исследования. Показано, что 
синтетические пептиды Ind23 и  Ind34 с  за-
меной пролина на  βA и  Abu, соответствен-
но, более активны, чем природный пептид 
Ind, в отношении всех исследуемых штаммов 
микроорганизмов. Были определены следую-
щие значения МИК, мкМ для пептидов Ind23, 
Ind34, Ind35, Ind36 и Ind в отношении микро-
организмов E. coli, ML-35p: 1,25; 1,25; 5,00; 5,00 
и 1,25, соответственно; L. monocytogenes, EGD: 
0,63; 0,31; 1,25; 2,50 и 1,25; и S. aureus, 710a: 1,25; 
0,63; 1,25; 1,25 и 2,50.

Изучение влияния пептидов Ind23, Ind34, 
Ind35, Ind36 и Ind на проницаемость мембран 
E. coli ML-35p для хромогенных маркеров вы-
явило, что все исследованные пептиды уве-
личивают проницаемость как внешней, так 
и внутренней мембраны E. coli ML-35p.

При исследовании эффектов синтетических 
пептидов Ind23, Ind34, Ind35 и  Ind36 на  эри-
троциты человека показано, что все изучен-
ные пептиды обладают слабо выраженной 
гемолитической активностью. При действии 
этих пептидов в концентрации 100 мкМ лизи-
су подвергалось 13; 15; 13 и 11% клеток, соот-
ветственно, в то время как для природного Ind 
гемолиз эритроцитов достигал 30%.

Цитотоксичность пептидов Ind23, Ind34, 
Ind35, Ind36 и  Ind, в  отношении клеток эри-
тромиелоидного лейкоза человека К-562 оце-
нена по  величине ИК50, которая для пере-
численных выше пептидов составила 3,7; 2,6; 
5,6 и 5,8 мкМ, соответственно, по сравнению 
3,1 мкМ для индолицидина.

Встраивание рассматриваемых в  работе 
остатков аминокислот в молекулу природного 
пептида индолицидина выявило один из  эф-
фективных способов снижения гемолитиче-
ской активности этого пептида, при этом все 
изученные в  работе синтетические пептиды 
сохранили высокую антимикробную актив-
ность. Синтетический пептид Ind36, у которо-
го остаток пролина заменен на остаток амино-
валериановой кислоты, проявил наименьшую 
гемолитическую и  цитотоксическую актив-
ность в отношении исследуемых клеток.

Работа поддержана грантом РФФИ № 13–
04–02102а и  «Программой «Протеом чело-
века».
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF SYNTHETIC STRUCTURAL ANALOGUES 

OF PEPTIDE FROM THE CATHELICIDIN FAMILY
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Antimicrobial resistance is one of the most serious problems of a healthcare. Cathelicidins, such as 
indolicidin (Ind) – a peptide from bovine leukocytes – serve as prototypes for inventing of novel synthetic 
antimicrobial, antifungal, antitumor and immunomodulatory drugs. Th e current study is dedicated to the 
investigation of the antimicrobial, hemolytic and cytotoxic activity of synthetic structural analogues of 
Ind: Ind23, Ind34, Ind35 and Ind36 against eukaryotic cells. All of the studied synthetic peptides demon-
strate a weak hemolytic eff ect against human erythrocytes and are the potent antimicrobial agents. Peptide 
Ind36, possessing the lowest hemolytic and cytotoxic eff ects towards human cells is a promising substance 
for further detailed analysis directed to the design of new drugs.
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Актуальность. Одной из причин гипертро-
фии миокарда при гипертонической болезни 
являются катехоламины («гормоны гипер-
трофии»), инсулин, соматотропный гормон, 
фактор роста тромбоцитов, инсулиноподоб-
ный фактор роста. Кроме того, важное место 
в  современной нейроэндокринной теории 

развития ремоделирования сердца играют 
про- и противовоспалительные цитокины [4]. 
Провоспалительные цитокины в норме игра-
ет фундаментальную физиологическую роль 
в  иммунорегуляции, но  в  некоторых случаях 
способны оказывать патологическое действие, 
принимая участие в развитии и прогрессиро-

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ КОРРЕКЦИЯ ИММУННЫХ 

НАРУШЕНИЙ У ПАЦИЕНТОВ С ЭССЕНЦИАЛЬНОЙ 

АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТОНИЕЙ II СТАДИИ

 Гаврилюк Е. В.

ГБОУ ВПО Курский государственный медицинский университет, Курск, Россия

У пациентов эссенциальной артериальной гипертонией II стадии определены измене-
ния уровня провоспалительных и  противовоспалительных цитокинов, компонентов си-
стемы комплемента и иммуноглобулинов в плазме крови до и после стандартного лечения. 
Разработан фармакологический способ коррекции нарушений иммунного статуса у паци-
ентов эссенциальной артериальной гипертонией II стадии с использованием «Мексикора» 
и «Дерината».

Ключевые слова: эссенциальная артериальная гипертония, иммунный статус, иммуно-
реабилитация.
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вании воспаления, микрососудистой гипер-
коагуляции, гемодинамических нарушений 
и  метаболического истощения при различ-
ных заболеваниях человека как инфекцион-
ной, так и не инфекционной природы [1, 3, 5]. 
Глубокое понимание роли иммунной системы 
в патогенезе артериальной гипертонии позво-
лит предложить новые подходы к  разработ-
ке и  получению лекарственных препаратов, 
в  основе которых лежат биологические сое-
динения природного происхождения, обла-
дающие свойствами регуляторов иммунитета 
и  обменных процессов организма, в  частно-
сти, цитокинов [2, 4].

Цель работы. Установить изменения уров-
ня цитокинов, компонентов системы компле-
мента и  иммуноглобулинов в  плазме крови 
пациентов с  эссенциальной артериальной 
гипертонией II стадии и  разработать фарма-
кологический способ коррекции выявленных 
нарушений.

Используемые методы. В работе пред-
ставлены данные обследования и  лечения 
на  базе ОБУЗ «Городская клиническая боль-
ница скорой медицинской помощи» г. Курска 
46 пациентов с верифицированным, согласно 
рекомендациям ВОЗ/МОГ (2013), диагнозом 
эссенциальная артериальная гипертония III 
стадии, основанном на  данных комплекса 
клинико-инструментальных методов обсле-
дования.

Критериями включения больных в  иссле-
дование были больные:
–  с  верифицированным диагнозом эссенци-

альная артериальная гипертония III стадии;
– в возрасте 20-40 лет;
–  с тяжестью состояния не выше средней сте-

пени тяжести;
–  без или с сопутствующей соматической па-

тологией в стадии полной ремиссии;
– получавшие стандартную терапию;
–  с добровольным информированным согласи-

ем пациентов на проведение исследования.
Всем пациентам проводилась стандартная 

терапия: иАПФ (эналаприл), диуретик (ги-
дрохлоротиазид), β-блокатор (бисопролол). 
При этом 14 пациентов в сочетании со стан-
дартной фармакотерапией получали «Мекси-
кор» (400  мг/сут внутрь 1 мес.) и  «Галавит» 
(100 мг внутримышечно через 24 часа № 10), 
а  13 пациентов  – «Мексикор» и  «Деринат» 
(1,5%  – 5,0 внутримышечно через 24 часа 
№ 10).

Количественная оценка уровней ФНОα, 
ИЛ-1α, ИЛ-6, ИЛ-2, ИЛ-8, ИЛ-10, рецептор-
ного антагониста ИЛ-1α, неоптерина, С3, С4, 
С3а, С5, С5а-компонентов системы компле-
мента, фактора Н и  С1-ингибитора, IgM, IgG, 
IgA проводилась с помощью тест-систем (ООО 
«Цитокин», г. Санкт-Петербург) методом твер-
дофазного иммуноферментного анализа на пер-
вые сутки и через 30 дней.

Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили, используя непараме-
трические методы. Статистически значимыми 
считали различия с p<0,05.

Основные результаты. У пациентов с ЭАГ 
на момент поступления в стационар в плаз-
ме крови выявлено повышение концентра-
ции провоспалительных (ФНО, ИЛ-1α, ИЛ-6, 
ИЛ-8) и  противовоспалительных цитокинов 
(ИЛ-10, РАИЛ) и ИЛ-2.

Назначение стандартного лечения у данной 
категории пациентов позволило к моменту вы-
писки из стационара снизить, но не до уровня 
нормы, уровень ИЛ-1α, ИЛ-8, ИЛ-10 и РАИЛ.

При поступлении в  клинику у  пациентов 
с  ЭАГ в  плазме крови выявлено снижение 
уровня С3-компонента системы комплемен-
та, повышение концентрации С3а, С4, С5, 
С5а-ком понентов системы комплемента, ре-
гуляторов системы комплемента (фактор Н 
и  С1-инг.), снижение концентрации иммуно-
глобулинов класса М и G.

Применение стандартного лечения у  дан-
ной категории пациентов к моменту выписки 
из стационара снизило еще в большей степени 
уровень IgМ, нормализовало концентрацию 
C4, не влияя на остальные измененные пока-
затели системы комплемента.

Использование «Галавита» и  «Мексикора» 
у пациентов с ЭАГ по сравнению со стандарт-
ной фармакотерапией нормализует концен-
трацию IgG, приближает к  показателям до-
норов уровень ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10 и  РАИЛ, 
повышает содержание ИЛ-2, С5а и  IgМ, сни-
жает С4-компонент комплемента.

Назначение больным ЭАГ дополнительно 
к  стандартной фармакотерапии «Дерината» 
и «Мексикора» позволило в отличие от преды-
дущих групп больных, нормализовать уровень 
ИЛ-1α, ИЛ-8, С3, С3а, С4, С5-компонентов 
системы комплемента, С1-ингибитора, IgM 
и  IgG, корригировать, но  не до  уровня нор-
мы, концентрацию ФНО, ИЛ-6, ИЛ-10, ИЛ-2, 
С5а и IgА.
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PHARMACOLOGICAL CORRECTION OF IMMUNE 

DISTURBANCES IN PATIENTS WITH THE ESSENTIAL 

ARTERIAL II STAGE HYPERTENSION

Gavrilyuk E. V.

Kursk State Medical University, Kursk, Russia

Th e changes in the level of proinfl ammatory and antiinfl ammatory cytokines, components of system 
of a complement and immunoglobulins in a blood plasma were determined in patients with the essential 
arterial II stage hypertension before and aft er the standard treatment. Th e pharmacological method of 
correction of disturbances of the immune status in patients with an such a hypertension was developed 
using «Mexicor» and «Derinat» as additional to conventional therapy.

Key words: essential arterial hypertension, immune status, immunorehabilitation.

Актуальность. Хронический периодонтит 
относят к  числу наиболее распространен-
ных видов патологии периодонта, так как 
это заболевание занимает третье место сре-
ди часто встречающихся стоматологических 

патологий и  нередко приводит к  удалению 
зубов  [4]. Вероятность развития и  прогрес-
сирующего течения хронического периодон-
тита во  многом определяется состоянием 
общих и  местных факторов иммунной си-

КОРРЕКЦИЯ ИММУННЫХ НАРУШЕНИЙ НА 

СИСТЕМНОМ И МЕСТНОМ УРОВНЕ ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ 

ПЕРИОДОНТИТЕ В СТАДИИ ОБОСТРЕНИЯ

 Голдобин Д. Д.,  Локтионов А. Л.,  Конопля А. И., 

 Лазарев А. И.

ГБОУ ВПО Курский государственный медицинский университет, Курск, Россия

До начала лечения в плазме крови пациентов с хроническим периодонтитом в стадии 
обострения, в большей степени на локальном уровне в слюне, установлена провоспали-
тельная направленность изменений в системах цитокинов и комплемента, недостаточно 
эффективно компенсируемых стандартным лечением. По возрастанию степени корриги-
рующих эффектов в отношении иммунных нарушений, дополнительно введенные в ком-
плексное лечение периодонтита фармакологические препараты расположились в следую-
щей последовательности: Гепон → Вобэнзим → Гепон + Эссенциале форте Н → Вобэнзим + 
Эссенциале форте Н.

Ключевые слова: иммунные нарушения, хронический периодонтит.
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стемы, при этом обнаруживаемые измене-
ния не  только затрудняют, но  и  негативно 
сказываются на  результатах эндодонтиче-
ского лечения [2]. Результаты современных 
исследований указывают на  необходимость 
изучения системы цитокинов и комплемента 
при различных заболеваниях, поскольку они 
являются наиболее важными интегрирую-
щими и  регуляторными факторами иммун-
ной системы, в  этой связи фармакологиче-
ская коррекция нарушений в  этих системах 
позволит нормализовать функционирование 
всей иммунной системы [1, 3].

Цель работы. Оценка иммунокорригирую-
щих эффектов на системном и местном уров-
нях иммуномодуляторов и  мембранопротек-
торов при хроническом периодонтите.

Используемые методы. Под постоянным 
наблюдением в клинике ЗАО ГК Медси нахо-
дилось 67 пациентов обоего пола в возрасте 
20-40 лет с  клиническими признаками хро-
нического периодонтита в  стадии обостре-
ния: ноющая боль постоянного характера, 
отек переходной складки в  области при-
чинного зуба, выявление признаков его не-
возможного терапевтического лечения. При 
визуальном и  инструментальном дополни-
тельном обследовании выявлено наличие 
воспалительного процесса на верхушке зуба 
со значительным разрушением костной тка-
ни. Все больные были разделены на 5 групп 
по 12-15 пациентов в каждой: 1-я группа по-
лучала стандартное лечение (удаление при-
чинного зуба, цифран, бифиформ, супра-
стин), больные 2-й группы дополнительно 
получали Гепон (10  мг, перорально, через 
24  часа, № 30), 3-я  – сочетание Гепона и  Эс-
сенциале форте Н (по  2  капс., перорально, 
через 6 часов, № 90), 4-я – Вобензим (3 таб., 
перорально, через 6  часов, № 90), 5-я  – Во-
бэнзим и  Эссенциале форте Н. Контроль-
ная группа включала 15 здоровых доноров 
того же возраста. До и после лечения в плазме 
крови и слюне при помощи наборов для ИФА 
определяли концентрацию цитокинов (ФНО, 
ИЛ-1β, ИЛ-8, ИЛ-4, ИЛ-10, ИЛ-2), рецептор-
ного антагониста ИЛ-1 (РАИЛ), компонентов 
системы комплемента (С3, С4, С5) и ее регу-
ляторов (С1-ингибитор и фактор Н).

Основные результаты. До начала лече-
ния в  плазме крови установлено повыше-

ние содержания ФНО, ИЛ-1β, ИЛ-8, С3, С4, 
С5-компонентов системы комплемента и  ее 
регуляторов (С1-ингибитора и  фактора Н), 
снижение уровня ИЛ-4 и ИЛ-10 при нормаль-
ной концентрации РАИЛ. В слюне отмечалось 
более существенное повышение концентра-
ции ФНО, ИЛ-1β, ИЛ-8, РАИЛ, нормальный 
уровень ИЛ-4 и ИЛ-10. Стандартное лечение 
на  системном уровне корригировало, но  не 
до показателей доноров, концентрацию ФНО, 
ИЛ-1β, ИЛ-2, С3-компонента комплемента, по-
вышало содержание ИЛ-10 и РАИЛ, а на мест-
ном уровне  – корригировало уровень ФНО, 
ИЛ-1β, ИЛ-8, ИЛ-2, повышало концентра-
цию ИЛ-10 и  РАИЛ, не  влияя на  показатели 
системы комплемента. Дополнительное вве-
дение в схему лечения Гепона или Вобэнзима 
в  равной степени корригировало показатели 
системы цитокинов и комплемента. Совмест-
ное применение Гепона и Эссенциале форте Н 
системно и  локально соответственно норма-
лизовало 8,3% и  16,6% показателей и  корри-
гировало 75% и  67%. Введение комбинации 
Вобэнзима и Эссенциале форте Н нормализо-
вало и корригировало 66,7% и 33,3% показате-
лей на системном уровне, на местном – 41,7% 
и 58,3%.

Таким образом, у больных с хроническим 
периодонтитом в стадии обострения имеют-
ся системные и  местные изменения показа-
телей иммунного статуса. По  возрастанию 
степени корригирующих эффектов на  им-
мунные нарушения дополнительно введен-
ные в  комплексное лечение периодонтита 
препараты расположились в  следующей по-
следовательности: Гепон → Вобэнзим → Ге-
пон + Эссенциале форте Н → Вобэнзим + Эс-
сенциале форте Н.
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CORRECTION OF IMMUNE DISTURBANCES AT THE SYSTEMIC 

AND LOCAL LEVEL AT THE CHRONIC PERIODONTITIS 

IN THE EXACERBATION STAGE

Goldobin D. D., Loktionov A. L., Konoplya A. I., Lazarev A. I.

Kursk State Medical University, Kursk, Russia

Before treatment in a blood plasma of patients with a chronic periodontitis in an exacerbation stage, 
more at the local level in saliva, the pro-infl ammatory orientation of changes in systems of the cytokines 
and a complement which insuffi  ciently are eff ectively compensated by standard treatment is established. 
By ascending of degree of corrective eff ects against immune disturbances, the pharmacological drugs 
which are additionally injected in complex treatment of a periodontitis are located in the following se-
quence: Gepon → Vobenzim → Gepon + Essentiale Forte N → Vobenzim + Essentiale Forte N.

Keywords: immunity disturbances, chronic periodontitis.

Антимикробные свойства у  биологически 
активных веществ растительного происхожде-
ния часто сочетаются с иммуностимулирующи-
ми [1]. Такая комбинация фармакологических 
эффектов актуальна при лечении гнойно-
воспалительных процессов, как правило, со-
провождающихся иммунодефицитами  [2]. 
Перспективным источником иммунотропных 
препаратов с антимикробным эффектом явля-
ется эфирномасличное растение Coluria geoides 
(Pall.) Ledeb. (Rosaceae), экстракт которого 

в  эксперименте проявил выраженное анти-
микробное, иммунокорригирующее и  имму-
номодулирующее действие. 

Целью настоящего исследования явилась 
оценка иммуностимулирующего действия 
экстракта из сырья C. geoides при генерализо-
ванной стафилококковой инфекции.

Исследование проводили на  трех группах 
(по 65 особей) белых аутбредных мышей обо-
его пола весом 18-20 граммов в соответствии 
с  международными этическими и  научными 

ИММУНОСТИМУЛИРУЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ ЭКСТРАКТА 

COLURIA GEOIDESCOLURIA GEOIDES (ROSACEAE)(ROSACEAE) ПРИ ГЕНЕРАЛИЗОВАННОЙ 

СТАФИЛОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ

 Дутова С. В.1,  Неделькина Н. П.1,  Карпова М. Р.2,

 Чумаков В. Ю.1,  Мяделец М. А.3

1ФГБОУ ВПО «Хакасский гос. университет им. Н. Ф. Катанова», Абакан; 
2ГБОУ ВПО Сибирский гос. медицинский университет Минздрава России, Томск; 

3ФГБУН Центральный сибирский ботанический сад СО РАН, Новосибирск, Россия

На модели генерализованной стафилококковой инфекции у  аутбредных мышей ис-
следованы иммуностимулирующие свойства экстракта Coluria geoides (Rosaceae), ранее 
в эксперименте проявившего антимикробный, иммунокорригирующий и иммуностиму-
лирующий эффекты. В дозе 50 мг/кг при лечебном (после заражения) курсовом введении 
исследуемый экстракт достоверно стимулировал фагоцитоз в  инкубационном периоде 
и на стадии выздоровления; при профилактическом курсе (до заражения) – в разгар ин-
фекционного процесса и на стадии выздоровления. Применение экстракта C. geoides при-
водило к достоверной стимуляции синтеза специфических антител-агглютининов, особен-
но на 3–5 сутки инфекционного процесса.

Ключевые слвоа: стафилококковая инфекция, фагоцитарная активность, Coluria 
geoides.
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стандартами качества проведения исследо-
ваний на  животных. Стафилококковую ин-
фекцию моделировали однократным внутри-
брюшинным введением взвеси S. аureus 209Р 
в ½ от экспериментально установленной нами 
LD50 (1 млрд. клеток). Стандартизацию бакте-
риальной взвеси проводили с  помощью ден-
ситометра DEN-1В. Исследуемый препарат 
получали из воздушно-сухого сырья C. geoides 
методом перколяции 40%-ным спиртом эти-
ловым, высушивали при температуре 25–30°С, 
стандартизовали по содержанию экстрактив-
ных веществ. Экстракт вводили животным 
в желудок в виде раствора в дистиллирован-
ной воде в дозе 50 мг/кг в течение 5 дней, начи-
ная со дня заражения (1-я экспериментальная 
группа) и  в  течение 5 дней непосредственно 
до заражения (2-я экспериментальная группа). 
Забор материала (образцов крови) осущест-
вляли периодически в  ходе инфекционного 
процесса (на 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 день после 
заражения). Исследование влияния экстрак-
та на  фагоцитарную активность проводили 
при инкубации образцов крови с суспензией 
латекса, титр специфических антител опреде-
ляли в реакции агглютинации на предметных 
стеклах с суточной бульонной культурой воз-
будителя. Полученные результаты обрабаты-
вали с использованием пакета программ IBM 
SPSS Statistics 19, результаты представляли 
в виде медианы и интерквартильного размаха. 
Независимые группы сравнивали с помощью 
непараметрического U-теста Манна-Уитни, 
различия считали достоверными при р<0,05.

При однократном внутрибрюшинном за-
ражении культурой S. аureus на 2 день у мы-
шей наблюдали развитие генерализованной 
стафилококковой инфекции с  отчетливыми 
проявлениями клинических признаков забо-
левания. На 2 день наблюдения 24,8% живот-
ных контрольной группы погибло, в 1-й и 2-й 
экспериментальных группах выживаемость 
составила 100%. Возбудитель определялся 
в  организме животных контрольной группы 
до  25 дня наблюдения включительно, в  экс-
периментальных группах – до 20 дня, дольше 
всего были инфицированы почки.

Фагоцитарная активность нейтрофилов 
в  образах крови животных контрольной 
группы колебалась в  пределах 13,5–38,0%, 
минимальный показатель регистрировали 
на  7 день инфекционного процесса, макси-
мальный – на 15 день. Фагоцитарный индекс 

(по  результатам параллельно проведенных 
исследований) у  интактных аутбредных мы-
шей составлял 25,50 (21,25÷31,50)%. Фагоци-
тарная активность нейтрофилов животных 
1-й экспериментальной группы, получавших 
исследуемый экстракт лечебным курсом, 
была достоверно (р=0,002–0,04) выше ана-
логичных показателей контрольных мышей 
в  начале и  в  конце инфекционного процесса 
(на 2, 5 и 15-25 сутки), в период с 7 по 10 сут-
ки отличалась незначительно. Максимальный 
фагоцитарный индекс был зарегистрирован 
на  15 сутки инфекции  – 69,0 (48,0÷79,0)%. 
У  животных 2-й экспериментальной группы, 
получавших экстракт C. geoides профилакти-
ческим курсом, фагоцитарный индекс досто-
верно (р=0,000–0,01) превышал контрольные 
показатели в разгар инфекционного процесса 
(с 5 по 10 сутки) и на стадии выздоровления 
(20-25 сутки). Максимального значения – 55,5 
(48,3÷74,5)% – активность фагоцитоза дости-
гала на 10 сутки инфекции.

Фагоцитарное число в образцах крови мы-
шей контрольной группы колебалось незначи-
тельно в пределах 1,1–2,3 частиц латекса/ней-
трофил, плавно увеличиваясь к  10-м суткам 
исследования и снижаясь в периоде выздоров-
ления. У  животных 1-й экспериментальной 
группы интенсивность фагоцитоза была до-
стоверно выше, чем у животных контрольной 
группы на  2 и  5 сутки инфекции и  в  период 
выздоровления (15-25 сутки). Максимального 
значения этот показатель достигал на 15 сут-
ки: 12,5 (6,7÷15,6) частиц латекса/нейтрофил. 
В образцах крови мышей 2-й эксперименталь-
ной группы фагоцитарное число достоверно 
превышало значения контроля на  7, 10, 20 
и  25  сутки инфекционного процесса, дости-
гая максимального значения (7,4 (6,2÷12,0) 
частиц латекса/нейтрофил) в  конце периода 
выздоровления.

Специфические антитела к  S. аureus появ-
лялись в цельной сыворотке крови животных 
контрольной группы на  5 сутки инфекци-
онного процесса, затем их титр постепенно 
нарастал и  на  25 сутки Lg2Т составил 13,7. 
У  животных 2-й экспериментальной группы 
антитела появились также в цельной сыворот-
ке на 5 сутки, но на всем протяжении экспери-
мента их титр превышал показатели контроля. 
У  животных 1-й экспериментальной группы 
специфические антитела были обнаружены 
в цельной сыворотке на 3 сутки после зараже-
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ния, на  5 сутки их титр составил 1:2 и  далее 
на всем протяжении инфекционного процесса 
был достоверно (р=0,001–0,03) выше показа-
телей животных контрольной группы.

Большинство стафилококковых инфекций 
являются эндогенными и  связаны с  попада-
нием бактерий на  травмированные поверх-
ности [3]. Поэтому важная роль в защите ма-
кроорганизма от стафилококковой инфекции 
принадлежит нейтрофилам, поглощающим 
и уничтожающим бактериальные клетки еще 
в  начале инфекционного процесса, на  эта-
пе колонизации, что подтверждено экспери-
ментально [4]. Исследуемый экстракт при 
лечебном курсовом введении достоверно ак-
тивизировал способность нейтрофилов пе-
риферической крови к  фагоцитозу в  течение 
инкубационного периода и  в  начале разгара 
инфекции, что, по-видимому, привело к сни-
жению колонизации тканей животных стафи-
лококками и увеличению выживаемости. Про-
филактическое курсовое введение экстракта 
C. geoides стимулировало фагоцитоз в  разгар 
инфекционного процесса и на стадии выздо-
ровления, что приводило к ускорению элими-
нации возбудителя из  организма животных. 

Стимуляция экстрактом синтеза специфиче-
ских антител-агглютининов имеет большое 
значение в  процессе реализации иммунного 
ответа, так как опсонизация антителами бак-
териальных клеток приводит к  значительной 
активации фагоцитоза стафилококков [5].

Следовательно, экстракт C. geoides оказы-
вает иммуностимулирующее действие при ге-
нерализованной стафилококковой инфекции. 
Использование изучаемого фитопрепарата 
возможно не только для лечения, но и в целях 
профилактики.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Куркин В. А., Запесочная Г. Г., Авдеева Е. В., Еж-
ков В. Н. Фенилпропаноиды лекарственных рас-
тений. Самара: ООО «Офорт», ГОУ ВПО «Сам-
ГМУ», 2005, 426-428.

2. Балыкова Л. А. Практическая медицина, 2010, 
45, 137-140.

3. Пономаренко С. В. Annals of Mechnicov Institute, 
2013, 3, 13-16.

4. Mölne, L., Verdrengh M., Tarkowski A. Infection 
and immunity 2000, l, 68 (11). 6162-6167.

5. Слободчикова С. В., Шмагель К. В., Николае-
ва А. М. Российский иммунологический жур-
нал, 2011, 3–4, 266-273.

IMMUNOSTIMULATORY EFFECT OF EXTRACTS 

OF COLURIA GEOIDES (ROSACEAE) IN GENERALIZED 

STAPH INFECTION

1Dutova S.V., 1Nedelkina N.P., 2Karpova M.R.,
1Chumakov V.Y., 3Mjadelets M.A.

1FGBОU VPO «Khakass state University n. a. N. F. Kаtanov», Abakan; 2GBОU VPO Siberian state medical 
University of the Ministry of health of Russia, Tomsk; 3FGBUN Central Siberian botanical garden of the 

Siberian Branch of the Russian Academy of Science, Novosibirsk, Russia

On the model of generalized staph infection in inbred mice investigated the immunostimulatory prop-
erties of the extract of Coluria geoides (Rosaceae), earlier in the experiment who showed antimicrobial, 
immunocorrecting and immunostimulating eff ects. At a dose of 50 mg / kg at the medical (aft er infection) 
Exchange administration of the test extract signifi cantly stimulated phagocytosis in the incubation period 
and at the stage of recovery; for prophylactic course (before infection) – at the height of the infection pro-
cess and at the stage of recovery. Application C. geoides extract resulted in a signifi cant stimulation of the 
synthesis of specifi c antibodies-agglutinins especially for 3–5 days of infection.

Key words: staphylococcal infection, phagocytic activity, Coluria geoides.
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В настоящее время известно, что входя-
щие в  состав ДНК неметилированные дину-
клеотиды, (иммуностимулирующие мотивы 
СpG-ДНК), определяют способность ДНК как 
эукариот, так и прокариот активировать врож-
денный и  адаптивный иммунитет [Олишев-
ский С.В., Шляховенко М. А., Козак В. В. и соавт., 
2006; Пак В. Г., Сергеев И. В., Трофимов Д. Ю. 
и соавт., 2004]. Так известные гемопоэтические 
и  иммунотропные эффекты натриевой соли 
олигомеров ДНК, выделенной из  молок осе-
тровых рыб (дерината) [Каплина Э.Н., Вайн-
берг Ю. П.,2005], связывают с взаимодействием 
нуклеотидов с пуриновыми рецепторами кле-
ток микроокружения и периферической крови 
[Серебряная Н.Б., 2010]. Поскольку распозна-
вание CpG-мотивов иммунной системой позво-
ночных происходит путем их взаимодействия 
с  толл-подобным рецептором 9 типа (TLR9), 
и  с  последующей активацией врожденного 
и  приобретенного иммунитета [Goldfarb  Y. et 
al., 2011], целью настоящего исследования яви-
лась оценка in vitro иммунотропных эффектов 
дерината на фагоцитарную и микробицидную 
функцию нейтрофильных гранулоцитов (НГ) 
в  норме и  при инфекционных заболеваниях, 
в том числе, в условиях предварительной бло-

кады TLR9, что позволит решить вопрос о воз-
можности TLR9-опосредованного механизма 
действия дерината на НГ.

Для реализации указанной цели цельную 
кровь здоровых добровольцев и  пациентов 
с  инфекционным мононуклеозом, ассоции-
рованным с  Эпштейн-Барр-вирусной инфек-
цией (ВЭБ-ИМ) и  с  острым бактериальным 
тонзиллитом (ОБТ) инкубировали в  услови-
ях СО2-инкубатора «New Brunswick Scientifi c 
Galaxy 170S@ (Великобритания)» 30 минут 
при температуре 37 °C с cинтетическим анта-
гонистом TLR9 – ODN-TTAGGG («Invitrogen» 
LifeTechnologies, США, 5 мкл/мл крови), а за-
тем в течение 30 минут при 37 °C – с 1,5%-ным 
раствором дерината (ЗАО «Фармацевтическое 
предприятие «Техномедсервис»). Оценку фа-
гоцитарной функции НГ проводили по числу 
активных фагоцитов (%ФАН), их поглоти-
тельной (ФЧ, ФИ) и  переваривающей (%П, 
ИП, ИППА) способности; исследование окси-
дазной биоцидности НГ осуществляли в спон-
танном и стимулированном NBT-тесте, опре-
деляя соответствующие показатели (%ФПК, 
СЦИ, КМ).

Исследованиями выявлено достоверное 
возрастание %ФАН при вирусной инфекции, 

TLR9 – ОПОСРЕДОВАННЫЕ МЕХАНИЗМЫ 

ИММУНОТРОПНЫХ ЭФФЕКТОВ ДЕРИНАТА ПРИ 

ДЕФЕКТАХ ФАГОЦИТАРНОЙ И МИКРОБИЦИДНОЙ 

ФУНКЦИИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ

 Колесникова Н. В.,  Нестерова И. В.,  Каплина Э. Н., 

 Чудилова Г. А.,  Ломтатидзе Л. В.,  Русинова Т. В., 

 Ковалева С. В.,  Сторожук С. В.

ГБОУ ВПО «Кубанский государственный медицинский университет» 
Минздрава России, Краснодар, Россия

Исследованиями in vitro показано, что в  условиях предварительной блокады TLR9-
рецепторов в  нейтрофильных гранулоцитах антагонистом TLR9  – ODN-TTAGGG, полу-
ченные ранее иммунотропные эффекты дерината в отношении показателей фагоцитарной 
и микробицидной функции НГ здоровых лиц и больных инфекционным мононуклеозом 
и острым бактериальным тонзиллитом нивелируются и соответствуют исходным. Это по-
зволяет считать, что одним из возможных механизмов иммунотропных эффектов дерината 
в отношении функциональной активности НГ как в норме, так и при инфекционных забо-
леваниях вирусной и бактериальной этиологии механизм, связанный с активацией TLR9.

Ключевые слова: толл-рецепторы, нейтрофильные гранулоциты, механимы, деринат.
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и  его снижение  – при бактериальной инфек-
ции. При этом угнетение поглотительной 
способности НГ имело место лишь при ОБТ, 
а  незавершенность фагоцитарного акта была 
выявлена как при вирусной, так и при бакте-
риальной инфекции. Наряду с этим, у пациен-
тов с  ОБТ в  спонтанном тесте %ФПК досто-
верно выше, чем в  спонтанном, что вызвало 
снижение величины КМ в 4 раза. Между тем 
при ВЭБ-ИМ отмечено менее выраженное, 
чем при ОБТ, снижение стимулированного 
%ФПК, что сопровождалось лишь двукрат-
ным снижением величины КМ.

В то время как деринат in vitro не оказывает 
влияния на  показатели фагоцитарной функ-
ции НГ у здоровых лиц, при инкубации с ним 
цельной крови больных ВЭБ-ИМ наблюда-
лось достоверное снижение исходно высоко-
го %ФАН, а при ОБТ – существенное возрас-
тание исходно низкого %ФАН. В то же время 
у  больных с  ОБТ обнаружена вызванная де-
ринатом модуляция поглотительной и  пере-
варивающей способности. Наряду с этим, вы-
явлены позитивные иммунотропные эффекты 
дерината в виде усиления (у условно здоровых 
лиц) и восстановления (у больных с инфекци-
онным процессом) адекватности реагирова-
ния оксидазных микробицидных систем НГ 
на нагрузку антигеном в условиях in vitro.

Изучение эффектов дерината в  системе 
in  vitro в  условиях предварительной блокады 
TLR9 антагонистом ODN-TTAGGG, показало, 
что выявленные ранее его иммунотропные эф-
фекты в отношении НГ здоровых лиц, а также 
при дефектах фагоцитарной и  микробицид-
ной функции НГ пациентов с ВЭБ-ИМ и ОБТ 

полностью нивелируются и соответствуют ис-
ходным. В частности, если инкубация цельной 
крови больных ВЭБ-ИМ с  деринатом приво-
дит к достоверному снижению исходно высо-
кого уровня содержания клеток, способных 
к активному фагоцитоз, то при блокаде TLR9 
данный показатель соответствуют исходному. 
Сходные эффекты выявлены и  в  отношении 
поглотительной способности НГ (ФИ) и их пе-
реваривающей способности (%П) при инкуба-
ции цельной крови больных инфекционным 
мононуклеозом с  деринатом. При изучении 
влияния дерината на  показатели кислород-
зависимого метаболизма НГ в условиях экспе-
риментальной блокады TLR9 была также вы-
явлена отмена большинства иммунотропных 
эффектов, индуцированных деринатом. Это 
позволяет считать одним из возможных меха-
низмов иммунотропных эффектов дерината 
в отношении функциональной активности НГ 
как в норме, так и при инфекционных заболе-
ваниях вирусной и бактериальной этиологии 
механизм, связанный с активацией TLR9.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Каплина Э. Н., Вайнберг Ю. П. Деринат  – при-
родный иммуномодулятор для детей и  взрос-
лых. – М., 2005.

2. Олишевский С. В., Шляховенко М. А., Козак В. В. 
и соавт. //Онкология, 2006. – т. 8, № 2. – С. 209-217.

3. Пак В. Г., Сергеев И. В., Трофимов Д. Ю. и  др. // 
Rus. J. Immunol. 2004. – Vol. 9. – P. 20.

4. Серебряная Н. Б. // Иммунология, 2010. – № 5. – 
С. 273-281.

5. Goldfarb Y. et al. // Brain, Behavior and Immunity – 
2011. – Vol. 25. – P. 67-76.

TLR9 – MEDIATED MECHANISMS IMMUNOTROPIC EFFECTS 

OF DERINAT FOR DEFECTS PHAGOCYTIC AND FUNCTIONS 

MICROBICIDAL NEUTROPHILIC GRANULOCYTES

Kolesnikova N. V., Nesterova I. V., Kaplina E. N., 

Chudilova G. A., Lomtatidze L. V., Rusinova T. V., 

Kovaleva S. V., Storozhuk S. V.

Medical University “KSMU” Ministry of Health of Russia, Krasnodar, Russia

In vitro studies have shown that, in the pre-blockade TLR9-receptor antagonist of neutrophilic granu-
locytes (NG) TLR9 – ODN-TTAGGG previously obtained immunotropic eff ects of derinat on indicators 
of phagocytic and microbicidal function NG healthy subjects and patients with infectious mononucleosis 
and acute bacterial tonsillitis leveled and match the original. Th is suggests that one possible mechanism 
immunotropic eff ects of derinat in relation to the functional activity of NG as normal, and infectious dis-
eases of viral and bacterial etiology mechanism associated with the activation of TLR9.
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Инфекции мочевыводящих путей относят-
ся к  наиболее распространенным инфекцион-
ным заболеваниям, встречающимся в практике 
врачей различных специальностей. По частоте 
они уступают лишь инфекциям дыхательных 
путей. До  50% женщин в  течение жизни пе-
пеносят хотя бы один случай острого цистита 
или пиелонефрита. Проблема хронического 
пиелонефрита сохраняет свою актуальность 
вследствие высокой заболеваемости лиц само-
го трудоспособного возраста и недостаточной 
эффективности лечения, в результате чего пол-
ная ремиссия наступает редко. Значительные 
трудопотери, вследствие частых обострений 
пиелонефрита, а  также преобладание среди 
больных лиц молодого репродуктивного воз-
раста и  особенно женщин, обусловливают 
социально-экономическую значимость данной 
проблемы.

Известно, что в  основе пиелонефрита ле-
жит инфекционно-воспалительный процесс, 
протекающий в чашечно-лоханочной системе 
почки и ее интерстициальной ткани.

В последние годы проводятся исследования 
иммунологических факторов и  обсуждается 
их значение при пиелонефрите, однако эти 
данные противоречивы и касаются отдельных 
сторон иммунитета, причем в активную фазу 
хронического пиелонефрита, когда затрудне-
на диагностика дефектов иммунного статуса 
вследствие адаптивной его реакции на воспа-
ление. Наряду с этим является и чрезвычайно 
актуальным применение иммуномодуляторов 
в комплексной терапии инфекций мочевыво-
дящих путей, их влияние на различные звенья 

иммунологической защиты при хроническом 
пиелонефрите.

Целью работы явилась оценка эффектив-
ности применения иммуномодулятора Поли-
оксидоний в  комплексном лечении больных 
хроническим пиелонефритом на  основе ана-
лиза показателей клеточных и  гуморальных 
факторов защиты. Полиоксидоний обладает 
комплексным действием, начинающимся с ак-
тивации моноцитарно-макрофагальной си-
стемы, нейтрофилов и натуральных киллеров, 
в  дальнейшем, приводящем к  последователь-
ной нормализации клеточного и  гумораль-
ного иммунного ответа. Наличие адъювант-
ных, антиоксидантных и  детоксицирующих 
свойств препарата явилось основанием для 
включения его в комплексную терапию боль-
ных хроническим пиелонефритом.

Исследование иммунитета проведено у  50 
больных в возрасте от 20 до 48 лет со средней 
длительностью заболевания 5,2+1,5 года. Боль-
ные хроническим пиелонефритом получали 
антибактериальную терапию (фторхинолоны) 
в сочетании с иммуномодулятором Полиокси-
доний (внутримышечно 6 мг один раз в сутки 
в  течение 10 дней). Контрольную группу со-
ставили 30 практически здоровых лиц.

Всем больным проведено общеклиническое 
и лабораторное исследование иммунного ста-
туса с  включением основных маркеров вос-
палительного каскада: оценка фагоцитарной 
функции лейкоцитов по  его фагоцитарному 
числу, фагоцитарному индексу на  содержа-
ние лейкоцитов, вступивших в  фагоцитоз, 
спонтанному и  стимулированному НСТ-

ПОЛИОКСИДОНИЙ В РЕАБИЛИТАЦИИ БОЛЬНЫХ 

ХРОНИЧЕСКИМ ПИЕЛОНЕФРИТОМ

 Лехмус Т. Ю.1,  Гермаш Е. И.2

1ГБОУ ВПО “Башкирский государственный медицинский университет Росздрава”; 
2ГУЗ РКБ имени Г. Г. Куватова, Уфа, Россия

Статья посвящена изучению иммунной эффективности препарата «Полиоксидоний» 
в комплексной терапии больных хроническим пиелонефритом.

Ключевые слова: полиоксидоний, хронический пиелонефрит, иммунореабилитация, им-
мунитет.
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тесту с  подсчетом нейтрофилов, восстанав-
ливающих нитросиний тетразолий и инднксу 
его активности; оценка концентрации имму-
ноглобулинов А, М, G в сыворотке больных, 
комплементарной активности по  50% гемо-
лизу эритроцитов барана, циркулирующих 
иммунных комплексов (ЦИК); идентифика-
ция популяций и  супопуляций лимфоцитов 
с  помощью моноклональных антител по  кла-
стерам дифференцировки: зрелые лимфоциты 
(CD3), хелперы (CD4), цитотоксические клетки 
(CD8), естественные киллеры (CD 16), В-лим-
фо ци ты (CD 22), активированные лимфоциты 
(CD25); исследование продукции провоспали-
тельных цитокинов- хемокинов  – IL-6, IL-8. 
Выполнение такого комплекса исследований 
разноуровневых представителей маркеров 
воспаления позволяет проследить иммуно-
воспалительный каскад и  последователь-
ность ммунного ответа.

Применение иммуномодулятора Поли-
оксидоний в  комплексной терапии больных 
хроническим пиелонефритом способствовало 
более быстрому купированию воспалительно-
го процесса: уже к 7-му дню лечения больные 
отмечали уменьшение болевого синдрома, об-
щей слабости, снижение симптомов интокси-
кации и температуры тела.

Мониторинг иммунологических показа-
телей, которые характеризуют состояние не-
специфической резистентности, показал, что 
имело место повышение фагоцитарной актив-
ности лейкоцитов, а  именно фагоцитарного 
индекса и  фагоцитарного числа. Так фагоци-
тарный индекс до лечения составлял 40,8±2,3%, 
после лечения – 51,3±0,6%, р<0,001, а фагоци-
тарное число 4,3±0,3 и 5,6±0,5 (р<0,001) соот-
ветственно.

Показатели клеточного звена иммунитета: 
зрелые Т-лимфоциты (CD3), Т-хелперы (CD4) 
и цитотоксические Т-лимфоциты (CD8) не по-
казали значимых изменений на  фоне приме-
нения препарата. То же самое касалось и есте-
ственных киллеров (CD16).

Результаты исследования гуморального 
звена иммунитета показали увеличение пока-
зателей Ig А  (до  лечения 1,5±0,4 г/л, после ле-
чения – 3,9±0,1 г/л; р<0,001) и Ig G (до лечения 
11,9±0,8 г/л, после лечения 13,5±0,7 г/л; р<0,01). 

Новым аспектом действия препарата было 
снижение цитокинов, направленное на  нор-

мализацию: уменьшение содержания сыво-
роточного интерлейкина-6 (до лечения 689,7± 
115,8  пг/ мл, после лечения 449,6±102,7  пг/ мл; 
р<0,001) и интерлейкина-8 (до лечения 1070,4± 
106,9 пг/мл, после лечения 981,4±108,8 пг/мл; 
р<0,001).

Установлено, что у  больных хроническим 
пиелонефритом в результате длительного ре-
цидивирующего течения заболевания и  про-
ведения многочисленных курсов антибакте-
риальной терапии формируется вторичная 
иммунная недостаточность, а именно угнете-
ние клеточного и  гуморального иммунитета, 
неспецифических факторов защиты, что и мо-
жет явиться причиной хронизации течения 
заболевания.

Включение полиоксидония в комплексную 
терапию больных хроническим пиелонефри-
том оказывает иммуномодулирующее влия-
ние и  обеспечивает значительное снижение 
провоспалительных цитокинов, что, по  всей 
видимости, и  является регулирующим меха-
низмом влияния препарата на факторы систе-
мы иммунитета.

Таким образом, при включении в  ком-
плексную терапию иммуномодулятора По-
лиоксидоний мы наблюдали положительную 
клиническую динамику на  фоне улучшения 
показателей фагоцитарной активности лейко-
цитов. Что касается клеточного звена имму-
нитета, то нами не было выявлено значимого 
влияния препарата на его показатели.

Анализ опыта применения Полиоксидония 
говорит о  целесообразности использования 
иммунокоррекции в  комплексной терапии 
больных хроническим пиелонефритом, по-
скольку это позволяет получить положитель-
ную клиническую динамику, улучшить состо-
яние иммунитета и повысить эффективность 
проводимого лечения.
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POLIOKSIDONIY IN REHABILITATION OF PATIENTS 

WITH CHRONIC PYELONEPHRITIS
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Th e article describes the study of immune eff ectiveness of preparation Polioksidoniy in the complex 
therapy of patients with chronic pielonephritis.

Заболевания, связанные с  нарушениями 
иммунитета являются серьезной фундамен-
тальной медицинской и  социальной пробле-
мой. Поэтому поиск, выделение и создание ле-
карственных препаратов и пищевых добавок, 
способных регулировать иммунные процессы, 
является одним из  наиболее перспективных 
направлений современной биоорганической 
химии и медицины.

Возобновляемое растительное сырье из-
давна используется в  качестве источника ле-
карственных средств и  лечебных пищевых 
добавок широкого назначения. Большинство 
биополимеров и  низкомолекулярных биоре-
гуляторов, входящих в состав растений, обла-
дают физиологической активностью. Однако 
правильное использование растительных ве-
ществ требует выделения их в  индивидуаль-
ном состоянии, определения их природы и хи-
мического строения, выяснения типа действия 
на  организм, установления оптимальных ле-
чебных доз, изучения взаимосвязи, структу-
ры и физиологической активности. Особенно 
важны все эти факторы при совместном при-
менении нескольких биопрепаратов, что не-

редко усиливает лечебный эффект, но  может 
сопровождаться и нежелательным, побочным 
действием.

Разработка методов выделения раститель-
ных биопрепаратов, развитие технологии их 
наработки в препаративном масштабе, изуче-
ние их строения и свойств имеет в настоящее 
время первостепенное значение и  приведет 
к  созданию малотоннажного производства 
ценных растительных препаратов.

Общепризнанно, что эффективность им-
мунитета в значительной мере зависит от осо-
бенностей питания. Интерес к полисахаридам 
связан с  тем, их содержание в  растительной 
клетке достигает 80% от  сухого вещества, 
а также тем, что растительная пища составля-
ет от 40 до 90% рациона человека в индустри-
альных и  развивающихся странах соответ-
ственно. Часть растительных полисахаридов, 
названная «пищевыми волокнами», не  ути-
лизируется пищеварительной системой чело-
века. Обширный клинический и эксперимен-
тальный материал свидетельствует о том, что 
пищевые волокна усиливают процессы им-
мунной защиты.

ПОЛИСАХАРИДЫ РАСТЕНИЙ ЕВРОПЕЙСКОГО СЕВЕРА 

РОССИИ КАК ИСТОЧНИК ИММУНОМОДУЛИРУЮЩИХ 

ПРЕПАРАТОВ
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Изучено влияние состава, свойств и структурных особенностей углеводных цепей пек-
тинов на спектр иммуномодулирующей и антимикробной активности. В качестве объек-
тов исследования использовали пектины нативных растений европейского Севера России, 
а также пектины, полученные из каллусных тканей растений.
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Создание новых иммуномодулирующих 
средств на  основе растительных полисахари-
дов затрудняется следующими проблемами:
-  сложностью выделения индивидуальных 

растительных полисахаридов в нативном со-
стоянии, а также выполнения их структурно-
химического анализа, что обуславливает се-
рьезные затруднения при определении связи 
структуры и  физиологической активности 
растительных полисахаридов для получения 
на их основе более эффективных препаратов;

-  необходимостью потребления значитель-
ных количеств растительных полисахаридов 
(20-30 г/сут.) в течение длительного времени 
(несколько недель) для достижения лечебно-
го эффекта.

Кроме того, традиционно целью фармако-
логического скрининга растительных полиса-
харидов является выявление стимулирующих 
веществ. Однако широкая распространен-
ность пищевых аллергий делает необходимым 
создание средств, снижающих сверхчувстви-
тельность иммунной системы. С  этой точ-
ки зрения, важно знать, какие особенности 
строения углеводной цепи регулируют пере-
ключение иммунной системы от  процессов 
активации к состоянию толерантности. Таким 
образом, требуется разработка новых подхо-
дов к получению иммунологически активных 
полисахаридов из растительного сырья.

Цель данной работы  – создание на  осно-
ве растительных полисахаридов (пектиновых 
веществ) новых противоаллергических пре-
паратов и препаратов для пероральной имму-
низации, а также выявление сочетанного дей-
ствия растительных полисахаридов в качестве 
пищевых добавок для использования их в ме-
дицине, пищевой промышленности и парфю-
мерии.

В ходе выполнения работы определено со-
держание пектиновых веществ в  ряде пище-
вых и  лекарственных растений европейского 
Севера России (чеснок, одуванчик, девясил 
высокий, фенхель обыкновенный, земляника 
лесная, тысячелистник обыкновенный, горец 
птичий, чертополох, шиповник, рябина обык-
новенная, борщевик и др.). Оптимизированы 
условия выделения пектинов из свежесобран-
ного и  высушенного материала, установлены 
их состав, свойства и особенности структур-
ной организации их углеводных цепей. Уста-
новлена взаимосвязь структурно-химических 
характеристик и физиологической активности 

пектиновых веществ ряда пищевых и  лекар-
ственных растений европейского Севера Рос-
сии. Определены условия последовательного 
частичного кислотного и  ферментативного 
гидролизов пектинов, моделирующих условия 
гастроэнтеральной среды; изучено влияние 
условий обработки пектинов желудочным со-
ком и ферментами пищеварительного тракта 
животных на  состав и  строение углеводных 
цепей образующихся фрагментов пектинов, 
входящих в  состав растений, используемых 
в питании. Определено влияние исходных пек-
тиновых веществ, а также продуктов их дегра-
дации на проявляемую ими антиоксидантную 
активность. С использованием ограниченного 
кислотного гидролиза и ферментативного ги-
дролиза получены фрагменты пектиновых по-
лисахаридов и определено их строение.

Выполнен скрининг физиологической ак-
тивности пектиновых веществ, выделенных 
из  каллусных тканей. Антиоксидантная ак-
тивность водорастворимых полисахаридов 
и  пектинов каллусных тканей рябины, лебе-
ды и чертополоха определяется содержанием 
в них общих фенолов, синтез которых культу-
рой ткани зависит от уровня экзогенных аук-
синов (2,4-Д) и  источника углеродного пита-
ния, входящего в  состав питательной среды. 
Выявлены антимикробное и  иммуномодули-
рующее действие пектиновых полисахари-
дов, что послужило основанием для создания 
препарата для пероральной иммунизации. 
Получены нетоксичные растительные поли-
сахариды (пектины), которые при перораль-
ном введении усиливают фагоцитоз, реакцию 
гиперчувствительности замедленного типа 
и синтез антител класса IgA, а также ингиби-
руют гиперреакцию организма на  пищевые 
аллергены. Показано, что пектин бодяка цир-
сиуман СЕ препятствует развитию аллерги-
ческой реакции, механизм которого связан 
с уменьшением продукции IgE.

Преимуществом полученных пектинов, 
по  сравнению с  современными иммуномоду-
ляторами природного происхождения, явля-
ется отсутствие побочных эффектов. Разноо-
бразие структур растительных полисахаридов 
дает возможность конструирования иммуно-
регуляторов, направленных на определенный 
антиген. Кроме того, имеется перспектива 
улучшения создаваемых препаратов за  счет 
конъюгации растительных полисахаридов 
с  белковыми иммуногенами и  низкомолеку-
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лярными биорегуляторами для пролонгиро-
вания и  увеличения выраженности лечеб-
ного эффекта. Работа выполнена в  рамках 

федеральной целевой программы «Научные 
и  научно-педагогические кадры инновацион-
ной России на 2009–2013 годы».

POLYSACCHARIDES OF PLANTS OF THE EUROPEAN NORTH OF RUSSIA 

AS A SOURCE OF IMMUNOMODULATORY PREPARATIONS

Litvinets S. G.1, Zlobin A. A.1, Martinson E. A.1, Popov S. V.2

1FGEI HE “Vyatka State University”, Kirov; 2FGSI Institute of Physiology, Komi Scientifi c Center, 
Ural Branch of Russian Academy of Sciences, Syktyvkar, Russia

Infl uence of structure, properties and structural features of carbohydrate chains of pectin on a range of 
their immunomodulatory and antimicrobic activity were studied. Pectin of native plants of the European 
North of Russia, and also callus culture pectin were used as model objects.

Key words: polysaccharides, immunity, plants, structural and chemical characteristic.

Актуальность. Состояние процессов перок-
сидации липидов и  антиоксидантной защиты 
в  значительной степени определяет устойчи-
вость организма к  неблагоприятным воздей-
ствиям. В  последние годы отмечается повы-
шение интереса исследователей к  изучению 
некоторых параметров перекисного окисления 
липидов и  антиокислительной системы при 
генитальном эндометриозе [1], однако ком-
плексной оценки основных звеньев системы 
свободно-радикального окисления при адено-
миозе не проводилось и проблема определения 
значимости изменения активности неспецифи-
ческих процессов пероксидации липидов и ан-
тиоксидантной недостаточности в  развитии 
аденомиоза далека от разрешения [3].

Свободные радикалы запускают реакции 
ПОЛ и секрецию цитокинов, включая ФНОα, 
интерлейкин-6 и интерлейкин-8, что запуска-

ет и поддерживает иммунное воспаление как 
на местном, так и на системном уровне [2, 4].

Цель работы. Изучение характера иммун-
ных и оксидантных изменений на системном 
и локальном уровнях у больных аденомиозом 
и  разработка фармакологического способа 
коррекции нарушений.

Используемые методы. Под постоянным на-
блюдением в ОГУЗ «Областной перинатальный 
центр» г. Курска и  ОБУЗ «Городская больница 
«Липецк-Мед»» г. Липецка находилось 41 па-
циентка в возрасте 20-35 лет с верифицирован-
ным диагнозом аденомиоз 2 стадии. В качестве 
контроля исследовали периферическую кровь 
19 здоровых женщин того же возраста.

Количественная оценка уровней ФНОα, 
ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-4, ИЛ-2, ИЛ-10, рецепторно-
го антагониста ИЛ-1 (РАИЛ), интерферона-γ 
(ИНФγ), С3, С3а, С5, С5а, С4-компонентов ком-

ИММУННЫЙ И ОКСИДАНТНЫЙ СТАТУС 

ПРИ АДЕНОМИОЗЕ: КОРРЕКЦИЯ НАРУШЕНИЙ

 Мальцева А. Н.,  Конопля А. И.,  Незнамова Н. В., 

 Конопля А. А.

ГБОУ ВПО Курский государственный медицинский университет, Курск, Россия

В работе установлен характер иммунных и оксидантных нарушений на системном и ло-
кальном уровнях у больных аденомиозом до и после стандартного лечения. Определена 
эффективность использования дополнительно к стандартному лечению Ридостина, Гипок-
сена и Эссенциале Н.

Ключевые слова: иммунный статус, оксидантные нарушения, аденомиоз.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 25

племента, фактора Н и С1-ингибитора (С1-инг.) 
в  плазме крови и  цервикально-влагалищном 
смыве проводилась с  помощью тест-систем 
(ООО «Цитокин», г. Санкт-Петербург) методом 
твердофазного иммуноферментного анализа.

Диагноз устанавливался на основании анам-
неза, данных клинических и инструменталь ных 
методов обследования. Включение больных 
в  исследование осуществлялось на  основании 
информированного согласия. Стандартное 
лечение (СЛ) включало антибактериальную, 
противовоспалительную, антимикотическую 
терапию. 20 пациенток получали только СЛ 
(1-я группа), 2-я группа больных (21) допол-
нительно к  стандартном лечению получала 
Ридостин (1,0 внутримышечно через 48 часов 
№ 5), Гипоксен (1 табл. внутрь 3 раза в  день, 
№ 30), Эссенциале Н (5,0 внутривенно через 
24 часа № 10).

Основные результаты. У больных адено-
миозом при поступлении в стационар в плазме 
крови выявлено повышение уровня провос-
палительных цитокинов (ФНОα, ИЛ-6, ИЛ-8), 
ИНФγ и  снижение уровня противовоспали-
тельных (ИЛ-4, РАИЛ) цитокинов и ИЛ-2. Кро-
ме этого у  данной категории пациенток при 
поступлении в плазме крови активируется си-
стема комплемента, о  чем свидетельствует по-
вышение уровня С3, С4, С5, С3а, С5а компонентов 
комплемента и  их регуляторов  – фактора Н 
и  С1-ингибитора. На  фоне проводимого ком-
плексного лечения у пациенток с аденомиозом 
в  плазме крови нормализуется концентрация 
ФНОα, ИЛ-2, С3а и  С5а-компонентов системы 
комплемента, коррекция, но не до уровня здо-
ровых доноров, концентрация ИЛ-6, ИЛ-8, 
РАИЛ, С3, С4-компонетов комплемента.

У больных аденомиозом в  вагинально-
цервикальном смыве повышен уровень про-
воспалительных цитокинов (ФНОα, ИЛ-6, 
ИЛ-8), ИЛ-4, ИНФγ, всех изученных компо-

нентов комплемента и снижена концентрация 
РАИЛ, тогда как уровень ИЛ-2 не  отличался 
от уровня здоровых доноров. Использование 
стандартного комплексного лечения у пациен-
ток с аденомиозом в вагинально-цервикальном 
смыве полностью нормализуется лишь уро-
вень С5-компонента системы комплемента 
и частично концентрация ИЛ-6, ИЛ-8, ИНФγ, 
С3, С3а-компонентов системы комплемента.

Анализируя полученные результаты, опре-
делена недостаточная эффективность исполь-
зования традиционного лечения в коррекции 
нарушений цитокинового звена иммунитета 
и  системы комплемента у  пациенток с  аде-
номиозом особенно на  локальном (местном) 
уровне, что обосновывает необходимость ис-
пользования в дополнении к традиционному 
лечению иммунокорригирующего лечения 
у пациенток с аденомиозом.

Использование Ридостина, Гипоксена и Эс-
сенциале Н у пациенток с аденомиозом позво-
лило дополнительно нормализовать в  плазме 
крови уровень ИЛ-6, ИЛ-8, С3 и С4-ком понентов 
системы комплемента, тогда как в ва гинально-
цервикальном смыве данная схема фармакоте-
рапии позволила нормализовать концентра-
цию дополнительно к стандартному лечению 
только ИЛ-8, ИНФγ и С3-компонента системы 
комплемента.
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In work character immune and oxidative disturbances at system and local levels at sick of an adeno-
myosis before standard treatment is established. Effi  ciency of use in addition to standard treatment of 
Ridostina, Gipoksena and Essentiale Н is defi ned.
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Актуальность. Внутрибольничная пневмо-
ния (ВбП), развивающаяся на  фоне вторич-
ных иммунодефицитных состояний, ухудшает 
прогноз и создает угрозу жизни ребенка. Из-
вестно, что иммунный ответ включает в себя 
разнонаправленные типы эффекторных меха-
низмов, каждый из которых оптимален в от-
ношении определенных патогенов. Анализ 
литературных данных показал, что при ВбП 
у  детей нарушение функции иммунной си-
стемы многообразны, сложны, разноречивы 
и не до конца изучены.

Цель исследования – разработать схемы 
лечения внутрибольничной пневмонии у  де-
тей раннего возраста на  основании взаимоо-
бусловленности полученных клинико-лабора-
торных данных.

Материал и методы исследования. В насто-
ящей работе обследовано 150 больных, из них 
110 детей с  ВбП и  40 детей с  внебольничной 
пневмонией (ВП), находившихся на  лечении 
в отделениях реанимации и интенсивной тера-
пии, пульмонологии и детей раннего возраста 
РСНПМЦ Педиатрии МЗРУз. Проводились 
клинические, лабораторные, детально изуча-
лись иммунологические методы исследования 
иммуноферментным методом.

В зависимости от вида проводимой терапии 
обследованные дети были разделены на  три 

группы: I группу составили 40 больных детей 
с ВбП получавших базисную терапию. II груп-
пу составили 35 больных детей с ВбП, получав-
ших на фоне базисной терапии Полиоксидоний 
3мг по схеме. III группу составили 35 больных 
детей с  ВбП, получавших базисную терапию, 
Полиоксидоний и Витрум беби.

Результаты исследований. В  предыдущих 
публикациях были представлены иммунологи-
ческие данные: наблюдалось достоверное сни-
жение относительного количества СD3+-лим-
фоцитов до  43,4±0,8% (61,5±1,2%) (Р<0,001), 
СD4+-лимфоцитов до  27,1±0,7% (39,1±0,5%) 
СD8+-лимфоцитов до  15,2±0,5% по  сравне-
нию с  показателями ВП 19,5±1,1% (Р<0,01), 
достоверным повышением относительного 
количества СD20+-лимфоцитов, что соста-
вило 28,6±0,5% по сравнению с показателями 
ВП – 16,4±1,1% (Р<0,01) и СD16+-лимфоцитов 
до 16,8±0,4% по сравнению с показателями ВП 
10,2±0,5 (Р<0,001). Со  стороны гуморального 
звена иммунитета, которое выражалось пони-
жением уровня в сыворотке крови IgA и IgМ, 
что составило 44,5±2,5 мг,%; 92,4±3,1 мг,% соот-
ветственно, по сравнению с ВП (78,4±3,2 мг,%; 
121,4±4,9 мг,%, Р<0,01).

В настоящей работе обсуждаются результа-
ты анализа различных терапевтических под-
ходов в лечении детей с ВбП.

ИММУНОКОРРИГИРУЮЩАЯ ТЕРАПИЯ 

ПРИ ВНУТРИБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИИ 

У ДЕТЕЙ РАННЕГО ВОЗРАСТА

 Мовлонова Ш. С.

Республиканский Специализированный Научно-Практический Медицинский Центр 
Педиатрии МЗ РУз, Ташкент, Узбекистан

Обследовано 150 больных, из них 110 детей с внутрибольничной пневмонией и 40 де-
тей с внебольничной пневмонией. Отмечается достоверное снижение CD3+, CD4+, CD8+ – 
лимфоцитов, повышение CD16+, CD20+, CD25+- лимфоцитов у больных ВбП по сравнению 
с  показателями ВП. Дифференцированное лечение оказывало положительное влияние 
и на содержание в крови естественных киллеров – CD16+-лимфоцитов. Причем, разница 
в показателях CD16+ до и после лечения была достоверной только во II, III группах боль-
ных (Р<0,01 соответственно Р<0,001), в то время как в I группе эти показатели не имели 
достоверной разницы (Р>0,05).

Ключевые слова: нозокомиальная пневмония, дети, иммунокорригирующая терапия.
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Прослежена динамика изменения состоя-
ния иммунной системы под влиянием диф-
ференцированного лечения больных с  ВбП. 
У детей II группы наблюдалась активация по-
казателей клеточного иммунитета, о чем свиде-
тельствует прирост относительного числа CD3+-
лимфоцитов, 52,5±1,8% при норме (61,5±1,2%), 
достоверный по отношению к I группе больных 
(Р<0,01). Субпопуляции CD4+-лимфоцитов по-
вышались у  детей во  II  группе после лечения 
по отношению показателей I группы больных 
(Р<0,01). Субпопуляции лимфоцитов, несу-
щие маркеры CD8+, также имели положитель-
ную динамику под влиянием комплексной 
терапии, в  то  время как в I  группе достовер-
ных изменений в  показателях не  наблюда-
лось (Р>0,05). Аналогичная тенденция имеет 
место на  уровне начального этапа гумораль-
ного иммунитета, наблюдается повышение 
СD20+-лимфоцитов по сравнению с I группой 
(Р<0,01), что составило в относительном зна-
чении 19,5±0,58%. Наблюдалась положитель-
ная динамика показателей естественных кил-
леров – CD16+-лимфоцитов. Причем, разница 
в показателях CD16+ до и после лечения была 
достоверной во II группе больных (Р<0,01), 
в  то  время как в I группе эти показатели 
не имели достоверной тенденции (Р>0,05).

После проведенного лечения у детей, полу-
чавших в  комплексе традиционной терапии 
Полиоксидоний и  Витрум бэби, (III  группа) 
наблюдалось активация показателей клеточ-
ного иммунитета, о чем свидетельствует при-
рост относительного числа CD3+-лимфоци-
тов, составляющий 62,1±1,8%, достоверный 
по отношению показателей I группы больных 
(Р<0,001). Субпопуляции CD4+ и  CD8+ так-
же повышались после лечения в III группе, 
по отношению к исходным данным (Р<0,001), 
и  показателям II группы больных (Р<0,01). 
Субпопуляции лимфоцитов, несущие мар-
керы CD8+, также имели положительную ди-
намику под влиянием комплексной терапии, 
в то время как во II группе достоверных из-
менений в  показателях не  наблюдалось. Со-
ответственно иммунорегуляторный индекс 
в группе больных, получивших дифференци-
рованное лечение приближался к  нормаль-
ным показателям, в  отличие от  показателей 
ИРИ во II группе, где он оставался стабильно 
низким. ИРИ у больных с ВбП после лечения 
составлял 1,8±0,08 и  1,6±0,04 соответствен-
но (Р<0,05). У  больных III группы, получав-

ших дифференцированное лечение, уровень 
CD20+-лимфоцитов снизился до  16,4±0,9%, 
тогда как во II группе после лечения со-
ставил 10,6±0,8% (Р<0,01). Дифференциро-
ванное лечение оказывало положительное 
влияние и на содержание в крови естествен-
ных киллеров  – CD16+-лимфоцитов. Разни-
ца в  показателях CD16+ до  и  после лечения 
была достоверной только в III группе боль-
ных (Р<0,01), в то время как во II группе эти 
показатели не  имели достоверной разницы 
(Р>0,05). Позитивное влияние комплекс-
ной терапии на  активность гуморального 
иммунитета их содержание у  детей II и III 
группы, более существенно приближается 
к  нормативным показателям и  составляет 
801,0±20,0 мг%;1 60,0±5,0 мг%; 100,0±5,0 мг% 
и 990,0±14,0 мг%;120,0±5,0 мг%;121,0±6,0 м г% 
соответственно, в отличие от больных I груп-
пы (Р от <0,05 до Р<0,01).

Анализ результатов цитокинового профиля 
при дифференцированном лечении показал, 
что у  детей II и III группы происходит сни-
жение уровней ИЛ-1β и ИЛ-4. Уровень ИЛ-1β 
после лечения снизился у  больных обеих 
групп, составляя в среднем 125,6±10,5 пг/ мл 
и  120,1±9,6 пг/ мл соответственно (Р<0,01; 
Р<0,001), в  то  время как в I группе эти по-
казатели не  имели достоверной разницы 
(Р>0,05). Концентрация ИЛ-4 у детей II и III 
группы после комплексного лечения соста-
вила 70,1±0,8 пг/мл и 69,4±4,4 пг/мл соответ-
ственно, по отношению к показателям I груп-
пы (Р<0,05).

Таким образом, дифференцированные ме-
тоды лечения потенцируют эффективность 
антибактериального лечения ВбП, благодаря 
чему быстрее нормализуются измененные ла-
бораторные и  иммунологические показатели 
крови, сокращается число койко-дней, снижа-
ется риск тяжёлых затяжных форм и неблаго-
приятных исходов ВбП.
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IMMUNOTHERAPY OF NOSOCOMIAL PNEUMONIA 

IN YOUNG CHILDREN

Movlonova Sh.S.

Examined 150 patients, including 110 children with nosocomial pnevmonie, 40 children with com-
munity-acquired pneumonia. Оbserved a signifi cant decrease in CD3+, CD4+, CD8+ lymphocytes increase 
CD16+, CD20+, CD25+- of lymphocytes compared with community-acquired pneumonia. Diff erence 
treatment had a positive eff ect on blood levels of natural killer- CD16+ lymphocytes and the diff erence 
in terms CD16+ of before and aft er treatment was signifi cant only in the I.III groups of patients while in 
group 1, these fi gures had no signifi cant diff erence.

Key words: nosocomial pneumonia, children, immunotherapy.

В патогенезе ВП ведущую роль играют мас-
сивная и вирулентная инфекция, снижение не-
специфической резистентности организма, дис-
баланс локального и  системного иммунитета, 
нарушение процессов свободно-радикального 
окисления [1], следовательно, лечение ВП 
должно быть комплексным, затрагивающим 
все звенья патогенеза, в том числе иммуноло-
гическое. В  этой связи представляет интерес 
клинико-им мунологическая оценка эффектив-
ности препаратов с  доказанной иммуномоду-
лирующей активностью, таких как, полиокси-
доний и  имунофан в  лечении тяжелых форм 
внебольничной пневмонии. Если учесть роль 
перекисного окисления в  патогенезе воспале-
ния, то  положительным однонаправленным 
эффектом указанных иммуномодуляторов яв-
ляется антиоксидантная активность, что по-

зволяет применить их в комплексной терапии 
ВП [1]. В то  же время имеются и  некоторые 
особенности влияния препаратов на  различ-
ные звенья иммунологической защиты – более 
выраженный антиоксидантный и  адьювант-
ный эффект полиоксидония, что позволяет ис-
пользовать эти препараты и в остром периоде 
воспаления в комплексе с антибактериальной 
терапией [1].

Цель исследования: изучить клинико-им-
мунологические особенности внебольнич-
ной пневмонии различной степени тяжести 
и  обосновать применение иммуномодулято-
ров иму нофана и полиоксидония в комплекс-
ной терапии заболевания.

Материалы и  методы исследования: В  ис-
следование включено 105 больных ВП в возрас-
те от 18 до 65 лет со среднетяжелым и тяжелым 

ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ПАТОГЕНЕТИЧЕСКОЙ 

ТЕРАПИИ ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИИ

 Мухамадиева Л. Р.,  Мавзютова Г. А.,  Фазлыева Р. М., 

 Амирова Г. Ф.,  Камаева Э. Р.

ГБОУ ВПО Башкирский государственный медицинский университет, Уфа, Россия

Проведенное обследование 105 больных внебольничной пневмонией с тяжелым и сред-
нетяжелым течением заболевания показало, что включение имунофана и полиоксидония 
в  комплексную терапию, оказывает выраженное положительное воздействие на  клини-
ческое течение заболевания и  нормализацию иммунного статуса. Под влиянием имму-
нокорригирующей терапии имунофаном и  полиоксидонием у  больных внебольничной 
пневмонией нормализуются показатели клеточного иммунитета и  неспецифической ре-
зистентности, что является критерием клинической и иммунологической эффективности 
иммуномодуляторов.

Ключевые слова: внебольничная пневмония, имунофан, полиоксидоний.
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течением. Больные ВП со среднетяжелой и тя-
желой формами заболевания (105 пациентов) 
были распределены на 3 группы в зависимости 
от  предложенной нами комплексной терапии 
с включением имунофана и полиоксидония:1-я 
группа – 35 больных со среднетяжелой формой 
ВП, получавших наряду со  стандартной тера-
пией иммуномодулятор имунофан с 3–4-го дня 
пребывания в стационаре в дозе 50 мкг/мл вну-
тримышечно один раз в сутки через день № 5, 
в  течение 10 дней; 2-я группа  – 25 пациентов 
с тяжелой формой ВП, которым в комплексной 
терапии назначался полиоксидоний с  3–4-го 
дня пребывания в стационаре в дозе 6 мг вну-
тримышечно один раз в сутки, через день № 5, 
в течение 10 дней.

Для оценки клинико-иммунологической 
эффективности указанных иммуномодулято-
ров была выделена 3-я группа (сравнения)  – 
45 пациентов, из них 25 больных со среднетя-
желой, 20 – с тяжелой формой ВП, получавших 
стандартную терапию (без применения им-
мунокоррекции), сопоставимая с  основными 
группами по  полу, возрасту и  степени тяже-
сти. Для сравнительной оценки иммунологи-
ческих показателей в исследовании использо-
вались результаты обследования 20 здоровых 
доноров. Общеклиническое обследование 
больных проводили в соответствии с медико-
экономическими стандартами. Для вери-
фикации возбудителей ВП использовались 
общепринятые микроскопические и бактери-
ологические методы. Комплексное клинико-
им мунологическое обследование проводилось 
дважды – в день поступления больных в ста-
ционар и через 10 дней после начала лечения 
и включало: анализ данных лейкоцитограммы 
капиллярной крови; оценку фагоцитарной ак-
тивности в  тесте с  латексом с  подсчетом фа-
гоцитарного индекса (ФИ) и  фагоцитарного 
числа (ФЧ) – определение содержания в крови 
С-реактивного протеина (СРБ), С3, С4 ком-
понентов комплемента методом иммунотур-
бидиметрии на  биохимическом анализаторе 
Hitachi-902 (наборы реагентов “Tina-quant”, 
Roche Diagnostics Corporation, USA); иммуно-
фенотипирование лимфоцитов методом про-
точной цитофлюорометрии на  приборе Epics 
XL, фирмы «Coulter» с характеристикой основ-
ных маркеров иммунокомпетентных клеток 
(CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD19+); оценку 
гуморальных факторов иммунитета по  кон-
центрации иммуноглобулинов классов A, M, 

G методом иммунотурбидиметрии на  био-
химическом анализаторе Hitachi-902 (набо-
ры реагентов “Tina-quant”, Roche Diagnostics 
Corporation, USA). Содержание циркулирую-
щих иммунных комплексов (ЦИК) опреде-
лялось методом преципитации с  раствором 
полиэтиленгликоля (мол. м. 6000 Д); опреде-
ление уровня цитокинов IL-4, IL-6, TNF-α им-
муноферментным методом с использованием 
стандартных тест-систем (ООО «Протеино-
вый Контур-Тест», г. Санкт-Петербург).

Результаты исследования: Особенности 
иммунологической реактивности у  больных 
с внебольничной пневмонией с более тяжелым 
течением характеризуются снижением уров-
ня общих Т-лимфоцитов (CD3+), Т-хелперов-
индукторов (CD4+), натуральных киллерных 
клеток (CD16+), (р<0,05), синдромом дисфаго-
цитоза, высоким уровнем циркулирующих им-
мунных комплексов, многократным увеличе-
нием уровня воспалительных цитокинов IL-4, 
IL-6, TNF-α, (р<0,05), что является показанием 
для иммунокоррекции. Назначение в  ранние 
сроки заболевания в  комплексе с  антибакте-
риальными препаратами имунофана при сред-
нетяжелой форме внебольничной пневмонии 
в дозе 50 мкг/мл № 5 и полиоксидония – при 
тяжелой форме внебольничной пневмонии 
в  дозе 6  мг № 5, улучшают течение заболева-
ния, способствуя регрессу воспалительного 
синдрома и  признаков поражения легочной 
ткани; оказывают стимулирующее действие 
на  факторы естественной резистентности 
(фагоцитоз, натуральные киллеры (CD16+)) 
и  клеточные механизмы защиты (повыше-
ние значения общих Т-лимфоцитов (CD3+), 
Т-хелперов-индукторов (CD4+), (р<0,05), и ре-
гулирующее влияние на  воспалительную ак-
тивность цитокинов, вызывая снижение уров-
ней IL-4, IL-6, TNF-α, (р<0,01).

Выводы: Особенности иммунологической 
реактивности у  больных со  среднетяжелым 
и тяжелым течением ВП характеризуются де-
прессией факторов естественной резистент-
ности, Т-клеточного звена системы иммуни-
тета, на  фоне относительной напряженности 
гуморальных факторов, нарушенным соотно-
шением цитокинов.

Наряду с положительным клиническим эф-
фектом имунофана в  комплексной терапии 
больных ВП со среднетяжелым течением, от-
мечалась иммуномодулирующая активность 
препарата, проявившаяся нормализацией 
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естественной резистентности, клеточного 
звена, уменьшением иммунокомплексного 
воспаления и  снижением уровня провоспа-
лительных цитокинов. Включение полиокси-
дония в  комплексную терапию больных ВП 
с  тяжелым течением, наряду с  иммуномоду-
лирующим влиянием на основные звенья им-
мунитета, оказывает регулирующее влияние 
на  провоспалительные факторы межклеточ-
ного взаимодействия в динамике заболевания. 
Оба препарата имунофан и  полиоксидоний 
при включении их в  комплексную терапию 

больных со среднетяжелой и тяжелой формой 
ВП проявили положительную клиническую 
направленность, проявившуюся более бы-
стрым регрессом симптомов воспаления, по-
ражения легочной ткани.
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IMMUNOLOGICAL ASPECTS OF PATHOGENETIC THERAPY 

COMMUNITY-ACQUIRED PNEUMONIA

Mukhamadieva L. R., Mavzutova G. A., Fazlieva R. M., Amirova G. F., Kamaeva E. R.

Bashkir state Medical University, Ufa, Russia

Carried out examinations of 105 patients with severe and medium severe community-acquired pneu-
monia, showed us that inclusion of imunofan and polyoxidonii to the complex therapy of patients, pro-
vides positive infl uence on clinical diseases and normalization of immunity of human bodies. Under the 
eff ect of immunocorrectical therapy, i. e. using imunofan and polyoksidonii, human bodies who have 
community-acquired pneumonia, their both cell and humoral immunity indexes started becoming better. 
Th is result proves us the eff ectivity of immunomodulators, i. e. the usage of imunofan and polyoxidonii.

Key words: community-acquired pneumonia, imunofan, polioxidonii.

Введение. Антимикробные пептиды (АМП) 
нейтрофильных гранулоцитов являются эф-
фекторными молекулами системы врожден-

ного иммунитета, которые участвуют в проти-
воинфекционной защите за счет инактивации 
патогенных микроорганизмов, а  также про-

АНТИМИКРОБНЫЕ ПЕПТИДЫ ЖИВОТНОГО 

ПРОИСХОЖДЕНИЯ МОДУЛИРУЮТ ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ 

АКТИВНОСТЬ ЕСТЕСТВЕННЫХ КИЛЛЕРНЫХ КЛЕТОК

 Пазина Т. Ю.1,2,  Шамова О. В.1,3

1ФГБНУ «ИЭМ», Санкт-Петербург,Россия; 2Фокс Чейз Центр, Филадельфия, США; 
3Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия

Антимикробные пептиды (АМП) – молекулы системы врожденного иммунитета, могут 
рассматриваться как перспективные агенты для лечения опухолевых заболеваний за счет 
своих иммуномодулирующих и  противоопухолевых свойств. В  нашей работе было изу-
чено влияние АМП на спленоциты крыс, а также на ЕК клетки человека. Было показано 
увеличение активности спленоцитов и  ЕК клеток в  отношении клеток- мишеней в  при-
сутствии АМП.

Ключевые слова: антимикробные пептиды, спленоциты, естественные киллерные 
клетки.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 31

явления стимулирующих эффектов в отноше-
нии клеток иммунной системы, что позволило 
ряду авторов рассматривать АМП как имму-
номодуляторные молекулы [1].

Нейтрофилы, циркулирующие в кровяном 
русле или присутствующие в различных тка-
нях, находятся в контакте с другими клетками 
системы врожденного и  приобретенного им-
мунитета, а в частности с естественными кил-
лерными (ЕК) клетками и цитотоксическими 
Т-лимфоцитами, которые рассматриваются 
как основные участники противоопухолевой 
защиты организма. ЕК и  Т клетки, осущест-
вляя свои защитные функции, могут вступить 
во  взаимодействие с  биологически активны-
ми молекулами, в  том числе АМП, секрети-
руемыми нейтрофилами. Хотя известно, что 
ряд АМП обладает цитотоксической активно-
стью в отношении опухолевых клеток [2,3,4], 
данные о влиянии АМП на функциональную 
активность ЕК клеток крайне немногочислен-
ны. Исследование эффектов АМП на  цито-
токсическую активность ЕК клеток позволит 
получить новые данные о взаимодействии эф-
фекторных молекул, продуцируемых различ-
ными клетками, участвующими в реализации 
защитных реакций, а  также изучить фунда-
ментальные механизмы функционирования 
системы врожденного иммунитета.

Целью данной работы являлось изучение 
действия антимикробных пептидов (проте-
грина 1 и бактенецина 5) на цитотоксическую 
активность спленоцитов крысы, а  также ЕК 
клеток периферической крови здоровых до-
норов.

Материалы и методы. Для получения спле-
ноцитов крыс селезенки помещали в  забуфе-
ренный физиологический раствор (ЗФР), из-
мельчали ткань селезенки и гомогенизировали 
ее, процеживали через нейлоновый фильтр, 
и проводили в полученной клеточной суспен-
зии гемолиз эритроцитов. Цитотоксическую 
активность спленоцитов определяли по  их 
способности лизировать опухолевые клетки in 
vitro. В качестве мишеней для ЕК клеток селе-
зенки использовали клетки миелолейкоза чело-
века К-562 и клетки гистиоцитарной лимфомы 
человека U-937. Для количественной оценки 
цитотоксической активности использовали на-
бор реактивов «Cell-mediated cytotoxicity kit», 
Invitrogen, США) и  проводили эксперимент 
в соответствии с рекомендациями производи-
теля набора. Клетки мишени в среде RPMI-1640 

вносили в  лунки пластиковых круглодонных 
планшетов и добавляли спленоциты (эффекто-
ры). Планшеты с клетками инкубировали в те-
чение 20 часов в  СО2-инкубаторе при 37˚ С°, 
5% СО2. С  использованием флюоресцентной 
микроскопии подсчитывали число мертвых 
и живых клеток-мишеней.

Для изучения влияния АМП на ЕК клетки 
человека в отношении клеточной линии ММ – 
MM1R лимфоциты здоровых доноров полу-
чали путем центрифугирования в  градиенте 
плотности c применением Lymphoprep (AXIS-
SHIELD Poc AS cat#1114544). Наличие ЕК кле-
ток в  составе лимфоцитов подтверждалось 
данными цитофлюоримерии. Клетки мишени 
вносили в  лунки круглодонных планшетов 
и добавляли лимфоциты, так что соотношение 
эффекторов (ЕК клеток) и клеток мишеней со-
ставляло 2,5: 1. Контрольные лунки содержа-
ли: 1) клетки-мишени без клеток-эффекторов 
и  пептидов; 2) клетки-мишени с  пептидами, 
но без клеток-эффекторов; 3) клетки-мишени 
с  клетками-эффекторами, но  без пептидов; 
4) клетки-эффекторы. Планшеты с  клетка-
ми инкубировали в  течение 20 часов в  СО2-
инкубаторе при 37˚ С°, 5% СО2. После инку-
бации жизнеспособность клеток-мишеней, 
а  также количество клеток на  ранней стадии 
апоптоза определялась с  использованием на-
бора, содержащего аннексин V и  пропидиум 
йодид с применением проточной цитометрии.

Результаты. Исследованы эффекты действия 
протегрина 1 (ПГ1) и  бактенецина 5 (ChBac5) 
на  цитотоксическую активность спленоци-
тов крысы в  отношении двух типов клеток-
мишеней: К-562 и U-937 в культуре. Показано, 
что при добавлении пептидов к клеткам (до ко-
нечной концентрации 2 мкМ) за  30  минут 
до  внесения спленоцитов (при соотношении 
мишень/эффектор 1:5) достоверно увеличива-
ется цитотоксическая активность спленоци-
тов, как в случае PG1 (примерно в 2.5 раза для 
К-562 и  в  2 раза для U-937); так и  в  случае 
ChВас5 (в 1.5 раза для K-562 и U-937) по срав-
нению с  контрольными пробами, где клетки-
мишени инкубировались со спленоцитами без 
пептидов, а также пробами, в которых клетки-
мишени инкубировались с пептидами или без 
них, но в отсутствие спленоцитов.

Установлено, что в  присутствии ПГ1 
и  ChBac5 повышается также и  цитотоксиче-
ская активность ЕК клеток человека в  отно-
шении клеток множественной миеломы че-
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ловека линии MM1R in vitro. При добавлении 
ПГ1 (2 мкМ) в  пробы, включающие клетки-
мишени MM1R, наблюдалось уменьшение 
количества жизнеспособных клеток MM1R 
(не содержащих аннексин V и пропидиум йо-
дид) на  8% по  сравнению с  контрольными, 
и  на  9% в  пробах, включающих ЕК и  MM1R 
клетки, превышающее показатели, наблюдае-
мые при инкубации клеток-мишеней только 
с  ЕК. Содержание аннексина V в  MM1R, ин-
кубируемых в присутствии ПГ1 и ЕК клеток, 
было увеличено в 3.2 раза по сравнению с кон-
трольными. При добавлении ChBac5 (25 мкМ) 
в пробы, включающие клетки-мишени MM1R, 
наблюдалось увеличение количества погиб-
ших клеток (содержащих пропидиум йодид) 
MM1R на 64% по сравнению с контрольными. 
В  случае добавления ChBac5 в  пробы вклю-
чающие ЕК и  MM1R клетки, уменьшалось 
содержание жизнеспособных клеток MM1R 
(не содержащих аннексин V и пропидиум йо-
дид), что одновременно приводило к увеличе-
нию клеток-мишеней на ранней стадии апоп-
тоза (содержащих аннексин V без пропидиум 
йодида), когда общее количество жизнеспо-

собных клеток оставалось практически неиз-
менным, что говорит о  том, что при исполь-
зовании ChBac5 клетки, в основном, погибают 
по пути апоптоза.

Заключение. Полученные данные указыва-
ют на возможную роль АМП в модулировании 
цитотоксических функций ЕК клеток, а также 
подтверждают представления об  АМП, как 
перспективных объектах исследования для 
создания противоопухолевых препаратов.

Работа поддержана грантом ФЦП. Соглаше-
ние с  Минобрнауки России № 14.604.21.0104 
от 05.08.2014 г. RFMEFI60414X0104.
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ANTIMICROBIAL PEPTIDES OF MAMMALS MODULATE 

NATURAL KILLER CELLS FUNCTIONS

Pazina T. Y.1,2, Shamova O. V.1,3

1Institute of Experimental Medicine, St.Petersburg, Russia; 2Fox Chase Cancer Center, Philadelphia,USA; 
3Saint Petersburg State University, St.Petersburg, Russia

Antimicrobial peptides (AMPs) are the key components of innate immunity showed anticancer and 
immunomodulatory eff ects. We studied the eff ect of AMPs on splenocytes from rats and NK cells from 
peripheral blood of healthy donors. We showed an increase in cytotoxicity toward target cells in presence 
of AMPs.
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Загрязнение окружающей среды, в  первую 
очередь микроэлементами из группы тяжелых 
металлов, способствует их накоплению и, как 
следствие, резкому снижению биопотенциала 
живых систем. Как элементы-следы, некоторые 
тяжелые металлы (например, медь, селен, цинк) 
необходимы для поддержания метаболизма че-
ловеческого организма. Однако, при более вы-
соких концентрациях они могут вести к губи-
тельным последствиям. Так, например свинец, 
попадая в  организм человека, вызывает свин-
цовую интоксикацию. Особенностью металлов 
по сравнению с другими элементами является 
их тенденция к  биоаккумуляции. Известно, 
что способность концентрировать металлы, 
в том числе и тяжелые, очень широко распро-
странена в природе среди различных микроор-
ганизмов. Большой интерес вызывает изучение 
данной способности среди микроорганизмов, 
входящих в  состав пробиотических препара-
тов, в частности у бактерий рода Bacillus.

Важным является то, что входящие в состав 
пробиотических препаратов микроорганизмы 
рода Bacillus, являются самоэлеминирующими-
ся антагонистами и способны оказывать анти-
токсическое действие, проявляющееся в актив-
ном выведении токсичных веществ из организма, 
в частности тяжелых металлов [1, 2].

На основании вышеизложенных данных 
перед нами была поставлена цель: изучить 
эффективность применения пробиотиков 

на  основе спорообразующих бактерий рода 
Bacillus при отравлении свинцом и кадмием.

Для исследования возможностей выведения 
ионов свинца и  кадмия нами были выбраны 
пробиотические препараты, так как входящие 
в  их состав бактерии рода Вacillus обладают 
уникальной способностью к  биоаккумуляции 
металлов [3, 4]. В качестве пробиотических пре-
паратов нами были использованы: Споробакте-
рин (Вacillus subtilis 534), Бактисубтил (Bacillus 
cereus IP 5832), Ветом-2 (Вacillus subtilis ВКПМ В 
7048 и Вacillus licheniformis ВКПМ В 7038). В ка-
честве токсиканта использовали соли тяжелых 
металлов: сульфат кадмия и  нитрат свинца. 
При выборе металлов исходили из того, что они 
являются наиболее опасными загрязнителями 
окружающей среды. Все исследования были вы-
полнены на модели групп-аналогов лаборатор-
ных животных (крыс) породы «Вистер».

С целью проведения исследования из  144 
особей было сформировано двенадцать групп – 
шесть контрольных и шесть опытных. К0 – по-
лучала основной рацион, К1 – основной раци-
он с  добавлением нитрата свинца из  расчёта 
150 мг/ кг веса тела, К2 – основной рацион с до-
бавлением сульфата свинца из расчёта 150 мг/ кг 
веса тела, К3 – основной рацион с добавлением 
«Споробактерин», К4 – основной рацион с до-
бавлением «Бактисубтила», К5 – основной раци-
он с добавлением «Ветом 2», три опытные груп-
пы получали основной рацион с  добавлением 

СПОСОБНОСТЬ ПРОБИОТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ 

НА ОСНОВЕ БАКТЕРИЙ РОДА BACILLUS 

К БИОАККУМУЛЯЦИИ ИОНОВ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ 

В ОРГАНИЗМЕ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

 Сизенцов А. Н.,  Барышева Е. С.,  Бабушкина А. Е.

ФГБОУ ВПО Оренбургский государственный университет, Оренбург, Россия

В публикации представлены данные по  изучению биоаккумулирующей способности 
пробиотических препаратов на основе бактерий рода Bacillus ионов свинца и кадмия при 
создании экспериментальной интоксикации. Полученные данные свидетельствуют о эф-
фективном использовании пробиотиков с целью снижения уровня ионов тяжелых метал-
лов в различных тканях лабораторных животных. В ходе эксперимента было установлено, 
что интенсивность извлечения как ионов свинца так и ионов кадмия составляет более 50%, 
при этом наиболее эффективным является препарат Споробактерин.

Ключевые слова: Вacillus, биоаккумуляция, тяжелые металлы, пробиотики.
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нитрата свинца и пробиотиков – «Споробакте-
рин» (О1), «Бактисубтил» (О2), «Ветом 2» (О3), 
и три опытные группы – основной рацион с до-
бавлением сульфата кадмия и пробиотиков – О4, 
О5 и О6, соответственно. Дозировки пробиоти-
ков соответствовали аннотациям препаратов. 
Подопытные животные находились в одинако-
вых условиях содержания.

Соли тяжёлых металлов задавались в первый 
день эксперимента натощак перорально, проби-
отики применяли через 12 часов после введения 
солей металлов с первого по седьмой день. Взя-
тие материала проводилось с  периодичностью 
в  семь дней (фоновое исследование, седьмой, 
четырнадцатый и двадцать первый дни) путём 
убоя животных методом декапитацией.

После затравки соли металла и дачи пробио-
тических препаратов животные наблюдались, 
и проводилось взятие материала с периодич-
ностью в  семь дней (фоновое исследование, 
7-й, 14-й и  21-й день) на  протяжении экспе-
римента для отбора необходимого материала 
животных умерщвляли путём декапитации.

Для оценки биоаккумулирующей способ-
ности нами использовался метод атомно-
абсорбционного спектрального анализа. 
В  качестве атомно-абсорбционного спектро-
фотометра использовался прибор типа AAS-1 
(ГДР) с  набором спектральных ламп. В  каче-
стве биоматериалов нами выбраны кожный 
покров, костная и  мышечная ткани. Пробо-
подготовку выполняли следующим образом: 
навеску биоматериала массой 5  г подвергали 
озолению, затем производили растворение 
зольных осадков в 10% азотной кислоте.

В ходе проведенных экспериментальных 
исследований было установлено, что наи-
большей биоаккумулирующей способностью 
по отношению к ионам свинца обладает кост-
ная ткань, при этом как в  контрольных так 
и  в  опытных группах отмечается снижение 

концентрации ионов свинца и кадмия на про-
тяжении всего эксперимента. Однако для всех 
опытных групп процент выведения по  срав-
нению с  контрольными группами К1, К2, был 
значительно выше и суммарные значения для 
ионов свинца во всех изучаемых тканях к 21 
дню исследования составили 58,9% для груп-
пы О1, 44,5% – О2 и 50,7% – О3. Для ионов кад-
мия аналогичные значения в опытных группах 
составили для группы О4 – 61,5%, для групп О5 
и О6 – 57,7% и 44,3%, соответственно.

В результате определения способности 
бактерий рода Bacillus, входящих в состав ис-
следуемых пробиотиков, к  биоаккумуляции 
тяжёлых металлов по  средству определения 
концентрации их в тканях лабораторных жи-
вотных установили, что препараты способ-
ствуют снижению концентрации ионов свин-
ца и кадмия во всех исследуемых тканях. При 
этом наибольшей аккумулирующей способно-
стью по отношению к ионам свинца и кадмия 
обладает костная ткань.

Наиболее эффективным из  исследуемых 
препаратов при отравлении ионами свинца 
и кадмия является пробиотический препарат 
Споробактерин, а наименее эффективным при 
интоксикации свинцом Бактисубтил, и  кад-
мием Ветом-2.
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ABILITY OF PROBIOTIC PREPARATIONS ON THE BASIS OF SORT 

BACILLUS BACTERIA TO BIOACCUMULATION OF IONS OF HEAVY 

METALS IN THE ORGANISM OF LABORATORY ANIMALS

Sizentsov A. N., Barisheva E. S., Babushkina A. E.

Studying of the bioaccumulating ability of probiotic preparations on the basis of bacteria of the sort 
Bacillus of ions of lead and cadmium at creation of experimental intoxication are presented in the publica-
tion. Th e obtained data testify to eff ective use of probiotics for the purpose of decrease in level of ions of 
heavy metals in various tissues of laboratory animals. During experiment it was established that intensity 
of extraction as ions of lead and ions of cadmium makes more than 50%, thus the most eff ective is the 
preparation Sporobakterin.
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Значительное влияние на течение беремен-
ности у  Россиянок оказывают инфекционно-
воспалительные заболевания (ВЗ) – их выяв-
ляют у 67% женщин с осложненным течением 
гестации [3]. С ВЗ связывают самопроизволь-
ное прерывание беременности, перинаталь-
ные потери [2, 3] и формирование ВПР у де-
тей  [1]. Сегодня отсутствуют общепринятые 
подходы к  профилактике неблагополучных 
перинатальных исходов (ПИ). Для профилак-
тики осложнений беременности в целом чаще 
всего назначают гестагены (в России их полу-
чает до 24% беременных), дезагреганты, фоли-
евую кислоту и витамины [1, 3]. У отдельных 
пациенток показана польза от использования 
антибиотиков, иммуноглобулинов и  челове-
ческого рекомбинантного интерферона [2, 3]. 
Несмотря на  проведение профилактических 
мероприятий, наша страна имеет не  лучшие 
показатели перинатальной и  младенческой 
смертности в мире. Поэтому интересным было 
проанализировать, какие факторы в большей 
степени увеличивают риск развития неблаго-
получных ПИ, и как влияют на риски их раз-
вития назначаемые беременным лекарствен-
ные средства.

Цель работы: выявить факторы, увеличи-
вающие неблагополучные перинатальные ис-
ходы, и оценить эффективность назначаемых 

беременным лекарственных средств для их 
профилактики.

Материалы и методы исследования. Прове-
ден ретроспективный анализ 238 исходов бере-
менности. Истории отбирали методом случай-
ной (каждую вторую) выборки по отделению 
патологии беременных. Среди проанализиро-
ванных было 34 случая физиологического те-
чения беременности; 36 – осложненного угро-
зой прерывания в I триместре; 51  – угрозой 
прерывания во II, III триместрах; 51  – фето-
плацентарной недостаточностью (ФПН); 33 – 
рождением детей с ВПР; 51 – преэклампсией; 
33  – перинатальными потерями. Оценивали 
относительный риск (ОР) развития неблагопо-
лучных ПИ (перинатальной смертности, фор-
мирования ВПР и  гипоксии при рождении) 
и разницу рисков (relative risk – РР) их разви-
тия между подвергавшимися и не подвергав-
шимися определенным видам медикаментоз-
ного воздействия. ОР развития осложнений 
вычисляли по методу В. Woolf, в случаях нуле-
вых значений использовали поправку Haldane 
для малых чисел, РР – по методу D. G. Altman. 
При оценке ОР и РР вычисляли 95% довери-
тельные интервалы (95% ДИ).

Результаты и  их обсуждение. Оценка ОР 
развития неблагополучных ПИ показала, что 
развитие гипоксии у  новорожденного увели-
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При ретроспективном анализе 238 случаев исходов беременности было установлено, 
что основными факторами риска развития неблагополучных перинатальных исходов явля-
ются инфекционно-воспалительные процессы. Более эффективно снижают риск их разви-
тия препараты для санации влагалища и иммуномодуляторы и назначение лекарственных 
средств в I триместре. Учитывая отсутствие выраженного влияния на риск неблагополуч-
ных перинатальных исходов от назначения гестагенов, витаминов и антибиотиков, обще-
принятое использование средств для санации влагалища сделан вывод о перспективности 
для преодоления этой проблемы назначения беременным иммуномодуляторов.
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чивают нарушения кровотока в 30-32 недели – 
повышение систоло-диастолического отно-
шения (СДО) (ОР  гипоксии при повышении 
СДО в артериях пуповины был 17,46; 95% ДИ 
13,32-21,60, в  маточной артерии  – 15,48; 95% 
ДИ 6,32-24,64); бактериурия (ОР  15,18; 95% 
ДИ 8,74-21,62); увеличение уровня фибрино-
гена в  крови (ОР  10,62; 95% ДИ 5,68-15,56); 
наличие трех и более соматических заболева-
ния (ОР 10,18; 95% ДИ 1,48-18,88), двух и бо-
лее гинекологических ВЗ в анамнезе (ОР 4,09; 
95% ДИ 1,19-5,88); диагностированные до бе-
ременности вульвовагинит (ОР 9,89; 95% ДИ 
1,62-18,16) и  эндометрит (ОР  4,09; 95% ДИ 
1,19-2,90); отклонения от  показателей здо-
ровых беременных в  титрах антител (IgG) 
к ЦМВ (ОР 7,73; 95% ДИ 1,62-16,84), индексах 
авидности (ИА) антител к краснухе (ОР 10,13; 
95% ДИ 4,58-15,68) и к ВПГ (ОР 5,02; 95% ДИ 
1,88-8,16); угроза прерывания в I триместре 
(ОР  9,33; 95% ДИ 1,78-16,88); ФПН (ОР  4,43; 
95% ДИ 1,19-3,24); отклонения в уровнях ХГЧ 
(ОР 4,91; 95% ДИ 2,89-6,93). Риск перинаталь-
ной смертности – бактериурия (ОР 5,54; 95% 
ДИ 1,06-8,92); изменения в ИА антител к ЦМВ 
(ОР 5,19; 95% ДИ 2,06-8,32); увеличение СДО 
в артериях пуповины (ОР 4,39; 95% ДИ 2,01-
6,77 и ОР 3,80; 95% ДИ 1,55-5,35); вульвоваги-
нит при беременности (ОР 4,95; 95% ДИ 1,63-
8,23); угроза прерывания во II, III триместрах 
(ОР 3,02; 95% ДИ 0,98-2,06). Риск формирова-
ния ВПР у  плода  – высев мико- и  уреоплаз-
мы (ОР  22,46; 95% ДИ 7,99-36,94); бактериу-
рия (ОР 8,94; 95% ДИ 1,78-16,10); отклонения 
в  титрах антител к  ЦВМ (ОР  4,49; 95% ДИ 
2,06-9,62) и ВПГ (ОР 6,49; 95% ДИ 1,62-11,36); 
увеличение уровня фибриногена (ОР 4,39; 95% 
ДИ 2,01-6,77); угроза прерывания в I триме-
стре (ОР  3,28; 95% ДИ 1,55-5,01); цервициты 
в анамнезе (ОР 3,21; 95% ДИ 0,89-5,53).

Наиболее заметное снижение рисков небла-
гополучных ПИ было связано с  назначением 
препаратов для санации влагалища – гексико-
на, тержинана и вагинорма С (РР формирова-
ния ВПР у плода – 0,36; 95% ДИ 0,18-0,71; РР 
перинатальной смертности – 0,47; 95% ДИ 0,20-
1,12; РР гипоксии у новорожденного – 0,67; 95% 
ДИ 0,41-1,10) и иммуномодуляторов – имму-
нала, дерината, виферона (РР гипоксии – 0,56; 
95% ДИ 0,27–1,17; РР перинатальной смертно-
сти – 0,68; 95% ДИ 0,25-1,87). Применение дру-
гих лекарственных средств оказалось менее 
эффективным. У  ряда препаратов отмечался 

протективный эффект, но  были достаточно 
широкие ДИ, что могло отражать неоднознач-
ность их клинической эффективности. Такие 
особенности были выявлены при использо-
вании актовегина и  пирацетама (РР  перина-
тальной смертности 0,86; 95% ДИ 0,27-2,69; РР 
гипоксии при рождении – 0,75; 95% ДИ 0,34-
1,57; РР ВПР у плода – 0,89; 95% ДИ 0,41-1,93); 
у проведенной в I триместре инфузионной те-
рапии (РР перинатальной гипоксии 0,98; 95% 
ДИ 0,02-1,28; РР перинатальной смертности 
0,37; 95% ДИ 0,05-2,57); у  антиагрегантов  – 
курантила, никотиновой кислоты и аспирина 
(РР перинатальной смертности – 0,71; 95% ДИ 
0,33-1,52; РР гипоксии у  новорожденного  – 
0,87; 95% ДИ 0,51-1,48). Не снижали риск не-
благополучных ПИ препараты магния – Магне 
В6 (РР перинатальной смертности – 1,71; 95% 
ДИ 0,97-3,02), антибиотики  – азитромицин 
и  вильпрафен (РР  гипоксии  – 1,55; 95% ДИ 
0,99-2,42; РР формирования ВПР  – 1,55; 95% 
ДИ 0,94-2,54; РР перинатальной смертности – 
1,69; 95% ДИ 0,88-3,23); гестагены – дидроге-
стерон (РР формирования ВПР у плода – 1,63; 
95% ДИ 0,92-2,88; РР гипоксии у  новорож-
денного  – 2,29; 95% ДИ 1,47-3,56; РР перина-
тальной смертности – 2,60; 95% ДИ 1,29-5,25); 
витаминные препараты для беременных и фо-
лиевая кислота (РР ВПР у плода – 1,64; 95% ДИ 
0,98–2,75; РР перинатальной смертности – 2,32; 
95% ДИ 1,07–5,03; РР гипоксии – 3,44; 95% ДИ 
1,92-6,18). Более эффективным оказалось ран-
нее (до 12 недель) начало лечения – оно снижа-
ло риск перинатальной смертности (РР  0,18; 
95% ДИ 0,06-0,52), гипоксии (РР 0,36; 95% ДИ 
0,21-0,62) и  ВПР у  ребенка (РР  0,61; 95% ДИ 
0,37-1,02). Начало терапии после 12 недель та-
ким эффектом не обладало (РР гипоксии 1,63; 
95% ДИ 0,99-2,66; РР перинатальной смертно-
сти 1,06; 95% ДИ 0,52-2,14).

Таким образом, наиболее значимыми и рано 
выявляемыми факторами риска развития 
неблагополучных ПИ оказались ВЗ, а  бо-
лее заметное положительное влияние на  ПИ 
было связано с  использованием препаратов 
для санации влагалища и  иммуномодуля-
торов и назначением лекарственных средств 
до 12 недель.

Выводы: Основными факторами риска раз-
вития неблагополучных перинатальных исхо-
дов являются инфекционно-воспалительные 
заболевания и изменения в показателях про-
тивовирусного иммунитета.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 37

Более эффективно снижает риск развития 
неблагополучных перинатальных исходов на-
значение препаратов для санации влагалища 
и  иммуномодуляторов и  назначение лекар-
ственных средств до 12 недель.

Учитывая отсутствие выраженного влия-
ния на риск развития неблагополучных пери-
натальных исходов от назначения витаминов, 
гестагенов и  антибиотиков, общепринятое 
использование у  беременных препаратов 
для санации влагалища перспективным для 
преодоления этой проблемы, по-видимому, 
является более широкое профилактическое 

использование при беременности иммуно-
модуляторов.
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THE PROSPECT OF THE USE OF IMMUNOMODULATORS 

FOR PREVENTION OF ADVERSE PERINATAL OUTCOMES
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In the retrospective analysis of the medical documents of 238 women with saline and complicated 
pregnancies it was found that major risk factors for the development of hypoxia in the newborn, the 
formation of congenital malformations in fetal and perinatal mortality are infectious-infl ammatory pro-
cesses. Most eff ectively reduce the risk of their development the drugs for vaginal prophylaxis and im-
munomodulators, as well as prescribing the therapy up to 12 weeks of pregnancy. Given the importance 
of infectious and infl ammatory diseases in the development of dysfunctional perinatal outcomes, the lack 
of marked infl uence on the risk of their development of progestogens and antibacterial drugs, the use of 
funds for vagina it was concluded of the prospects of immunomodulators for the prevention of dysfunc-
tional perinatal outcomes.

Введение. Продукция оксида азота (NO) 
клетками моноцитарно-макрофагальной си-

стемы (ММС) при участии индуцибельной 
NO-синтазы (iNOS) играет существенную 
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В  работе представлены данные о  способности тритерпеноида растительного проис-
хождения – милиацина оказывать депрессивное влияние на продукцию оксида азота пе-
ритонеальными макрофагами. Обсуждаются возможные механизмы такого влияния и его 
значимость при оценке защитного действия милиацина при бактериальной инфекции.
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роль в регуляции физиологических и патоло-
гических процессов. При этом в ряде случаев 
действие NO отражает его участие в  реали-
зации не только защитных, но и повреждаю-
щих механизмов. Особенно ярко этот дуализм 
проявляется при сепсисе, представляющем 
системную воспалительную реакцию [1], 
при которой NO непосредственно участвует 
в формировании избыточной гипотензии, по-
вышении сосудистой проницаемости, гибели 
гепатоцитов, нарушениях метаболизма и  им-
муносупрессии [2]. Считается, что токсические 
и  повреждающие эффекты NO проявляются 
при его высоких концентрациях, обуслов-
ленных чрезмерной активацией iNOS, либо 
гиперэкспрессией фермента за счет усиления 
его синтеза. В связи с изложенным регуляция 
продукции NO клетками ММС и, в частности, 
ограничение избыточности этой продукции, 
представляется актуальной задачей, предпола-
гающей возможность направленного влияния 
на течение и исход патологического процесса. 
Среди продуктов природного происхождения 
такая ингибирующая активность установлена 
для уросановых и олеаненовых тритерпенои-
дов [3]. Вопрос о  том, является  ли подобная 
активность прерогативой лишь этих фитосте-
ролов, или отражает универсальную особен-
ность, присущую и  другим тритерпеноидам 
остается открытым.

Целью настоящей работы являлось изучение 
влияния тритерпеноида, выделенного из  про-
сяного масла – милиацина, на продукцию окси-
да азота перитонеальными макрофагами.

Материалы и методы. Донорами перитоне-
альных макрофагов (ПМ) служили 12 мышей 
(СВАхС57Bl6)F1. Животным после эвтаназии 
в брюшную полость вводили 7,0 мл холодной 
среды 199 с 10% фетальной сыворотки и гепа-
рина (10 ед/мл). Спустя 2 минуты через разрез 
в  паховой области извлекали клетки перито-
неальной экссудата и переносили в охлажден-
ные стерильные силиконированные пробирки. 
После отмывки (1000 об/мин; 5 мин) клетки 
взвешивали в  теплой полной культуральной 
среде: бесцветный раствор Хенкса с  10% фе-
тальной сыворотки, с  добавлением Hepes 
(15 мМ), 0,01% L-глутамина и  гентамицина 
(100 мкг/ мл). Концентрацию клеток доводили 
до 1х106/мл, полученную суспензию разноси-
ли в лунки планшета (0,25 мл) и инкубирова-
ли 2 часа при 37°С. Неприлипающую фракцию 
клеток удаляли двукратной отмывкой теплой 

полной культуральной средой. Полученные 
таким образом ПМ культивировали в течение 
48 часов в СО2 инкубаторе. С целью активации 
NO-синтазы в начале культивирования добав-
ляли LPS (10 мкг/мл). Для культивирования 
ПМ, полученные от каждого животного, рас-
пределяли в трех группах лунок, в которых ин-
кубация клеток проводилась: 1) только в куль-
туральной среде (группа сравнения); 2) в среде, 
содержащей различные концентрации милиа-
цина (1,0; 5,0 и  10,0  мкг/ мл), приготовленные 
с использованием в качестве растворителя де-
тергента (твин 21) – опыт; 3) в среде с добавле-
нием растворителя для милиацина – твина 21 
(контроль) в  концентрациях (3,3х10–7  моль/л; 
1,6х10–6 моль/л и 3,3х 10–6 моль/л), соответству-
ющих расчетному содержанию детергента 
в опытных лунках. Исследование каждой кле-
точной культуры дублировали. После оконча-
ния инкубации супернатанты всех проб под-
вергали фильтрованию (фильтр 10000 MW) 
и заморозке (–20°С). Содержание NO опреде-
ляли с использованием тест-системы Total NO/
Nitrite/Nitrate Assay по уровню его стабильно-
го метаболита – нитрита.

Результаты выражали в виде медианы (Ме), 
нижних (Q25) и верхних (Q75) квартилей. Зна-
чимость различий определяли с помощью не-
параметрического критерия Манна-Уитни. 
Результаты считались статистически досто-
верными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение. Инкубация ПМ 
(группа сравнения) сопровождалась продук-
цией NO: уровень нитритов (Ме; Q25  – Q75) 
в культуральной среде составил 211,0 (176,0–
275,8)  мкмоль/л. 

В контрольных пробах изменения продук-
ции NO зависели от концентрации детергента. 
В минимальной концентрации (3,3х10–7моль/л) 
он способствовал значимому увеличению 
этой продукции: содержание нитритов воз-
растало до  372,0 (328,8–414,0)  мкмоль/л. Бо-
лее высокие концентрации (1,6х10–6моль/л 
и  3,3х10–6 моль/л) вызывали дозозависимый 
ингибирующий эффект, соответственно, 
до  уровней 70,5 (14,5–116,3) мкмоль/л и  22,5 
(14,3–28,0) мкмоль/л.

Влияние милиацина (опыт) на  продукцию 
оксида азота характеризовалось ее выражен-
ной депрессией при всех использованных дозах 
тритерпеноида (1,0; 5,0 и 10,0 мкг/мл), в присут-
ствии которых содержание нитритов состав-
ляло 138,0 (119,3–159,3) мкмоль/л; 27,0 (17,8–
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34,5)  мкмоль/л и  43,0 (20,3–51,3) мкмоль/л. 
Сопоставление этих показателей с данными со-
ответствующих контрольных проб свидетель-
ствует о  том, что ингибирующее влияние ми-
лиацина на  продукцию NO реализовывалось 
в  условиях совместного использования фито-
стерола с  растворителем как в  концентрации 
последнего, повышающей продукцию оксида 
азота, так и  в  концентрациях оказывающих 
на нее угнетающее воздействие.

Оценивая разнонаправленные изменения 
продукции NO в  присутствии растворителя 
важно отметить принадлежность последнего 
к  группе неионных детергентов, отличитель-
ной особенностью которых является спо-
собность к  разрушению белково-липидных 
и  межлипидных взаимодействий при отсут-
ствии, как правило, денатурации самих белков. 
В связи с этим очевидно, что эффекты детер-
гента опосредовались его влиянием на  ли-
пидное окружение интегрированных белков, 
имеющих отношение к сигнальным каскадам, 
активирующим iNOS и (или) усиливающим ее 
продукцию de novo. Следствием такого влия-
ния могли стать как активация этих каскадов, 
так и их ингибирование, например, в резуль-
тате усиления или нарушения формирования 
мультибелковых комплексов на  внутренней 
стороне цитоплазматической мембраны.

Впервые полученные данные о  способно-
сти милиацина снижать продукцию NO ма-

крофагами представляются важными как при 
трактовке защитного действия фитостерола 
при острой бактериальной инфекции [4], так 
и в плане его дальнейшего изучения в качестве 
природного ингибитора продукции NO. Меха-
низм такого влияния при использовании оле-
аненовых и уросановых тритерпеноидов обу-
словлен нарушением индукции синтеза iNOS 
через угнетение активации NF-kB, ограниче-
ние его ядерной транслокации и  взаимодей-
ствия с ДНК. При схожести данного механизма 
с действием глюкокортикоидов (ГК), считает-
ся, что тритерпеноиды имеют самостоятель-
ный канал своего влияния, поскольку оно име-
ет место и в условиях блокады ГК-рецепторов 
[3, 5]. С  учетом редокс-зависимости NF-kB 
представляется вероятным, что инициаль-
ное звено ограничения его активности может 
быть связано с антиоксидантной активностью 
милиацина.
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Th e paper presents the data of the ability of the plant origin triterpenoid – miliacin which makes a 
depressive eff ect on the production of nitric oxide by peritoneal macrophages. Possible mechanisms of 
such infl uence and its importance in the evaluation on the protective action of miliacin in the bacterial 
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Значительный рост заболеваемости дерма-
томикозами объясняет актуальность этой про-
блемы в настоящее время. Микозные пораже-
ния кожи и слизистых регистрируются у 5-20% 
населения. В структуре дерматомикозов лиди-
рующие позиции занимает кандидамикоз сли-
зистых оболочек, до 40% случаев которого со-
ставляет орофарингеальный кандидоз.

Наряду с этим возрастает проблема устой-
чивости патогенных грибов к  противогриб-
ковой терапии, что диктует необходимость 
разработки современных технологий в диагно-
стике и лечении. Известно, что важную роль 
в хронизации кандидозной инфекции играют 
нарушения местной антиинфекционной за-
щиты ротовой полости и  системного имму-
нитета [1, 2, 3], но клинико-иммунологическое 
обоснование эффективности применения то-
пических антимикотиков изучено недостаточ-
но и  нуждается в  уточнении для выработки 
комплексного подхода к терапии.

Целью работы явилось изучение клини ко-
им мунологической эффективности применения 
топической антимикотической терапии препа-
ратом Кандид при кандидозе полости рта.

Материалы и методы. В исследование было 
включено 50 детей в возрасте от 3 до 8 лет груп-
пы диспансерного наблюдения «часто болею-
щие дети» с различными формами кандидозно-
го поражения слизистых ротовой полости.

Диагноз кандидоза ротовой полости ста-
вился на  основании клинической картины 
и  микробиологических исследований, прове-
денных у всех больных до и после лечения.

Все дети после постановки диагноза канди-
дамикоз получали 1% раствор клотримазола 
(Кандид, Гленмарк, Индия) в виде протирания 
очагов поражения.

С целью оценки показателей локально-
го и  системного иммунитета больных осу-
ществлялся забор слюны и  сыворотки крови 
до и после лечения, при этом изучали уровень 
иммуноглобулинов A, M, G, оксида азота, ан-
тимикробных пептидов LL-37/hCAP18 и лак-
тоферрина, цитокинов (ИЛ-1β, РА ИЛ-1, ИЛ-6, 
ИЛ-8, ИЛ-10, ФНО-a, ИФН-γ, ТФР-β1).

Результаты и  выводы. В  последние годы 
установлено, что среди факторов врождённого 
иммунитета важное место занимают противо-
микробные пептиды (ПМП), которые, обе-
спечивая «мгновенный иммунитет» («instant 
immunity»), выполняют функцию эндогенных 
антибиотиков и играют роль сигнальных моле-
кул, вовлечённых в процессы активации клеток 
иммунной системы и репарации тканей [2, 3, 4].

LL37/hCAP18 является единственным иден-
тифицированным человеческим кателициди-
ном, проявляющим плейотропное антими-
кробное и  иммунорегуляторное действие [4]. 
Изучение уровня LL37/hCAP18 в  слюне и  сы-
воротке крови больных оральным кандидозом 
показало, что значительное снижение его кон-
центрации в  слюне сочетается в  94% случаев 
с повышением его уровня в сыворотке крови.

Изучение содержания цитокинов показа-
ло, что уровень ИЛ-1β, ИЛ-6 и ФНО-α в слюне 
и сыворотке крови был достоверно выше, чем 
у здоровых детей (на 50-76%; 28-42% и 36-48%, 

ЛОКАЛЬНАЯ ТЕРАПИЯ КАНДИДОЗА РОТОВОЙ ПОЛОСТИ 
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соответственно). При этом ИЛ-8 ни у больных, 
ни у здоровых лиц в сыворотке крови не опреде-
лялся, уровень его был повышен только в слюне 
(до 315,6±60,7 пкг/мл). Уровень ИФН-γ в био-
логических жидкостях был снижен (до  40%), 
концентрация ИЛ-10 повышена (в  среднем 
на  15-35%), что может свидетельствовать 
о  нарушении функциональной активности 
CD3+CD4+-лимфоцитов и  «шифте» в  сторону 
Тх2 клеток. Изменений в  продукции ТФР-β1 
не было выявлено. Концентрация рецепторно-
го антагониста ИЛ-1 (РА ИЛ-1) у большинства 
больных детей по сравнению с группой здоро-
вых доноров была повышена более чем в 5 раз, 
причем значительное повышение его уровня 
сочеталось с  неблагоприятным течением ло-
кального воспалительного процесса.

Лактоферрин  – многофункциональный 
острофазовый железосодержащий белок, об-
наруженный в  секретах слизистых оболочек. 
Показано, что его уровень повышается при 
многих воспалительных заболеваниях [5]. 
В связи с этим представляло интерес исследо-
вать содержание лактоферрина в слюне паци-
ентов с  орофарингеальным кандидозом. При 
этом было выявлено достоверное снижение 
концентрации лактоферрина в  группе детей 
с кандидозными поражениями по сравнению 
с группой здоровых лиц.

Оксид азота обладает выраженным канди-
достатическим, но  не кандидоцидным дей-
ствием Исследование уровня метаболитов NO 
в биологических жидкостях больных показало, 
что фоновые показатели уровня NO в сыворот-
ке крови и слюне были выше, чем у здоровых лиц 
(3,1±0,24мкмоль/л и  3,2±0,12мкмоль/л) и  со-
ставили 4,7±0,6 мкмоль/л и 5,6±0,3 мкмоль/л, 
соответственно.

На фоне кандидозной инфекции регистриро-
валось снижение (до 20%) концентраций в слю-
не IgG, IgМ, IgА, sIgА при отсутствии изменений 
указанных показателей в сыворотке крови.

При анализе результатов микробиологиче-
ского исследования из полости рта было уста-

новлено, что в  86% случаев был выделен вид 
С. аlbicans, а в 14% – C. krusei и/или C. tropicalis.

Основываясь на приведенных фактах, нами 
были выполнены исследования по  изучению 
целесообразности использования топического 
антимикотика Кандид при кандидозном стома-
тите. Проведенное лечение 50 детей показало, 
что препарат Кандид является высокоэффек-
тивным средством лечения кандидамикоза 
полости рта. Так, у 30 детей (60% случаев) по-
ложительные результаты появились на 3 сут-
ки применения препарата. У 12 детей (24%) – 
на 5 сутки и 8 детей (16%) на 7 сутки. Полное 
исчезновение наружных проявлений канди-
дамикоза в  полости рта регистрировалось 
на 9-12 сутки.

Кроме того, при курсовом приеме препара-
та Кандид не было отмечено ни одного случая 
отрицательных проявлений у детей.

Следует также отметить, что на фоне лечения 
по мере купирования локального воспалитель-
ного процесса у всех больных наблюдалось до-
стоверное улучшение показателей локального 
и системного цитокинового статуса, продукции 
оксида азота и антимикробных пептидов, с их 
нормализацией у 46-54% детей.

Анализ результатов проведённых исследо-
ваний позволяет сделать заключение о  пер-
спективности использования в  программах 
комплексного лечения кандидоза ротовой по-
лости топической антимикотической терапии 
препаратом Кандид.
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Вопрос об  эффективной терапии множе-
ственных папиллом кожи и  предупреждении 
рецидивов процесса является предметом ши-
рокой дискуссии среди дерматологов. Кож-
ные заболевания, как правило, протекают 
хронически, носят упорно-рецидивирующий 
характер, что определяет необходимость дли-
тельного или повторного лечения [1]. Широко 
используемые на  сегодняшний день деструк-
тивные методы лечения множественных па-
пиллом кожи, включающие механическое, 
физическое и  химическое удаление новооб-
разований не предупреждают развитие реци-
дивов, возникающих более чем у  половины 
пациентов в короткие сроки. Имеются сведе-
ния о  положительных результатах примене-
ния иммунотропных препаратов у пациентов 
с  папилломатозом слизистых оболочек [2]. 
Применение иммунокорригирующих препа-
ратов в комплексной терапии множественных 
папиллом кожи малоизучено.

Материалы и методы исследования: В ис-
следование включены 63 пациента с  мно-
жественными папилломами кожи, средний 
возраст составил 44,2±3,7 (исходная груп-
па). Диагноз верифицирован на  основании 
гистологического исследования. Всем паци-
ентам производилась деструкция элементов 
методом электрокоагуляции, далее методом 
простой рандомизации они были разделены 
на  2 равновеликие группы. В  первую (груп-

пу сравнения) вошли 32 человека, которым 
было произведено только механическое уда-
ление папиллом. Пациентам второй (основ-
ной) группы (31 пациент) сразу  же после 
деструкции элементов был назначен один 
курс препарата Амиксин (Тилорон)  – обла-
дающего противовирусным действием с им-
муномодулирующей активностью. Препарат 
назначался в дозе 125 мг/сут в течение пер-
вых 2 дней, затем по 125 мг через день в те-
чение 2 месяцев. Курсовая доза – 2,5 г. Оцен-
ку клинической эффективности проводили 
в режиме динамического мониторинга срока 
рецидивирования основного процесса. Кон-
трольными точками клинического наблю-
дения являлись 1 месяц, 3 месяц, 6 месяц 
и  12 месяц после окончания полного курса 
лечения. Материалом для исследования по-
служила венозная кровь, взятая натощак. 
Определение количества цитокинов TNF-α, 
INF-γ, антител к  INF-γ (пг/мл) проводили 
с  помощью тест-систем производства ЗАО 
«Вектор-Бест», г. Новосибирск. Статистиче-
ская обработка провоилась с  применением 
пакета прикладных программ Statistica for 
Windows vers. 6.0.

Результаты и обсуждение: Во время при-
ема препарата 8 человек (12,6%) отмечали 
диспепсические реакции со  стороны ЖКТ, 
не  требовавшие отмены препарата. В  груп-
пе пациентов, не  принимавших препарат 

КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ АМИКСИНА В ЛЕЧЕНИИ 

МНОЖЕСТВЕННЫХ ПАПИЛЛОМ КОЖИ

 Степанова О. В.,  Писклакова Т. П.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет, 
Челябинск, Россия

Применение Амиксина в комплексном лечении множественных папиллом кожи позво-
лило снизить частоту рецидивов процесса более чем у 80% пациентов. Уровни интерферо-
нов INF-γ и INF-α на фоне приема Амиксина увеличились соответственно в 2,3 и 2,1 раза 
в  сравнении с  исходными и  сопоставимы с  уровнем здоровых лиц, что свидетельствует 
о  нормализующем индуктивном действиии препарата в  отношении сбалансированной 
продукции интерферонов и позволяет использовать Амиксин в терапии множественных 
папиллом кожи.

Ключевые слова: множественные папилломы кожи, амиксин, рецидивы, интерфероны.
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Амиксин (группа сравнения), через 1 месяц 
после окончания полного курса рецидив за-
фиксирован у 1 пациента из 32 (3,1%), через 
3 месяца еще у  3 пациентов (9,37%), спустя 
6 и  12  месяцев наблюдения рецидивирова-
ние процесса отмечено еще у  5 и  7 человек 
(соответственно 15,6 и  21,8%). Из  группы 
пациентов получавших Амиксин в  составе 
комплексного лечения (основная группа) 
первый рецидив заболевания возник лишь 
спустя 6 месяцев (1 человек из 31, что соста-
вило 3,22%), через 12 месяцев после оконча-
ния приема Амиксина в курсовой дозе 2,5 г, 
рецидив заболевания возник еще у  2  па-
циентов (6,45%), что достоверно отлича-
лось от  группы сравнения (р=0,001). Таким 
образом, в  контрольной точке 12 месяцев 
в основной группе рецидив кожного процес-
са отмечен у 3 человек из 31, что составило 
9,67%, против 50% в группе, не получавшей 
Амиксин в  комплексном лечении. Этот по-
казатель достоверно отличался от  группы 
сравнения (р=0,002). Рецидивирование про-
цесса, как правило, происходило на  том  же 
кожном эпитопе, что и первичные элементы. 
В основной группе пациентов рецидивирова-
ние процесса происходило на уровне подмы-
шечных впадин (1 чел, 3,22%), на  коже шеи 
(1 чел, 3,22%) и  под молочными железами 
у женщин (1 чел, 3,22%). В группе сравнения 
отмечена политопность процесса и сочетан-
ное поражение кожных эпитопов: поражение 
подмышечных впадин отмечено у  5 паци-
ентов (15,6%), шеи – у  4 пациентов (12,5%), 
локализация элементов под молочными 
железами установлена у  2 человек (6,25%), 
на голове –у 1 пациента (3,12%), сочетанное 
расположение элементов на коже шеи и в об-
ласти подмышечных впадин обнаружено у 2 
человек (6,25%), поражение кожи под мо-
лочными железами, подмышечной области 
и  шеи зафиксировано у  1 пациента (3,12%). 
Среднее количество папиллом вновь поя-
вившихся при рецидивировании процесса 
и приходящееся на одного человека в группе 
получавших препарат Амиксин было досто-
верно меньшим в  сопоставлении с  группой 
сравнения. Оценка иммунологической эф-
фективности препарата Амиксин на  основе 
детекции в сыворотке крови уровней интер-
феронов альфа и гамма осуществлялась сра-
зу после окончания полного курса препарата 
Амиксин. Уровни интерферонов α и  γ у  па-

циентов группы сравнения, оставались прак-
тически идентичными с показателями исхо-
дной группы, однако, достоверно отличаясь 
от группы здоровых лиц (р=0,001) и пациен-
тов основной группы принимавших Амиксин 
в  терапии сопровождения (0,0001). Уровень 
INF-γ в  основной группе после лечения им-
муномодулятором вырос в  2,3 раза, уровень 
INF-α увеличился в 2,1 раза, что обусловлено 
индуктивным действием иммуномодулятора 
Амиксин в отношении продукции собствен-
ных интерферонов клетками-продуцентами. 
Следует отметить, что пациенты принимав-
шие Амиксин за  время приема препарата 
ни  разу не  отмечали рецидивирования ла-
биальной герпетической инфекции, острых 
респираторных вирусных заболеваний. Ко-
личество интерферонов после их индукции 
Амиксином в основной группе не имеет до-
стоверных отличий с группой здоровых лиц, 
что свидетельствует об  их сбалансирован-
ной продукции, предотвращающей развитие 
нежелательных побочных эффектов, свой-
ственных экзогенно введенным в  организм 
препаратов готовых интерферонов. Индук-
торы интерферона обладают рядом преиму-
ществ по отношению к готовым препаратам 
интерферонов: отсутствием антигенности, 
сбалансированным контролируемым синте-
зом интерферонов de novo, что предотвра-
щает побочные эффекты, которые наблю-
даются при передозировке интерферонов; 
однократное введение индукторов приво-
дит к  длительной продукции интерферонов 
в  терапевтических дозах. Степень прироста 
уровней эндогенных интерферонов гамма 
и  альфа в  основной группе пациентов, по-
лучавших Амиксин оказался значительно 
выше аналогичных уровней к  группе срав-
нения, показатели которой имели напротив, 
отрицательную динамику уровней интерфе-
ронов, что доказывает выраженный интер-
фероногенный эффект Амиксина, приме-
няемого в  комплексном лечении пациентов 
с множественными папилломами кожи.
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CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL EFFICACY IN THE TREATMENT 

OF MULTIPLE AMIKSIN SKIN PAPILLOMAS

Stepanova O. V., Pisklakova T. Р.

Medical University of South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia

Amiksin application in treatment of multiple skin papillomas possible to reduce the frequency of re-
lapses process more than 80% of patients. Levels of interferons INF-γ and INF-α in patients receiving 
Amiksin increased respectively by 2.3 and 2.1 times in comparison with the original and comparable to 
the level of healthy subjects, indicating that the normalizing inductive eff ect of the drug on a balanced 
production of interferons and allows the use of Amiksin in the treatment of multiple skin papillomas.

Key words: multiple skin papillomas, amiksin, relapses, interferons.

Необходимость в создании препаратов, об-
ладающих одновременно антибактериальным 
и репаративным эффектом, остается актуаль-
ной и сегодня. Заживление раны – это слож-
ный биологический процесс, включающий 
фазы воспаления, реэпителизации, образова-
ния грануляционной ткани и  реорганизации 
внеклеточного матрикса [4]. Одним из  важ-
нейших условий этого процесса является ней-
трализация и  элиминация патогенов, всегда 
проникающих в рану.

«Cellgel» – препарат, являющийся результа-
том сорбции на биополимере (гидроксиэтил-
целлюлоза) коктейля биологически активных 
молекул, продуцируемых клетками куриного 
эмбриона. Экспериментальные работы с  раз-

личными вариантами данного препарата, по-
казали, что он обладает антибактериальной 
и репаративной активностью. В последующем 
запатентованный препарат «Cellgel» (Патент 
№ 2011141622 от  13.10.2011) был исследован 
в условиях эксперимента.

Цель исследования  – изучить антибакте-
риальные свойства препарата «Cellgel» и  его 
влияние на  динамику заживления гнойной 
инфицированной раны.

Материалы и методы. Эксперимент выпол-
нен на  80 половозрелых кроликах  – самцах. 
Содержание и  экспериментальные процеду-
ры проводились в соответствии с правилами 
Совета Европейского сообщества (Директи-
ва 86/309/ЕЕС от 24.11.1986). Использовалась 

РЕГЕНЕРАТОРНО-РЕПАРАТИВНЫЕ 

И АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА ПРЕПАРАТА 

«CELLGEL» В ЭКСПЕРИМЕНТЕ
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Проблема лечения инфицированной раны не теряет своей актуальности и в настоящее 
время. Продолжается поиск средств. Основная проблема в том, чтобы применение препа-
рата было возможно и целесообразно в любую фазу раневого процесса. Препарат «Cellgel» 
позволяет решить эти проблемы, кроме того значительно ускоряет заживление раны без 
образования грубого рубца. Наличие антибактериального эффекта дает возможность ис-
пользовать его при условиях инфицированной раны.

Ключевые слова: лечение инфицированной раны, репарация, антибактериальный эф-
фект, препарат «Cellgel».
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модель инфицированной раны мягких тканей. 
(Патент № 2006122640 от  23.06.2006). Через 
3 суток некротический струп удаляли механи-
ческим путем и в рану вносили 500 тыс. КОЕ 
S. aureus. Лечение животных начинали через 
5  суток после формирования инфицирован-
ной раны мягких тканей.

Животные были разделены на  4 группы: 
экспериментальная группа и три группы кон-
троля (по 20 кролов в каждой). В каждой груп-
пе 1 раз в сутки выполняли перевязку с опре-
деленным для каждой группы лекарственным 
веществом.
1.  «Экспериментальная группа» на рану нано-

сили препарат «Cellgel».
2.   Группа «Контроль основы» на рану наноси-

ли только основу геля.
3.  Группа контроля «Традиционное лечение» 

лечение проводили в зависимости от фазы 
течения раневого процесса: в  фазу воспа-
ления применяли повязки с мазями на во-
дной основе, в фазу регенерации и эпители-
зации – с мазями на жировой основе.

4. Группа контроля «Без лечения».
На 1, 3, 5, 7, 10, 15 сутки оценивали размеры 

раневого дефекта, наличие отека, гиперемии, 
отделяемого из раны и его характер. В эти же 
сроки под местной анестезией выполняли би-
опсию раны через все слои на глубину до 1.8–
2.2 см. Материал фиксировали в 96% этиловом 
спирте, заливали в парафин и готовили гисто-
логические срезы, которые окрашивали гема-
токсилином Майера и эозином с последующим 
анализом морфологической картины [1, 2].

Антибактериальная активность оценива-
лась по  общепринятой методике «Определе-
ние чувствительности микробов к антибиоти-
кам методом диффузии в агар с применением 
бумажных дисков» [3].

Результаты исследования. Получены сле-
дующие результаты:

Диаметры зон подавления роста S. aureus 
155 препаратом «Cellgel», (32,7±2,1 мм) досто-
верно больше «Гентамицина сульфата» (23,1± 
1,8мм соответственно). Гель также обладает 
высокой активностью в отношении E. сoli 2290 
и B. cereus Jp 5832.

У всех животных были сформированы раны 
неправильно округлой формы 3.9-4.1 см в диа-
метре. Глубина раневого дефекта достигает 
2 см. Вокруг раны очаг инфильтрации до 3.5 см 
в  диаметре. Стенки раны гиперемированы, 
плотные, спаяны с  окружающими тканями, 

дно покрыто плотным налетом фибрина, вы-
деляется до 2-3 мл гнойного отделяемого беле-
соватого цвета тестоватой консистенции.

При гистологическом исследовании опре-
деляются очаги некроза в  соединительной 
и мышечной ткани, расширение кровеносных 
сосудов со  стазом крови, экссудация лейко-
цитов. Сосочковый слой дермы имеет четкое 
разграничение на слои: с выраженной клеточ-
ной инфильтрацией, представленной моноци-
тами, единичными макрофагами и рыхлой со-
единительной тканью с большим количеством 
фиброцитов, единичными фибробластами, 
единичными моноцитами, плазмоцитами.

На 1 сутки в  экспериментальной группе 
раневой дефект сохраняет свои размеры (4± 
0.5  см в  диаметре). Вокруг раны сохраняет-
ся умеренная гиперемия кожи, стенки раны 
мягкие при пальпации, дно раны покрыто на-
летом фибрина, гноя нет. На  3 сутки наблю-
дается уменьшение размеров дефекта ткани 
до 0.2-0.3 мм в диаметре, рана покрыта стру-
пом бледно – серого цвета, вокруг располага-
ется очаг эпителизации до 2.5-3.0 мм в диаме-
тре. Гиперемия и инфильтрация вокруг раны 
не определяется. При гистологическом иссле-
довании в  ране определяется рыхлая соеди-
нительная ткань с небольшой лейкоцитарной 
инфильтрацией, единичными укрупненными 
фибробластами, лимфоцитами, плазмоци-
тами, эозинофилами и  моноцитами. Очаги 
пролиферации эндотелия сосудов без про-
света, с многорядностью расположения ядер. 
На 5 сутки дефект кожи отсутствует, опреде-
ляется очаг эпителизации до  2  см в  диаме-
тре. Микроскопически поверхность покрыта 
многослойным плоским эпителием, подэпите-
лиально определяется лимфоплазмоцитарная 
инфильтрация.

На 10-15 сутки эксперимента констатиро-
вана полная эпителизация раневого дефекта 
с его оволосением. Гистологически отмечается 
пролиферативная активность клеток фибро-
бластического ряда, трубчатая пролиферация 
фибробластов и эндотелия сосудов. В подкож-
ной клетчатке определяются неповрежденные 
нервные стволики, что соответствует гистоло-
гической картине эпителизации раны с сохра-
нением всех функционирующих структур.

Во всех группах контроля на 1 сутки раны 
сохраняют свои размеры. При этом стенки ран 
сохраняют свою плотность, спаяны с  окру-
жающими тканями, вокруг раны сохраняется 
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плотный инфильтрат, при механическом воз-
действии из раны выделяется гной, дно раны 
покрыто гнойной пленкой.

У животных 2 группы раны сохраняют свои 
размеры до  10 суток эксперимента, рана по-
крыта налетом фибрина, края и стенки раны 
плотные. При гистологическом исследовании 
определяется отек, лимфогистиоцитарная ин-
фильтрация и дистрофически-дегенеративные 
изменения подкожной клетчатки, мышечного 
слоя. Закрытие раневого дефекта 22-25 суткам 
эксперимента не происходит.

В группе 3 в  течение раневого процесса 
прослеживаются все фазы: экссудации, про-
лиферации и регенерации. Закрытие раневого 
дефекта происходит к 20-25 суткам с форми-
рованием грубого соединительно  – тканного 
рубца, гистологически в  эти сроки сохраня-
ются дистрофически- дегенеративные измене-
ния подкожной клетчатки и мышц, дегенера-
тивные изменения нервных стволиков.

В группе 4 у 5 животных на 5-10 сутки разви-
лась флегмона подкожной клетчатки, что при-
вело к гибели животных. У оставшихся живот-
ных мы не смогли добиться закрытия раневого 
дефекта к 25-30 суткам эксперимента, и живот-
ные были выведены из эксперимента.

На наш взгляд, значительное (в 5 раз) уско-
рение очищения раны в  первую фазу ране-
вого процесса в  экспериментальной группе 
по  сравнению с  группами контроля, а  также 
эпителизация раны без образования соеди-
нительнотканного рубца с  восстановлением 
функции поврежденного участка (рост воло-
сяного покрова) характеризуют потенцирова-
ние препаратом «Цельгель» механизмов физи-
ологической репаративной регенерации.

Клинический эффект применения препара-
та «Цельгель» позволяет сделать вывод о  его 
потенцирующем влиянии на течение процес-
сов репаративной регенерации.
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REGENERATIVE AND REPARATIVE ANTIBACTERIAL 

CHARACTERISTICS OF THE DRUG «CELLGEL» IN EXPERIMENT

Sukhovey J. G.1, Kostolomova E. G.1, Tsyryateva S. B.2, 

Argunova G. A.2, Unger I. G.1, Goltsov S. V.1

1Scientifi c production Association «Tyumen Cryo Bank»; 2Tyumen State 
Medical Academy, Tyumen, Russia

Th e problem of treatment of infected wounds does not lose its relevance in the present time. Th e 
means are continued being searched for. Th e main problem is to develop such a drug that will be eff ective 
and rational at any phase of wound healing. Th e drug “Cellgel” allows to solve these problems, in addition 
it signifi cantly accelerates wound healing without the formation of rough scar. Th e antibacterial eff ect 
gives the opportunity to use it for curing the infected wounds.
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) является 
одной из  наиболее значимых проблем совре-
менного здравоохранения. Первичная травма 
мозга может быть вызвана множеством спо-
собов, среди которых и ушиб мозга, и сжатие/
растяжение тканей. Последствия ЧМТ различ-
ны: изменения личности, когнитивных спо-
собностей, нарушения функций двигательной 
и иммунной систем [1, 2, 3]. 

Целью настоящей работы явилось изуче-
ние изменений показателей активности им-
мунной системы и  иммунной системы мозга 
крыс, а  также когнитивных функций живот-
ных после экспериментальной ЧМТ и  воз-
можности коррекции выявленных нарушений 
препаратом нуклеотидной природы Деринат.

Работа выполнена на крысах-самцах породы 
Wistar. В качестве модели механической травмы 
головного мозга использовали модель «падаю-
щего груза» (3). Перед нанесением травмы жи-
вотные получали СО2 наркоз. Активность им-
мунной системы анализировали по изменению 
цитотоксической и  пролиферативной актив-
ности спленоцитов методом флюориметрии, 
изменение уровня экспрессии гена цитокина 
ТНФ-α в гипоталамусе и коре головного мозга 
в опытах in vitro и in vivo методом РВ-ПЦР, экс-
прессия кальций-связывающего белка Iba-1  – 
методом иммуногистохимического окрашива-
ния. Изменение когнитивных функций мозга 

показано в водном лабиринте Морриса Данные 
траектории движения получены автоматиче-
ски с использованием программного обеспече-
ния VideoMot2 (TSE Systems, Germany). Дери-
нат вводили внутрибрюшинно в дозе 10 мг/ кг 
массы в 0,5 мл физраствора. Контрольные жи-
вотные получали 0,5 мл физраствора.

Показано что степень экспрессии гена ци-
токина TNF-α в  культуре клеток первичной 
микроглии не изменялась под действием АТФ 
в физиологической концентрации 50 мкМ. Од-
нако добавление АТФ в концентрации 1 мМ, со-
ответствующей концентрации АТФ во внекле-
точном пространстве при ЧМТ, значительно 
увеличивало экспрессию гена TNF-α в культуре 
клеток первичной микроглии. В экспериментах 
in vivo был проведен сравнительный анализ из-
менения степени экспрессии гена TNF-α в ги-
поталамусе и коре головного мозга крыс после 
экспериментальной ЧМТ. В гипоталамусе мозга 
степень экспрессии этого гена достоверно по-
вышалась на первые сутки и постепенно сни-
жалась, достигая величины этого показателя 
у контрольных животных лишь к 14-м суткам. 
В коре головного мозга – в области мозга непо-
средственно страдающей от механической уда-
ра, степень экспрессии гена TNF-α снижалась 
в  первый день, однако уже к  7-му дню повы-
шалась, достигая уровня экспрессии гена этого 
цитокина у контрольных животных.

АКТИВНОСТЬ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ 

И ЧЕРЕПНО-МОЗГОВАЯ ТРАВМА: НАРУШЕНИЯ 

И ПОДХОДЫ К КОРРЕКЦИИ

 Филатенкова Т. А.,  Дмитриенко Е. В.,  Шанин С. Н., 

 Фомичева Е. Е.

Федеральное Государственное Бюджетное Научное Учреждение «Институт 
Экспериментальной Медицины», Санкт-Петербург, Россия

Исследовали изменение показателей активности иммунной системы и  когнитивных 
функций крыс после экспериментальной ЧМТ. В  качестве модели ЧМТ использовали 
модель «падающего груза». Показано, что ЧМТ вызывала активацию клеток микроглии, 
значительно увеличивала экспрессию гена TNF-α в культуре микроглии, Цитотоксическая 
и пролиферативная активности лимфоцитов, увеличены у животных после ЧМТ, наруше-
на пространственная память. Внутрибрюшинное введение Дерината приводило к норма-
лизации практически всех исследованных защитных реакций.

Ключевые слова: ЧМТ, иммунная система, иммунная система мозга.
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Активированная микроглия интенсивно 
экспрессирует кальций-связывающий белок 
(ионизирующая кальций-связывающая адап-
терная молекула 1, Iba-1) (5). ЧМТ вызывала 
активацию клеток микроглии в коре головного 
мозга крыс на 7-е сутки, что выразилось повы-
шением степени экспрессии Iba-1, в  то  время 
как на  14-е сутки интенсивность экспрессии 
этого белка снижалась по сравнению с этим по-
казателем у контрольных животных, что свиде-
тельствует об изменении активности микрогли-
альных клеток в посттравматический период.

Модель ЧМТ приводила к стимуляции ци-
тотоксической активности спленоцитов на 3-и 
сутки после травмирующего воздействия 
и оставалась повышенной в течение 14-днев-
ного периода наблюдения. Также после нане-
сения экспериментальной ЧМТ в течение все-
го посттравматического периода наблюдалось 
повышение интенсивности пролиферации 
спленоцитов в  ответ на  сочетанное действие 
IL-1β и Кон А.

Анализ наиболее характерных траекторий 
движения крыс в  водном лабиринте Морриса 
на 7-е сутки после ЧМТ, показал, что у живот-
ных существенно нарушена пространствен-
ная память, о  чем свидетельствовало умень-
шение времени (в  процентном соотношении), 
проведенного в  секторе интереса, по  сравне-
нию с  контрольными животными (Р<0,05), 
время, требуемое для достижения сектора-
платформы, увеличено. После нанесения 
ЧМТ было выявлено изменение показателей 
защитных функций организма на  системном 
и клеточно-молекулярном уровнях, что свиде-
тельствует о  нарушениях функций иммунной 
системы. Анализ этих изменений показал, что 
некоторые защитные реакции восстанавлива-
ются в течение периода наблюдения (14 дней), 
другие – нет. Для индукции восстановления за-
щитных функций организма, был использован 
препарат нуклеотидной природы – Деринат.

Внутрибрюшинное введение Дерината 
приводило к нормализации практически всех 
исследованных защитных реакций, эти изме-
нения достоверны по сравнению с теми же по-
казателями у животных контрольной группы 
с  ЧМТ, получавших физраствор. Так, цито-
токсическая и  пролиферативная активности, 
значительно увеличенные у  травмированных 
животных, под влиянием Дерината норма-
лизовались, т. е. курсовое введение Дерината 
предотвращало длительную излишнюю сти-

муляцию клеток иммунной системы. Введе-
ние препарата нуклеотидной природы крысам 
вызывало повышенную активацию клеток 
микроглии по сравнению с уровнем их акти-
вации после ЧМТ у животных, не получавших 
Деринат как на  7-й, так и  на  14-й день. По-
скольку, клетки микроглии при нейротравме 
могут экспрессировать и  продуцировать как 
нейропротекторные, так и  нейротоксичные 
медиаторы  – это может иметь протектив-
ное значение для клеток головного мозга. (4) 
У  животных после ЧМТ степень экспрессии 
гена фактора некроза опухолей α (TNF-α), 
м под влиянием сочетанного действия АТФ 
и  препарата нуклеотидной природы в  обеих 
концентрациях150 мкг и  1,5 мкг восстанав-
ливалась до  базального уровня. В  опытах in 
vivo введение Дерината существенно снижало 
этот показатель в гипоталамусе уже на первый 
день после нанесения травмы, а в коре голов-
ного мозга, наоборот, повышало, практически 
нормализуя его. Также курсовое введение Де-
рината восстанавливало до исходного уровня 
все нарушенные показатели пространствен-
ной памяти. Таким образом, в настоящей ра-
боте была показана комплексная активация 
периферической иммунной системы и  им-
мунной системы мозга. Как унетение обеих 
систем, так и  их излишняя активация могут 
привести к нежелательным последствиям для 
всего организма после перенесенной травмы. 
Возможность медикаментозно нормализовать 
активность этих систем имеет важное значе-
ние для предотвращения развития вторичных 
неврологических и иммунных патологий. Как 
известно, препарат нуклеотидной природы 
Деринат осуществляет свое действие через пу-
ринергические Р2 рецепторы, эспрессирован-
ные на поверхности различных клеток, в том 
числе клеток иммунной и  нервных систем, 
чем, по-видимому, и обусловлен терапевтиче-
ский эффект Дерината после ЧМТ.
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ACTIVITY OF IMMUNE SYSTEM AND TRAUMATIC BRAIN INJURY: 

DISTURBANCE AND WAYS FOR ITS CORRECTION

Filatenkova T. A., Dmitrienko E. V., Shanin S. N., Fomicheva E. E.

Federal State Budgetary Scientifi c Institution “Institute of Experimental Medicine”(FSBSI “IEM”), 
Saint-Petersburg, Russia

Changes of immune system’s activity and cognitive functions of rats were researched aft er TBI. As a 
model of TBI the “weight-drop” model was used. TBI caused the activation of microglial cells, increased 
the expression of TNF-α in microglial cell culture. Cytotoxicity and proliferating activity of lymphocytes 
of rats with TBI were increased; cognitive functions also were disturbed. Introperitoneal injection of De-
rinat caused normalization practical all of protective functions.

Key words: TBI, immune system, immune system of brain.

Актуальность. Цереброваскулярные рас-
стройства представляют собой одно из наиболее 
распространенных патологических состояний 
в  неврологической практике. Недостаточность 
мозгового кровообращения закономерно воз-
никает при атеросклерозе магистральных арте-
рий головы, гипертонической болезни и  иных 
заболеваниях сердечно-сосудистой системы 
[1,  4]. Одно из  центральных мест в  изучении 
цереброваскулярной патологии занимает про-
блема лечения больных с хронической ишемией 
головного мозга (ХИМ), в клинической картине 
которой основную роль играют прогрессирую-
щие когнитивные нарушения. Иммунное воспа-

ление и нарушение липидного обмена приводят 
к  необратимому повреждению фосфолипид-
ных мембранных комплексов и  деструктивно-
му процессу в нейроглии, что является одной 
из причин клинических проявлений ХИМ. Это 
диктует необходимость оптимизации лечения 
таких больных применением наиболее эффек-
тивных сочетаний ноотропных и  антиокси-
дантных препаратов [2, 3, 5].

Цель работы. Установление иммунных на-
рушений и  выявление эффективности ис-
пользования фармакотерапии, включающей 
комбинацию препаратов ноотропного и анти-
оксидантного действия у пациентов с ХИМ.

ИММУННЫЙ СТАТУС ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИИ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА: КОРРЕКЦИЯ НАРУШЕНИЙ

 Шульгинова А. А.1,  Караулов А. В.2,  Конопля А. И.1

1ГБОУ ВПО Курский государственный медицинский университет, Курск; 
2ГБОУ ВПО Первый Московский государственный медицинский университет 

им. И. М. Сеченова, Москва, Россия

У больных с хронической ишемией мозга на фоне гипертонической болезни II стадии до на-
чала стандартного лечения в плазме крови установлено значительное повышение концентра-
ции цитокинов: ИНФ-γ, ИЛ-2, ИЛ-17, провоспалительных (ФНО, ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-18) 
с одновременным повышением противовоспалительных ИЛ-4 и ИЛ-10 при неизмененном 
содержании РАИЛ. Кроме этого, выявлено повышение уровня С5, С5а, снижение содержания 
С3, С4-компонентов системы комплемента и  всех исследованных классов иммуноглобули-
нов (IgM, IgG, IgA) при неизмененной концентрации, по сравнению с контрольной группой, 
фактора Н, С1-ингибитора и С3а компонента. Наибольшей клинико-иммунологической эф-
фективностью в отношении выявленных клинических и лабораторных нарушений обладает 
сочетание актовегин и церетон, наименьшей – применение церебролизина и мексидола, про-
межуточной – использование эмоксипина и пирацетама.

Ключевые слова: иммунный статус, хроническая ишемия головного мозга.
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Используемые методы. Анализу подвергну-
ты результаты лечения 57 пациентов со II ста-
дией ХИМ на  фоне гипертонической болезни 
II стадии, которые были поделены на  3 груп-
пы, получавшие комплексную базовую и  до-
полнительную терапию парными сочетаниями 
ноотропных и  антиоксидантных препаратов. 
Иммунные нарушения оценивали по  уровню 
в плазме крови цитокинов (ФНО, ИЛ-1β, ИЛ-6, 
ИЛ-8, ИЛ-18, ИЛ-4, ИЛ-10, рецепторного ан-
тагониста ИЛ-1 (РАИЛ), ИНФγ, ИЛ-2, ИЛ-17), 
компонентов комплемента (С3, С3а, С4, С5, С5а), 
ее ингибиторов (фактора Н, С1-ингибитора), 
иммуноглобулинов классов M, G, A.

Основные результаты. До начала лечения 
в плазме крови больных ХИМ установлено зна-
чительное повышение концентрации цитоки-
нов: ИНФγ, ИЛ-2, ИЛ-17, провоспалительных 
(ФНО, ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-18) с  одновре-
менным повышением противовоспалительных 
ИЛ-4 и  ИЛ-10 при неизмененном содержании 
РАИЛ. Также выявлено повышение уровня С5, 
С5а, снижение содержания С3, С4-компонентов 
системы комплемента и  всех исследованных 
классов иммуноглобулинов (IgM, IgG, IgA) 
при неизмененной концентрации, по  сравне-
нию с  контрольной группой, фактора Н, С1-
ингибитора и С3а компонента. Введение в схему 
лечения церебролизина и мексидола нормали-
зовало уровень С3, С4-компонентов компле-
мента и  IgG, снижало концентрацию ФНО, 
ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-18, ИФ-γ, ИЛ-2, ИЛ-17, 
С5-компонента комплемента, повышало содер-
жание IgA, ИЛ-10 и РАИЛ. При использовании 
эмоксипина и  пирацетама отмечена нормали-
зация уровня ИЛ-17, С3, С4-компонентов ком-
племента и  IgG, коррекция содержания ФНО, 

ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-18, ИНФγ, ИЛ-2, С5, 
С5а-компонентов комплемента, IgA и М, повы-
шение концентрации противовоспалительных 
цитокинов ИЛ-4, ИЛ-10, РАИЛ, С1-ингибитора 
и  фактора Н, активность каталазы. Аналогич-
ные, но более выраженные корригирующие эф-
фекты на показатели иммунного статуса оказы-
вала комбинация актовегин и церетон.

На основании исследования пациентов 
с ХИМ при поступлении в клинику изменения 
иммунных показателей прямо или косвенно 
свидетельствует о  наличии иммунного воспа-
ления. Наибольшей эффективностью обладает 
сочетание актовегин и церетон, наименьшей – 
применение церебролизина и  мексидола, про-
межуточной – использование эмоксипина и пи-
рацетама. Сравнивая результаты лабораторных 
изменений на фоне различных схем фармакоте-
рапии с  клиническими данными, установлено 
их совпадение. Своевременно начатое лечение, 
особенно использование сочетания актовеги-
на и церетона, может на долгие годы сохранить 
профессиональную, социальную и  бытовую 
адаптацию больных ХИМ, улучшить прогноз 
в отношении продолжительности жизни.
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THE IMMUNE STATUS AT THE CHRONIC ISCHEMIA 

OF THE BRAIN: CORRECTION OF DISTURBANCES

Shulginova A. A.1, Karaulov A. V.2, Konoplya A. I.1

1Kursk state medical university, Kursk; Russia

At patients with a chronic ischemia of a brain against an idiopathic hypertensia of the II stage prior to 
standard treatment in a blood plasma substantial increase of concentration of cytokines is established: INFγ, 
IL-2, IL-17, pro-infl ammatory (FNO, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18) with simultaneous rising of antiinfl ammatory 
IL-4 and IL-10 at not changed maintenance of RAIL. Besides, rising of the C5 level, C5a, depression of the 
maintenance of C3, C4 components of system of a complement and all studied classes of immunoglobulins is 
taped (IgM, IgG, IgA) at not changed concentration, in comparison with control group, a H factor, C1 inhibi-
tor and C3a a component. Th e greatest clinic and immunologic effi  ciency concerning the taped clinical and 
laboratory disturbances the combination Aktovegin and Cereton, the smallest – application of Cerebrolysi-
num and Meksidol, intermediate – use of an Emoksipin and Pyracetamum possesses.

Keywords: chronic ischemia of a brain, immune disturbances.
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Известно, что в  сложном механизме раз-
вития сахарного диабета (СД) и  1-го и  2-го 
типов участвуют как клеточные, так и  гу-
моральные звенья иммунитета. На  данный 
момент клиническая эффективность лече-
ния СД, зачастую, достигается комбиниро-
ванным применением гипогликемических 
препаратов, имеющих разный механизм дей-
ствия, а также комбинациями антидиабети-
ческих средств с  препаратами других фар-
макологических групп, влияющих на разные 
звенья патогенеза заболевания. Особый ин-
терес может представлять комбинированное 
применение гипогликемических соедине-
ний с  иммунокоррегирующими средствами. 
Перспективность подобной терапии связана 
с  возможностью влияния иммунокорректо-
ров на  иммунопатологические процессы за-
болевания [1].

Ранее нами был получен оксованадиевый 
комплекс (ОВК)  – бис[3-(4-хлорфенил)-1- 
(4-ме тилфенил)карбоксамидо-1,3-пропан-
дионато]оксованадий, у которого были обна-
ружены гипогликемические и иммунотропные 
свойства [2, 3]. Представляло интерес изучить 
влияние комбинированного применения ОВК 
с иммунокорректорами – пидотимодом (Иму-
норикс®), глюкозаминилмурамилдипептидом 
(Ликопид®) на уровень глюкозы при аллоксан-
индуцированном сахарном диабете.

Цель работы  – изучение гипогликемиче-
ской активности комбинированного примене-
ния бис [3-(4-хлорфенил)-1-(4-метилфенил) 

карбоксамидо-1,3-пропандионато]оксована-
дия с Ликопидом® и Имунориксом®.

Материалы и  методы. Экспериментальную 
гипергликемию моделировали внутрибрюшин-
ным введением аллоксана тригидрата («Alfa 
Aesar®») в  дозе 170  мг/кг [4]. Эксперименту 
подвергали животных, у которых развивалась 
острая гипергликемия через 72 часа после вве-
дения диабетогена. Критерием включения жи-
вотных в эксперимент служил уровень глюкозы 
в крови в пределах 15-19 ммоль/л. ОВК вводили 
в виде взвеси в 2% крахмальном растворе в дозе 
25 и 50 мг/кг, пидотимод и глюкозаминилмура-
милдипептид вводили в виде водных растворов 
в дозах, обеспечивающих проявление иммуно-
модулирующего эффекта, – 11 мг/ кг и 0,14 мг/ кг 
соответственно. При комбинированном при-
менении хелата с  иммунорректорами ОВК 
вводили в дозе, равной половине изначальной 
скрининговой дозы (0,25 мг/кг).

Концентрацию глюкозы в крови животных 
определяли глюкозооксидазным методом через 
30 и  120 минут после введения исследуемых 
веществ. Степень гипогликемической актив-
ности соединений сравнивали с  активностью 
субстанции-порошка метформина гидрохло-
рида (ОАО «Фармакон») в дозе 50 мг/кг.

Результаты обработаны статистически с ис-
пользованием парного t-критерия Стьюден-
та при помощи программ Windows XP (Excel) 
с предварительной проверкой выборки на нор-
мальность распределения. Результаты пред-
ставлены в  виде М±m (М  – среднее значение, 

ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОСТИ КОМБИНИРОВАННОГО 

ПРИМЕНЕНИЯ БИС [3- (4-ХЛОРФЕНИЛ)-1- (4-МЕТИЛ-

ФЕНИЛ)КАРБОКСАМИДО-1,3-ПРОПАНДИОНАТО] 

ОКСОВАНАДИЯ С ИММУНОКОРРЕКТОРАМИ

 Юшкова Т. А.,  Краснова А. И.,  Пулина Н. А.

ГБОУ ВПО «Пермская государственная фармацевтическая академия» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации, Пермь, Россия

Изучена гипогликемическая активность комбинированного применения бис[3- (4-хлор-
фенил)-1-(4-метилфенил)карбоксамидо-1,3-пропандионато] оксованадия с  Ликопидом® 
и Имунориксом® в сравнении с метформином. Выявлено потенцирование сахароснижаю-
щего эффекта при введении оксованадиевого комплекса с Имунориксом.

Ключевые слова: гипогликемическая активность, оксованадиевый комплекс, Ликопид, 
Имунорикс.
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m  – средняя арифметическая ошибка). Разли-
чия считали достоверными при уровне р < 0,05.

Результаты и обсуждение. Для оценки воз-
можности потенцирования сахароснижающего 
эффекта исследуемого металлокомплекса ОВК 
при комбинированном применении с иммуно-
корректорами, нами предварительно была изу-
чена гипогликемическая активность Ликопида® 
и Имунорикса®. Изучение иммунокорригирую-
щих средств при монотерапии показало, что 
Ликопид не оказывал достоверного гипоглике-
мического действия у  крыс с  эксперименталь-
ным СД, а Имунорикс проявил гипогликемиче-
скую активность слабой степени выраженности 
на 2-м часе наблюдения – процент торможения 
гипергликемии составил 20,8±2,1 (Р<0,05).

Результаты предварительного изучения 
антидиабетических эффектов иммунокоррек-
торов показали безопасность их применения 
для комбинации с  ОВК, ввиду отсутствия 
предпосылок развития ярко выраженных ги-
погликемических состояний при комбиниро-
ванном приеме. Учитывая результаты пред-
варительного изучения антидиабетических 
эффектов иммунокорректоров при моноте-
рапии, нами было выдвинуто предположение, 
что применение комбинации высокоактивно-
го гипогликемического хелата ОВК с иммуно-
корректорами даст возможность снизить дозу 
органического вещества без ухудшения пока-
зателей гликемии.

Исследования показали, что в случае комби-
нирования ОВК (в дозе равной ½ скрининго-
вой дозировки) с Ликопидом (в дозе 0,14 мг/ кг) 
гипогликемическое действие комбинации 
проявлялось только на  2-м часе наблюдения. 
Процент торможения гипергликемии соста-
вил 37,9±3,1 (Р<0,05). При этом, по выражен-
ности эффекта комбинация не  превосходила 
активность ОВК в  дозах 25  мг/кг и  50  мг/кг, 

а  также эффекта субстанции антидиабетиче-
ского препарата – метформина.

При введении ОВК в комбинации с Имуно-
риксом был отмечен достоверный гипоглике-
мический эффект, причем по  выраженности 
гипогликемического действия указанная ком-
бинация в  1,8–2,6 раза (Р<0,05) превосходи-
ла эффект металлокомплекса в дозе 25 мг/ кг, 
в  1,1  раза (Р<0,05)  – эффект данного хелата 
в  дозе 50  мг/кг, а  также эффект метформи-
на  – в  1,1–1,4 раза (Р<0,05). Степень сниже-
ния уровня глюкозы составила 50,1±4,2% 
и  74,4±5,1% на  30 минутах и  2-м часе опыта 
соответственно.

Таким образом, наиболее выраженный эф-
фект потенцирования гипогликемической ак-
тивности наблюдался при комбинировании 
ОВК и  пидотимода (Имунорикса®). Получен-
ные результаты подтверждают целесообраз-
ность включения иммунокорректоров в  ком-
бинированную терапию СД. Это обуславливает 
необходимость дальнейших углубленных ис-
следований высокоактивного металлоком-
плекса бис[3-(4-хлорфенил)-1-(4-метилфенил) 
карбоксамидо-1,3-пропандионато]оксована-
дия, а  также его композиции с  Имунориксом, 
с  целью создания эффективных и  безопасных 
антидиабетических средств.
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ASSESSMENT OF POSSIBILITY OF THE COMBINED USE OF BIS[3-(4- 

(CHLORPHENYL)-1-(4-METHYLPHENYL) CARBOXAMIDO-1,3-PROPAN-

DIONATO]OXOVANADIUM WITH IMMUNOCORRECTORS

Yushkova T. A., Krasnova A. I., Pulina N. A.

Perm state pharmaceutical academy, Perm, Russia

Нypoglycemic activity of the combined use of bis[3-(4-(chlorphenyl)-1-(4-methylphenyl)carboxamido-
1,3-propandionato]oxovanadium with Licopid® and Imunorix® compared to metformin was studied. Poten-
tiation of hypoglycemic eff ect on administering a complex of oxovanadium with Imunorix was revealed.

Key words: hypoglycemic activity, complex of oxovanadium, Imunorix®, Licopid®.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 53

Введение. Среди веществ органического 
синтеза особое место занимают производные 
3-пирролин-2-онов, проявляющие различные 
виды биологической активности, и относящи-
еся к  классу нетоксичных веществ [1, 2]. Как 
было показано ранее, данный ряд соедине-
ний является перспективным и  в  исследова-
нии на иммунобиологическую активность [5]. 
В  продолжение изучения иммунобиологиче-
ской активности данного ряда соединений, 
нами были взяты новые вещества: РАН-42 
и  ГКН-593, проявляющие противовоспали-
тельную активность, и  ММ-4, ММ-12, обла-
дающие анальгетической активностью [4].

Целью настоящей работы явилось изуче-
ние соединений РАН-42, ГКН-593, ММ-4, 
ММ-12 на  фагоцитарную активность лейко-
цитов периферической крови крыс.

Материалы и  методы. Эксперимент в  си-
стеме in vivo проведен на  белых нелинейных 
половозрелых крысах массой 180-200 г. Все 
исследования проводились в  соответствии 
с  международным соглашением об  экспери-
ментах на  животных. Исследуемые вещества 
(РАН-42, ГКН-593, ММ-4, ММ-12) вводили 
животным внутрибрюшинно в дозе 100 мг/ кг 
в  2% крахмальной слизи. Образцы крови за-
бирали из сосудов хвоста до введения иссле-
дуемых веществ (контроль), а  также через 
1  час после введения вещества. Для опреде-
ления фагоцитарной активности лейкоцитов 
периферической крови за основу брали метод 
В. Н. Каплина в модификации [3].

Полученные данные обрабатывали мето-
дами математической статистики с  помощью 
t-критерия Стьюдента.

Результаты. В результате проведенных ис-
следований установлено, что исследуемые со-
единения ММ-12 и РАН-42 изменяли суммар-
ную фагоцитарную активность лейкоцитов 
периферической крови крыс по  таким пока-
зателям, как фагоцитарное число (количество 
объектов фагоцитоза, приходящееся на фаго-
цит) и процент фагоцитоза (количество клеток, 
захватившие объекты фагоцитоза). Вещество 
ММ-12 приводило к угнетению фагоцитарной 
активности лейкоцитов по такому показателю 
как процент фагоцитоза, а вещество РАН-42, 
напротив, оказывало стимулирующее влия-
ние на фагоцитарную активность лейкоцитов 
по обоим показателям.

При дифференцированном анализе изме-
нений фагоцитарной активности лейкоци-
тов, выявлено преимущественное влияние 
исследуемых соединений на  изменения ней-
трофильного и  моноцитарного фагоцитоза. 
Влияние преимущественно на  фагоцитарную 
активность нейтрофилов оказывали соедине-
ния ММ-4, РАН-42. На фоне введения ММ-4 
отмечено стимуляция нейтрофильного фа-
гоцитоза по  такому показателю, как процент 
фагоцитоза. Соединение РАН-42 приводило 
к  стимуляции нейтрофильного фагоцитоза 
по обоим исследуемым показателям. Преиму-
щественное изменение фагоцитарной актив-
ности моноцитов крови отмечено на фоне вве-

ПРОИЗВОДНЫЕ 3-ПИРРОЛИН-2-ОНОВ В РЕГУЛЯЦИИ 
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ГБОУ ВПО “Пермская государственная фармацевтическая академия” 
Пермь, Россия

Среди веществ органического синтеза особое место занимают производные 3-пирролин-
2-онов, проявляющие различные виды биологической активности, а  также являющиеся 
перспективными в исследовании на иммунобиологическую активность. Установлено, что 
исследуемые соединения РАН-42, ГКН-593, ММ-4, ММ-12 проявляли разнонаправленное 
действие на фагоцитарную активность лейкоцитов периферической крови крыс: вещества 
ММ-4 и РАН-42 главным образом стимулировали поглотительную активность лейкоци-
тов, вещества ММ-12 и ГКН-593 оказывали преимущественно угнетающее действие.

Ключевые слова: фагоцитоз, 3-пирролин-2-онов, иммунобиологическая активность.
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дения таких веществ, как ММ-12 и  ГКН-593. 
Оба соединения приводили к снижению фаго-
цитарной активности моноцитов перифериче-
ской крови крыс: ММ-12 по обоим изучаемым 
показателям, ГКН-593 вызывало снижение 
процента моноцитарного фагоцитоза. На  из-
менения поглотительной активности эози-
нофилов исследуемые соединения влияния 
не оказывали.

Заключение. Таким образом, исследуемые 
соединения РАН-42, ГКН-593, ММ-4, ММ-12 
проявляли разнонаправленное действие 
на фагоцитарную активность лейкоцитов пе-
риферической крови крыс: вещества ММ-4 
и  РАН-42 главным образом стимулировали 
поглотительную активность лейкоцитов, ве-

щества ММ-12 и ГКН-593 оказывали преиму-
щественно угнетающее действие.
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3-PYRROLINE-2-ONES IN REGULATION 

OF PHAGOCYTIC ACTIVITY OF LEUKOCYTES

Gein O. N., Gein V. L.

Perm State Pharmaceutical Academy, Perm, Russia

Among the substances of organic synthesis occupy a special place derivatives of 3-pyrroline-2-ones that 
exhibit diff erent biological activities, and are prospective study on the immunological activity. It was found 
that the tested compounds RAN-42, GKN-593, MM-4, MM-12 showed diff erent eff ect on the phagocytic 
activity of peripheral blood leukocytes of rats: a substance MM-4 and RAN-42 is mainly stimulated sinking 
activity of leukocytes, substance MM –12 and GKN-593 provided mostly depressing eff ect.

Key words: phagocytosis, 3-pyrroline-2-ones, immunobiological activity.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫХ 

СОЕДИНЕНИЙ, ИНГИБИРУЮЩИХ АКТИВАЦИЮ 

ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ИНТЕРЛЕЙКИНА IL-36γ

 Белоцерковская Е. В.,  Сура-Труэба С.,  Давидович П. Б.,  Мартин Ш.

Санкт-Петербургский государственный технологический институт 
(Технический университет), Санкт-Петербург, Россия

Интерлейкины группы IL-36 (IL-36α, IL-36β, IL-36γ и IL-36Ra) являются представителя-
ми семейства IL-1. Цитокин IL-36γ играет важную роль в патогенезе псориаза, в результате 
его активации с участием эластазы нейтрофилов. В этой связи поиск низкомолекулярных 
ингибиторов эластазы может стать основой нового эффективного подхода в терапии псо-
риаза. В  ходе данной работы было протестировано 149 соединений, потенциально спо-
собных ингибировать эластазу. Тест с использованием синтетического субстрата эластазы 
Suc-AAPV–MCA позволил выявить четыре перспективных соединения: LCB016, LCB108, 
LCB112, LCB116. Эти соединения были изучены в  отношении подавления процессинга 
IL-36γ с использованием клеток линии HeLaIL-36R. Обнаружено, что соединение LCB016 эф-
фективно инактивирует процессинг IL-36γ.

Ключевые слова: интерлейкины, IL-36, эластаза нейтрофилов, ингибиторы эластазы, 
псориаз.

Актуальность и цель работы. Среди пред-
ставителей семейства интерлейкинов IL-1 осо-
бое место занимают недавно идентифициро-
ванные цитокины группы IL-36, включающие 
три агониста: IL-36α (IL-1F6), IL-36β (IL-1F7), 
IL-36γ (IL-1F8) и  рецепторный антагонист  – 
IL-36Ra (IL-1F5) [1]. Основную роль этих бел-
ков связывают с  запуском и  амплификацией 
воспалительных сигналов через активацию 
путей сигнальной трансдукции митоген-акти-
вируемых киназ (MAPK) и  транскрипцион-
ных факторов NF-κB [2]. Запуск этих каскадов, 
в свою очередь, приводит к секреции провос-
палительных факторов, в  том числе цитоки-
нов IL-8 и IL-6 [2].

Интерес к цитокинам группы IL-36, в основ-
ном, связан с  участием этих интерлейкинов 
в  патогенезе псориаза, при этом наибольшее 
значение отводится роли антагониста рецеп-
тора IL-36Ra [3] и агониста IL-36γ [4]. Так, из-
вестно, что у пациентов, страдающих бляшко-
видным псориазом, наблюдается значительное 
повышение уровня интерлейкина IL-36γ в ке-
ратиноцитах [4]. Важно отметить, что подоб-
но большинству членов семейства IL-1, белки 
IL-36 синтезируются в  виде полноразмерных 

предшественников, обладающих очень низкой 
биологической активностью. Однако удаление 
небольшого числа N-концевых аминокислот 
в  цитокинах IL-36 приводит к  многократно-
му повышению биологической активности 
этих белков [5]. В лаборатории молекулярно-
клеточной биологии (Дублин) под руковод-
ством Мартина Ш. было показано, что эла-
стаза нейтрофилов способна эффективно 
активировать интерлейкин IL-36γ. В этой свя-
зи подавление активации интерлейкина IL-36γ 
можно рассматривать, как основу нового под-
хода в  терапии псориаза. Однако известные 
на  сегодняшний день ингибиторы эластазы 
нейтрофилов малоэффективны, либо облада-
ют сильными побочными эффектами.

Цель работы заключалась в  идентифика-
ции низкомолекулярных ингибиторов эласта-
зы нейтрофилов, подавляющих процессинг 
интерлейкина IL-36γ.

Материалы и  методы. С  помощью методов 
молекулярного моделирования в  лаборатории 
клеточной биотехнологии Санкт-Петербург-
ского государственного технологического ин-
ститута было выявлено 149 потенциальных ин-
гибиторов эластазы (обозначенных LCBXXX, 
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от Laboratory of Cell Biotechnology). Для первич-
ной оценки ингибирующей активности изучае-
мых соединений использовали синтетический 
субстрат эластазы – Suc-AAPV–MCA (Bachem, 
Швейцария). Далее перспективные соединения-
ингибиторы изучали в  условиях процессинга 
полноразмерного рекомбинантного белка IL-
36γ. Продукты реакции визуализировали мето-
дом электрофоретического разделения белков 
в  полиакриламидном геле. Оценка биологи-
ческой активности процессированных форм 
белка IL-36γ проводилась с  использованием 
стабильно трансфицированной линии клеток 
HeLaIL-36R, экспрессирующей на  своей поверх-
ности рецептор IL-36R. Обработка этих клеток 
интерлейкинами IL-36 приводила к  синтезу 
ряда цитокинов, в том числе белков IL-8 и IL-6, 
которые секретировались в среду и могли быть 
детектированы с помощью иммуноферментно-
го анализа. Для проведения иммуноферментно-
го анализа использовали коммерческие наборы 
реагентов (R&D, США) согласно рекоменда-
циям производителя. Все эксперименты были 
проведены в трехкратной повторности.

Результаты. На  первом этапе скрининга 
149 потенциальных ингибиторов, отобранных 
на основе in silico анализа, были протестирова-
ны с использованием специфического субстра-
та эластазы. При этом в присутствии четырех 
соединений: LCB016, LCB108, LCB112, LCB116 
регистрировалось значительное снижение эф-
фективности гидролиза субстрата, свидетель-
ствующее об  ингибировании эластазы. Так, 
в присутствии этих соединений наблюдалось 
снижение ферментативной активности эла-
стазы от 60 до 70%. Дальнейшее тестирование 
четырех соединений-кандидатов при более 
низких концентрациях показало, что требуе-
мыми ингибирующими свойствами обладают 

только соединения LCB016 и LCB116. Эти ли-
дерные соединения были изучены на их спо-
собность подавлять процессинг рекомбинант-
ного белка IL-36γ с последующей обработкой 
продуктами процессинга клеток HeLaIL-36R. 
Согласно результатам иммуноферментного 
анализа, соединение LCB116 подавляет актив-
ность эластазы недостаточно эффективно, 
в  то  время как LCB016 проявляет высокую 
ингибирующую способность и  практически 
полностью инактивирует процессинг реком-
бинантного белка IL-36γ.

Таким образом, согласно результатам экс-
периментов с использованием синтетического 
субстрата эластазы и рекомбинантного белка 
IL-36γ, соединение LCB016 является перспек-
тивным ингибитором эластазы нейтрофилов. 
В  дальнейшем планируется более детальное 
изучение ингибирующих свойств LCB016, 
а  также оценка токсичности данного соеди-
нения в  экспериментах на  культурах клеток 
и модельных животных.

Работа выполнена при поддержке Прави-
тельства Российской Федерации для государ-
ственной поддержки научных исследований 
№ 14.B25.310013.
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IDENTIFICATION OF SMALL MOLECULES FOR IL-36γ 

PROCESSING INHIBITION

Belotserkovskaya E. V., Sura-Trueba S., Davidovich P. B., Martin S. J.

Saint-Petersburg State Technological Institute (Technical University), Saint-Petersburg, Russia

IL-36α, IL-36β and IL-36γ are members of the IL-1 family which require N terminus processing to be 
fully active. Recently it has been shown that neutrophil elastase enzymatically truncates IL-36γ, producing 
the activated protein, which is involved in psoriasis. Th is work focuses on screening of small molecules 
capable of elastase inhibiting. According to in silico analysis, we selected 149 potential inhibitors. Us-
ing Suc-AAPV–MCA substrate, we detected 4 candidate compounds, namely LCB016, LCB108, LCB112, 
LCB116. Th ese compounds were tested for IL-36γ processing inactivation and cellular response using 
HeLaIL-36R cell line. We showed that LCB016 inhibits elastase most eff ectively, according to substrate 
hydrolysis assay and cell response.
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Актуальность и  цель работы. Геморра-
гическая лихорадка с  почечным синдромом 
(ГЛПС) – острая вирусная природно-очаговая 
зоонозная инфекция характеризующаяся син-
дромом интоксикации, развитием универсаль-
ного капилляро-токсикоза с  геморрагически-
ми проявлениями и поражением почек. ГЛПС 
по заболеваемости занимает первое место среди 
природно-очаговых инфекций в РФ. На Евро-
пейской территории России наиболее активны-
ми очагами заболеваемости являются регионы 
между Волгой и Уралом (Башкирия, Татарстан, 
Удмуртия, Самарская и Ульяновская области). 
Татарстан является активно действующим оча-
гом, заболеваемость в некоторые годы достига-
ет 64,4 на 100 тыс. населения (2003–2004 гг.) [1]

В 2013 году уровень заболеваемости ГЛПС 
снизился на 72%, по сравнению с 2012 годом. 
Зарегистрировано 5826 случаев заболевания 
ГЛПС, что в 75 раз выше по сравнению с об-
щероссийскими показателями.

Возбудителями являются РНК-геномные 
вирусы рода Hantavirus семейства Bunyaviridae. 
В настоящее время известны около 30 сероваров 
возбудителя ГЛПС. Из них на территории Рос-
сии циркулируют 2 генотипа: Dobrava-Belgrad; 
Puumala [1] В странах Северной и Южной Аме-
рики хантавирусы вызывают похожее заболе-
вание  – хантавирусный легочный синдром. 

Вирусы, выделенные в  разных местах от  раз-
личных грызунов, вызывают заболевания с нео-
динаковой степенью тяжести. 

Хантовирусный вирион имеет наружную 
оболочку и три сегмента вирусной РНК отрица-
тельной полярности. Известно, что многим ви-
русам для наилучшего проникновения необхо-
димы липидные включения на мембране клетки. 
В  частности и  вирусу ГЛПС. Патологический 
процесс при ГЛПС развивается стадийно. В пер-
вой стадии заражении происходит внедрение 
вируса через слизистые оболочки дыхательных 
путей и размножение вируса в лимфатических 
узлах. На  следующем этапе вирус оказывает 
инфекционно-токсическое действие на  рецеп-
торы сосудов и  нервную систему. На  третьем 
этапе происходит образование иммунных ком-
плексов, и вирус элиминируется из организма. 
Далее происходят висцеральные поражения ор-
ганов. И на заключительном этапе заболевания 
происходит восстановление нарушенных функ-
ций и формирование стойкого иммунитета [2].

Цитокины представляют собой группу по-
липептидных медиаторов, участвующих в фор-
мировании и регуляции защитных реакций ор-
ганизма, они вовлечены фактически в каждое 
звено иммунитета. Острая фаза хантавирусной 
инфекции сопровождается гиперпродукцией 
рядом тканей деструктивных цитокинов и хе-

ОЦЕНКА УРОВНЯ ЦИТОКИНОВ У БОЛЬНЫХ 

С ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКОЙ С ПОЧЕЧНЫМ 

СИНДРОМОМ

 Валиуллина А. Х.1,  Мартынова Е. В.1,  Гаранина Е. Е.1, 

 Хайбуллина С. Ф.1,2,  Ризванов А. А.1

1ФГАОУ ВПО «Казанский (Приволжский) федеральный университет», Казань, Россия; 
2Институт Веттермора-Питерсена нейро-иммунных заболеваний, Рено, США

Рассмотрено состояние уровня цитокинов у больных геморрагической лихорадкой с по-
чечным синдромом. Диагностическая значимость оценки уровня цитокинов заключается 
в констатации самого факта его повышения или понижения у больных для определения 
тяжести и прогнозирования результатов. В ходе исследований было обнаружено измене-
ние в уровне следующих цитокинов: IFN-γ, IL-1β, IL-2, CXCL-8, IL-10, IL-12 и CCL2. По-
лученные результаты позволяют предположить, что при ГЛПС происходят существенные 
изменения в сыворотке крови рядов цитокинов и хемокинов, которые учувствуют в регу-
ляции воспаления и активации иммунных реакций.

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, хантавирус, цито-
кины, хемокины
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мокинов, в том числе α-фактора некроза опухо-
лей, концентрация которого коррелирует с тя-
жестью клинических проявлений. Некоторые 
воспалительные цитокины могут определяться 
в  моче. Воспалительные цитокины, хемоки-
ны, а  также маркеры остро-фазового ответа, 
очевидно, играют центральную роль в  разви-
тии эндотелиальной дисфункции, следствием 
которой является формирование органного 
повреждения, реализуемого при резком уве-
личении объема внутриклеточной жидкости 
за  счет проникновения в  нее жидкой части 
плазмы, а также нарастающих расстройств си-
стемного и  тканевого гемостаза. Таким обра-
зом, формирование и прогрессирование орган-
ных поражений определяется в первую очередь 
нарастающей дисфункцией эндотелиоцитов 
с резким увеличением проницаемости эндоте-
лия и расстройством систем гемостаза, нередко 
достигающим степени ДВС-синдрома. Пропо-
тевание жидкой части плазмы в ткани-мишени 
и  расстройство органной гемодинамики с  об-
разованием тромбов в  микроциркуляторном 
русле и  одновременным формированием оча-
гов кровоизлияний определяют формирование 
недостаточности функций соответствующих 
органов – почек и легких.

Целью нашего исследования было изучить 
состояние уровня цитокинов у больных ГЛПС.

Материалы и  методы. Все больные ГЛПС 
бы ли госпитализированы в ГУАЗ РКИБ им. Ага-
фо нова, города Казани в обсервационное отде-
ление. В  стерильных условиях квалифициро-
ванным медицинским персоналом производили 
забор сыворотки крови больных. Серологиче-
ская диагностика проводилась в больнице им-
муноферментным методом на  выявление ан-
тител к вирусу ГЛПС. Проводили ПЦР-анализ 
на наличие белка нуклеокапсида хантавиру сов 

в крови больных. Используя систему мульти-
плексного анализа на платформе Luminex 2000 
(«Bio-Rad») и набора 27-plex Human Cytokine 
(«Bio-Rad») проводили количественную оцен-
ку цитокинов в сыворотке крови и мочи боль-
ных ГЛПС и здорового контроля.

Результаты и обсуждение. Количество боль-
ных составило 29 человек, из  них 24 мужчин 
и 5 женщин. Здоровый контроль составил 12 че-
ловек без признаков ГЛПС и поражений почек. 
Серологическая диагностика выявила наличие 
2  основных видов антител к  ГЛПС IgG и  IgM. 
ПЦР анализ выявил наличие белка нуклеокап-
сида хантовируса в сыворотке больных. Диагно-
стическая значимость оценки уровня цитокинов 
заключалась в констатации самого факта его по-
вышения или понижения у больных для опреде-
ления тяжести и прогнозирования результатов.

При сравнении с контролем, было обнаруже-
но изменение в уровне следующих цитокинов: 
IFN-γ, IL-1β, IL-2, CXCL-8, IL-10, IL-12 и CCL2. 
Уровень IL-2 и  IL-12 снизился, в  то  время как 
уровень IL-10 и CCL увеличились по сравнению 
к здоровому контролю. Уровень IL-1β снизился, 
в то время как уровень хемокинов CXCL-8, уве-
личился по сравнению со здоровым контролем. 
Эти данные позволяют предположить, что при 
ГЛПС происходят существенные изменения 
в сыворотке крови рядов цитокинов и хемоки-
нов, которые учувствуют в регуляции воспале-
ния и активации иммунных реакций.
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ASSESSMENT OF THE LEVEL OF CYTOKINES IN PATIENTS 

WITH HEMORRHAGIC FEVER WITH RENAL SYNDROME
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Th e cytokine level in patients suff ering from hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) was 
studied. Assessment of cytokine level is very important in prediction of disease severity and duration. Our 
studies show changes in the levels of the following cytokines and chemokines: IFN-γ, IL-1β, IL-2, CXCL-
8, IL-10, IL-12 and CCL2. As such, it can be concluded that a signifi cant change in a number of cytokines 
and chemokines that participate in the regulation of infl ammation and activation of immune responses 
occurs in HFRS patients.
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Следствием чрезмерных физических на-
грузок может быть повреждение, из-за на-
рушений макро- и  микрогемодинамики, 
формирования гипоксии, наличия синдрома 
ише мия-реперфузия, миграции лейкоцитов 
в работающие мышцы, нарастания катаболи-
ческих процессов и другие. В ответ на лейко-
цитарную реакцию и  мышечную активность 
должна быть усилена продукция цитокинов, 
которые обладают мультифакторным дей-
ствием: обеспечивают процессы межсистем-
ного взаимодействия, отражают иммунный 
статус организма спортсмена и  адаптацию 
к физическим нагрузкам. Требует дополнения 
вопрос  – зависит  ли продукция цитокинов 
от  интенсивности, длительности физической 
нагрузки и  каково соотношение между про- 
и антивоспалительными цитокинами.

Цель исследования  – в  условиях экспери-
мента изучить изменение уровня ИЛ-6 и ИЛ-4 
в крови при физических нагрузках различной 
интенсивности.

Материалы и методы. Исследование прове-
дено на  54 белых беспородных крысах обоего 
пола массой 250-300 грамм. Все эксперименты 
выполнены согласно Европейской Конвен-
ции по защите экспериментальных животных 
(Хельсинской декларации 1975 г. и ее пересмо-
тра в  1983 г.). Исследуемые животные были 
разделены на контрольную группу (интактные 
крысы), опытные – животные, подвергавшиеся 

физической нагрузке разной интенсивности. 
Одна группа животных подверглась острой фи-
зической нагрузке субмаксимальной мощно-
сти (ОФН), вторая – хронической физической 
нагрузке (ХФН) субмаксимальной мощности, 
третья  – ХФН умеренной мощности. Модель 
острой физической нагрузки воспроизводилась 
по  методу А. Ф. Краснова, Г. И. Самодановой 
и др. Животные плавали в течение 4-х минут 
с грузом массой 20% от веса тела. Температура 
воды – 32°С. Забор крови производился через 
25 минут после плавания. ХФН субмаксималь-
ной мощности моделировали ежедневным пла-
ванием в течение 30 минут. Нагрузку увеличи-
вали постепенно: первые семь дней животные 
ежедневно плавали без груза, следующие две 
недели животные плавали с грузом 2% от мас-
сы тела. На 9, 15 и 21 день эксперимента, живот-
ные подвергались дополнительно максималь-
ной физической нагрузке: плавали в  течение 
4-х минут с  грузом массой 20% от  веса тела. 
ХФН умеренной мощности моделировали еже-
дневным плаванием в течение 30 минут. Забор 
крови производился на 9, 15 и 21 день экспери-
мента после физической нагрузки.

Интерлейкины 6 и 4 определяли иммунофер-
ментным методом с помощью наборов реаген-
тов Rat IL-6, Rat IL-4 фирмы «Platinum ELISA» 
(Австрия). Для определения достоверности 
различий средних величин применяли крите-
рии непараметрической статистики Манна-

ВЛИЯНИЕ ФИЗИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ РАЗЛИЧНОЙ 

ИНТЕНСИВНОСТИ НА УРОВЕНЬ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ 6, 4

 Ермолаева Е. Н.1,  Кривохижина Л. В.1,  Мезенцева Е. А.2

1ГОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Минздрава 
России; 2НИИ иммунологии ЮУГМУ, Челябинск, Россия

Острая физическая нагрузка и хроническая нагрузка субмаксимальной мощности вы-
зывает повышение в  крови провоспалительного цитокина ИЛ-6, возрастание которого 
приводит к удовлетворению высоких энергетических требований. Постепенное повыше-
ние ИЛ-6 на правах тенденции при ХФН умеренной мощности, можно рассматривать как 
механизм адаптации к  нагрузке. Повышение цитокина ИЛ-4 регистрируется лишь при 
хронической физической нагрузке субмаксимальной мощности на  21 сутки, что можно 
расценивать как фактор, способствующий устранению повреждений, вызванных интен-
сивной физической деятельностью.

Ключевые слова: интерлейкин 4, интерлейкин 6, физическая нагрузка.
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Уитни (U); определяли основную тенденцию 
изменений (тренд) и  коэффициент аппрокси-
мации для оценки силы влияния использовали 
однофакторный дисперсионный анализ.

Результаты исследования и  их обсужде-
ние. Уровень ИЛ-6 изменяется в зависимости 
от  интенсивности физической нагрузки. При 
ОФН ИЛ-6 возрастает через 25 минут после 
мышечной активности относительно контро-
ля на 70% (р-0,01 U). При ХФН субмаксималь-
ной мощности регистрируется постепенное 
повышение уровня цитокина с  начала экспе-
римента, что подтверждает тренд с  коэффи-
циентом аппроксимации R2=0,93. Достоверное 
повышение ИЛ-6 отмечается на 42% – 15 сут-
ки (р-0,028 U) и на 84% – 21 сутки (р-0,012 U). 
При ХФН умеренной мощности постепенное 
повышение уровня ИЛ-6 наблюдается относи-
тельно контроля лишь на  правах тенденции, 
но  закономерность повышения подтвержда-
ется трендом и коэффициентом аппроксима-
ции R2=0,7859. В  результате количественное 
значение ИЛ-6 не  имеет достоверных разли-
чий с ХФН субмаксимальной мощности и за-
нимает промежуточное положение между 
контролем и субмаксимальной нагрузкой. Од-
нофакторный дисперсионный анализ доказал 
влияние ОФН и ХФН субмаксимальной мощ-
ности на уровень ИЛ-6: вклад ОФН составил 
в  среднем 55,8% (р  -0,0058), вклад ХФН суб-
максимальной мощности 32,7% (р-0,027).

Возрастание ИЛ – 4 на 17,4 (р-0,025 U) отме-
чается на 21 день эксперимента при ХФН суб-
максимальной мощности. Иные виды физиче-
ской нагрузки не привели к увеличению ИЛ-4.

Указывается, что при физической активно-
сти источником ИЛ-6 являются клетки скелет-
ной мускулатуры секретирующие до  10–35% 
от  его уровня в  циркуляции [1]. Подтверж-
дается, что секреция ИЛ-6 определяется ин-
тенсивностью нагрузки: у  велосипедистов 
при умеренной нагрузке (40% максимального 
потребления кислорода) уровень ИЛ-6 прак-
тически не  менялся, а  при большей нагрузке 
(60% максимального потребления кислоро-
да) спустя 3 часа езды на  велосипеде он по-
вышался в 2,5 раза. Обнаружено, что во вре-
мя двигательной активности ИЛ-6 помимо 
воспалительной реакции участвует в  других 
физиологических процессах. В  печеночных 
и  жировых клетках ИЛ-6 приводит к  повы-
шенному выделению носителей энергии: глю-
козы и жирных кислот, а в клетках скелетной 

мускулатуры  – к  их усвоению и  утилизации. 
ИЛ-6 в  мышечных клетках не  только уси-
ливает усвоение энергетического носителя, 
но  и  стимулирует оксидацию жирных кис-
лот. По-видимому, метаболическое действие 
цитокина реализуется путем его воздействия 
на  регуляторные внутриклеточные комплек-
сы, а также за счет разнонаправленного изме-
нения чувствительности к инсулину [2]. ИЛ-6 
способствует также долгосрочной адаптации 
к физическим нагрузкам, которая заключается 
в новообразовании митохондрий и изменении 
состава мышечных волокон. Было высказано 
предположение, что именно ИЛ-6 является 
гипотетическим «фактором тренировки» [3].

Интерлейкин-4, представляет собой плейо-
тропный цитокин, который играет важную 
роль в борьбе с воспалением. Основными про-
изводителями ИЛ-4 являются Т-клетки, туч-
ные клетки и нейтрофилы. Было показано, что 
и другие клетки, такие как, мышечные клетки, 
гепатоциты, фибробласты способны продуци-
ровать ИЛ-4. В ряде исследований было показа-
но, что ИЛ-4, ИЛ-13, ИЛ-4RA и ИЛ-13Ra1 при-
сутствуют в скелетных мышцах и увеличивают 
свою концентрацию после силовых трениро-
вок [4]. Повреждения мышечных волокон ста-
новятся триггерами и запускают высвобожде-
ние противовоспалительных цитокинов. ИЛ-4 
приводит к  устранению повреждений мышц, 
вызванных физической нагрузкой. Последние 
исследования показывают, что ИЛ-4 способ-
ствует росту мышечных клеток, и что этот ци-
токин действует как промиграционный агент 
для миогенных клеток. При отсутствии ИЛ-4 
или рецепторов к ИЛ-4 происходит снижение 
мышечной массы и количества ядер в мышеч-
ных клетках [5]. Таким образом, увеличение 
содержание ИЛ-4 после утомительной трени-
ровки может быть важным для роста и восста-
новления мышечных волокон.

Заключение. Итак, острая физическая на-
грузка и хроническая нагрузка субмаксималь-
ной мощности вызывает повышение в крови 
провоспалительного цитокина ИЛ-6, возрас-
тание которого приводит к  удовлетворению 
высоких энергетических требований. Посте-
пенное повышение ИЛ-6 на правах тенденции 
при ХФН умеренной мощности, можно рас-
сматривать как механизм адаптации к нагруз-
ке. Повышение цитокина ИЛ-4 регистрируется 
лишь при хронической физической нагрузке 
субмаксимальной мощности на 21 сутки, что 
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можно расценивать как фактор, способствую-
щий устранению повреждений, вызванных 
интенсивной физической деятельностью.
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INFLUENCE OF PHYSICAL ACTIVITY OF VARYING 

INTENSITY ON INTERLEUKIN 6, 4
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Acute and chronic exercise load submaximal power causes an increase in the blood of the proinfl am-
matory cytokine IL-6, which gives rise to the satisfaction of the high energy requirements. Gradual in-
crease of IL-6 on a trend at chronic moderate power exercise can be viewed as a mechanism of adaptation 
to the load. Increasing the cytokine IL-4 is recorded only in chronic physical load submaximal power for 
21 hours, which can be considered as a factor contributing to the elimination of damage caused by intense 
physical activity.

Keywords: interleukin 4, interleukin 6, exercise.

Актуальность и цель работы. Интерлейкины 
группы IL-36 являются представителями семей-
ства белков IL-1. Как и другие члены семейства 
IL-1, белки IL-36 синтезируются в  неактивном 

виде и  для приобретения полной активности 
им необходим ферментативный процессинг [1]. 
Активированные агонисты при взаимодей-
ствии с рецептором IL-36R и корецептором IL-

ОЦЕНКА ИНГИБИРУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ АНТАГОНИСТА 

РЕЦЕПТОРА IL-36RA В МОДЕЛЬНОМ ЭКСПЕРИМЕНТЕ 

НА КЛЕТКАХ ЛИНИИ HELAIL-36R

 Зиновьева А. Е.,  Белоцерковская Е. В.,  Сура-Труэба С., 

 Давидович П. Б.,  Мартин Ш.
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Цитокины IL-36 взаимодействуют со  специфичным рецептором IL-36R, активируя 
сигнальный каскад, инициация которого приводит к экспрессии провоспалительных ци-
токинов и  развитию воспаления. Антагонист рецептора IL-36Ra является естественным 
ингибитором воспалительного процесса, блокируя рецептор IL-36R, благодаря чему яв-
ляется перспективным средством для применения в терапии некоторых форм псориаза. 
В настоящей работе произведена оценка подавляющей активности рекомбинантного белка 
IL-36RaDEVD с использованием клеточной линии HeLaIL-36R. Выявлено, что для ингибирова-
ния клеточного ответа на стимуляцию процессированным белком IL-36βDEVD необходим 
молярный избыток антагониста рецептора IL-36RaDEVD.
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1RAcP (от англ. Interleukin-1 Receptor Accessory 
protein) инициируют сигнальный каскад, ве-
дущий к  активации факторов транскрипции 
NF-κB и митоген-активируемых протеинкиназ 
(MAPK), что, в свою очередь приводит к синте-
зу провоспалительных медиаторов и развитию 
воспаления [2].

Помимо агонистов, важную роль в развитии 
воспалительных реакций играет антагонист 
рецептора IL-36Ra, который при связывании 
с  рецептором IL-36R блокирует рекрутинг ко-
рецептора, тем самым, инактивируя действие 
провоспалительных агонистов IL-36 [3]. Из-
вестно, что мутации в гене антагониста рецеп-
тора IL-36RN ассоциированы с развитием гене-
рализованного пустулезного псориаза (ГПП), 
одной из наиболее тяжелых и опасных для жиз-
ни форм псориаза [4]. Очевидно, что исполь-
зование антагониста рецептора IL-36Ra при 
лечении псориаза, обусловленного мутациями 
в гене IL-36RN, может стать перспективным на-
правлением терапии этого заболевания, тяжело 
поддающегося лечению. В пользу этого предпо-
ложения указывают описанные случаи успеш-
ной терапии ГПП с использованием препарата 
анакинра, содержащего антагонист рецептора 
интерлейкина 1 (IL-1Ra) [5]. Несмотря на боль-
шой потенциал использования IL-36Ra в тера-
пии псориаза, следует отметить недостаточную 
изученность ингибирующих свойств этого ан-
тагониста в отношении рецептора IL-36R.

Целью данной работы являлась оценка ак-
тивности антагониста рецептора IL-36RaDEVD 
в отношении подавления активации рецепто-
ра IL-36R в условиях модельного эксперимен-
та на клеточной линии HeLaIL-36R.

Материалы и методы. Для проведения ис-
следования были использованы рекомбинант-
ные белки IL-36βDEVD, IL-36RaDEVD, каспаза-3, 
полученные с помощью бактериального штам-
ма Escherichia coli BL21 (DE3), трансформиро-
ванного плазмидными векторами pET45b(+) 
и pET23(+), несущими кодирующие последова-
тельности соответствующих белков. Очистку 
рекомбинантных белков проводили методом 
аффинной хроматографии с  использовани-
ем агарозных гранул Ni-NTA, специфичных 
к гистидиновым ярлыкам (6x-His-tag) целевых 
белков (Sigma, США).

Рекомбинантные цитокины IL-36βDEVD 
и IL-36RaDEVD содержали DEVD-мотив из ами-
нокислот Асп-Глу-Вал-Асп, специфично узна-
ваемый каспазой-3. Для активации полнораз-

мерных рекомбинантных белков IL-36βDEVD 
и IL-36RaDEVD осуществляли их процессинг при 
37ºС в течение 2 ч в присутствии каспазы-3.

Для оценки активности полноразмерных 
и  процессированных форм белков использо-
вали стабильно трансфицированную линию 
клеток HeLaIL-36R, экспрессирующую рецеп-
тор IL-36R на высоком уровне. Клетки линии 
HeLaIL36R инкубировали в среде RPMI (Биолот, 
Россия), содержащей 5% эмбриональной бы-
чьей сыворотки, при температуре 37°С в плот-
ности 5*104 клеток на  лунку в  течение 1 сут. 
Затем проводили обработку клеток белком 
IL-36β при различных концентрациях IL-36Ra. 
Через 24 ч после обработки клеток отбирали 
супернатант, содержащий белки IL-6, IL-8, 
CXCL-1, уровень которых измеряли с  помо-
щью иммуноферментного анализа согласно 
протоколу производителя (R&D, США).

Плазмидные векторы, бактериальный 
штамм E. coli BL21 (DE3) и трансфицирован-
ная линия эпителиальных клеток человека 
HeLaIL-36R были любезно предоставлены ла-
бораторией молекулярно-клеточной биотех-
нологии (Тринити-колледж, Дублин).

Результаты исследования. На  первом эта-
пе исследования была изучена активность 
полноразмерных и  процессированных белков 
IL-36βDEVD в отношении рецептора IL-36R в клет-
ках линии HeLaIL-36R. В  результате титрования 
полноразмерных и  процессированных белков 
IL-36βDEVD было показано, что процессирован-
ные формы белка IL-36βDEVD обладают высо-
кой активностью, и при низких концентрациях 
(от 2 пикомоль и более) вызывают секрецию ци-
токинов IL-8 и IL-6 клетками HeLaIL-36R, в то вре-
мя как полноразмерная форма IL-36βDEVD не ока-
зывает подобного воздействия.

Второй этап данной работы заключался 
в оценке способности рецептора антагониста 
IL-36RaDEVD подавлять связывание рецепто-
ра с  активированными формами IL-36βDEVD 
в условиях оптимальной концентрации агони-
ста, установленной нами на первом этапе ис-
следования. Выявлено, что процессированная 
форма белка IL-36RaDEVD подавляет актива-
цию клеток HeLaIL-36R. Так, в условиях порядка 
1000-кратного избытка IL-36Ra по отношению 
к IL-36β, уровень секретируемых белков IL-6, 
IL-8 и  CXCL-1 снижался на  50% по  сравне-
нию с положительным контролем, в качестве 
которого был добавлен только IL-36βDEVD. 
В  то  же время снижение уровня белков IL-6, 
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IL-8 и  CXCL-1 на  80–90% детектировалось 
нами при избытке IL-36RaDEVD в  104 раз. Та-
ким образом, для подавления активации ре-
цептора IL-36R в  клетках HeLaIL-36R необхо-
дим 1000–10000-кратный избыток IL-36RaDEVD 
по отношению к IL-36βDEVD.

Работа выполнена в НИЛ «Клеточная био-
технология» при поддержке гранта Прави-
тельства Российской Федерации для государ-
ственной поддержки научных исследований 
№ 14.B25.310013.
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RECEPTOR ANTAGONICT IL-36RA INHIBITION 

ACTIVITY IN HELAIL-36R CELLS
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IL-36 cytokines signal through IL-36R receptor. Th is complex triggers the cascade, which induces 
the expression of proinfl ammatory cytokines. Receptor antagonist IL-36Ra binds to IL-36R and acts as a 
natural inhibitor of IL-36-mediated infl ammatory response. IL-36Ra is a perspective candidate for drug 
therapy of psoriasis. Modifi ed IL-36RaDEVD and IL-36βDEVD processing and interaction was studied 
using HeLaIL-36R cell line. It was found that a high molar excess of IL-36Ra is necessary to inhibit cellular 
response to fully active IL-36β.

По данным многочисленных исследований 
онкобелок Е7, выделяющийся вирусом па-
пилломы человека, вызывает иммуносупрес-
сию на  местном уровне при переходе вируса 
в  стадию интегративной инфекции [1]. При 
этом выраженность и  характер реакций си-

стемы иммунологического ответа могут быть 
различными и зависят как от адаптивного им-
мунитета, так и внешних стресс-факторов [2]. 
Высокая онкогенная роль ВПЧ с формирова-
нием РШМ [3], рецидивирование процесса по-
сле деструктивных методов [4], вызываемые 

ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ КОНЦЕПЦИЯ 

ПРОГРЕССИРОВАНИЯ ЦЕРВИКАЛЬНЫХ 

ИНТРАЭПИТЕЛИАЛЬНЫХ НЕОПЛАЗИЙ
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Выявленные нарушения мукозального иммунитета, детерминированные генетическими 
полиморфизмами экспрессии цитокинов, при снижении адаптогенного потенциала и инва-
зии ВПЧ, модулируют риск возникновения и прогрессирования диспластических процессов 
в шейке матки. В этой связи необходимо проведение иммунокоррекции предпочтительно 
пептидными регуляторами иммунитета с различными способами введения препарата.

Ключевые слова: цервикальные интраэпителиальные неоплазии, иммунный статус, 
полиморфизм генов выработки цитокинов.
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вирусом иммунные дисфункции [5] опреде-
ляют необходимость изучения взаимосвязей 
между носительством полиморфизмов генов 
про- и  противовоспалительных цитокинов 
и  состоянием мукозального иммунитета для 
определения роли выявленных взаимосвязей 
в  возникновении и  прогрессировании цер-
викальных интраэпителиальных неоплазий 
и  последующей разработкой персонализиро-
ванной иммунной коррекции.

Цель исследования: изучение взаимосвя-
зей между иммунными дисфункциями, поли-
морфизмом генов выработки цитокинов у па-
циенток с CIN с последующим обоснованием 
иммуномодулирующей терапии

Материалы и методы. Проведено обследо-
вание 50 пациенток репродуктивного возраста 
с верифицированным гистологически диагно-
зом «ВПЧ-позитивная цервикальная интраэ-
пителиальная неоплазия Ι, ΙΙ, ΙΙΙ степени». Для 
изучения местного иммунитета производилось 
взятие содержимого цервикального канала 
в  количестве 5 мкл с  дальнейшим разведени-
ем в 5 мл физиологического раствора и после-
дующим выделением надосадочной жидкости. 
Были определены уровни sIgA, IFN-α, IFN-γ, 
IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, FNO-α, VEGF, IFN-α 
АИТ АТ с помощью тест-систем «Вектор Бест» 
(Новосибирск) проведено изучение индивиду-
ального генетического профиля по  образцам 
ДНК путем выявления полиморфных аллелей 
генов. Всем пациенткам провели типирова-
ние следующих генетических полиморфизмов, 
ассоциированных с  системой цитокинов  – 
IL-1b3953 C>T, IL1R1 T>C, IL1-RN T>C, IL-4_33 
C>T, IL-6_174 G>C, IL-10_592 A>C, IFNG T>A, 
TNF_238 G>A, VEGFA_634 G>C. Анализ про-
водился по  трем генотипам у  каждого гене-
тического полиморфизма: генотип нн – гомо-
зигота по  «дикому» (низкопродуцирующему) 
аллелю, генотип нв  – гетерозигота, генотип 
вв  – гомозигота по  полиморфному (высоко-
продуцирующему) аллелю. Группу контроля 
составили 30 относительно здоровых пациен-
ток без патологии шейки матки.

Результаты и  обсуждение. При изучении 
частоты выявления полиморфизмов в  гене 
IL-1 выявлено: при CIN I наиболее часто 
встречаются полиморфизмы: «дикого» аллеля 
генотипа ТТ гена IL-4_33, а также «дикого» ал-
леля генотипа АА IL-10_592.

При этом полиморфизм «дикого» аллеля ге-
нотипа ТТ гена IL-4_33 имел отрицательную 

сильную коррелятивную связь с  выработкой 
IL-4 (r=–0,732) и положительную среднюю кор-
релятивную связь с  воспалительным типом 
иммунного ответа (r=+0,467) и  может свиде-
тельствовать о влиянии нарушения клеточного 
звена иммунитета в  сторону воспалительного 
компонента на прогрессирование CIN.

Для CIN II наиболее характерно выявле-
ние гомозиготного полиморфного аллеля СС 
гена IL-1b3953 и  «дикого» аллеля GG гена 
TNF_238. При этом выявлена отрицатель-
ная высокая коррелятивная связь полимор-
физма «дикого» гомозиготного генотипа СС 
гена IL-1b3953 с выработкой IL-1β (r= –0,724) 
и противовоспалительным типом иммунного 
реагирования (r=+0,832), что свидетельству-
ет о  снижении воспалительного потенциа-
ла у  пациенток с  данным типом иммунного 
реагирования и  увеличении повреждающего 
действия на  цервикальный эпителий проти-
вовоспалительного компонента. Выявленные 
корреляционные связи гомозиготного «дико-
го» аллеля GG гена TNF_238СС со сниженной 
выработкой TNFα (r= –0,698) и  c иммуноде-
фицитным типом мукозального иммунитета 
(r=+0,684) может свидетельствовать об  ис-
тощении ресурсов макроорганизма на  фоне 
длительного хронического воспалительного 
процесса в прогрессировании CIN II.

У пациенток с CIN III наиболее часто встре-
чались полиморфизм гомозиготного аллеля СС 
гена IL1R1, полиморфизма генотипа GG гена 
IL-6_174, «дикого» аллеля TT гена IFNG, гомо-
зиготного генотипа СС VEGFA_634. При этом 
имелась средняя отрицательная коррелятивная 
связь генотипа GG гена IL-6_174 с выработкой 
IL-6 и средняя положительная – с противовос-
палительным типом (r=+0,548), средняя по-
ложительная коррелятивная связь полимор-
физма генотипа TT гена IFNγ со сниженной 
выработкой IFNγ (r=–0,845) и  с  иммуноде-
фицитным типом иммунного реагирования 
(r=+0,823). Следует отметить положительную 
сильную коррелятивную связь между поли-
морфизмом генотипа GG гена VEGFA_634 
и показателем VEGF (r=+0,876), рост которо-
го сопровождается неоангиогенезом диспла-
стически измененного эпителия, что свиде-
тельствует об индукции экспрессии тканевых 
факторов эндотелиальными клетками и моно-
цитами при длительном воздействии вирусно-
бактериальных ассоциаций, и может являться 
информативным показателем течения и  ис-
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хода патологической трансформации церви-
кального эпителия.

Исходя из  вышеизложенного, пациентки 
с CIN I, II, III нуждаются в длительной иммуно-
коррекции на этапе лечения и реабилитации. 
Учитывая преимущества пептидного регуля-
тора иммунитета  – имунофана (пептидного 
иммунооксидредуктанта), заключающиеся 
в коррекции иммунной системы, восстановле-
нии баланса окислительно-антиокислительной 
реакции организма; с  действием препарата 
в течение 2–3 часов после введения (быстрая 
фаза), продолжающимся до 4-х месяцев (сред-
няя и медленная фазы), наиболее целесообраз-
но назначение имунофана, продемонстриро-
вавшими наиболее эффективное комплексное 
лечение при физиофармакологическом воз-
действии кавитированных растворов [5].

Исходя из  вышеизложенного, иммунные 
нарушения мукозального иммунитета, детер-
минированные генетическими полиморфиз-
мами экспрессии цитокинов, при снижении 

адаптогенного потенциала и  инвазии ВПЧ, 
модулируют риск возникновения и  прогрес-
сирования диспластических процессов в шей-
ке матки. В этой связи необходимо проведение 
иммунокоррекции предпочтительно пептид-
ными регуляторами иммунитета с различны-
ми способами введения препарата.
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THE IMMUNOLOGICAL CONCEPT OF PROGRESSION 

OF CERVICAL INTRAEPITHELIAL NEOPLASIAS

Kononova I. N.

Ural state medical University, Yekaterinburg, Russia

Th e violations mucosal immunity, deterministic genetic polymorphisms of cytokine expression, while 
reducing adaptogenic potential and invasion of HPV, modulate the risk of onset and progression of dys-
plastic processes in the cervix. In this regard, it is necessary to conduct immunomodulation preferably a 
peptide regulators of immunity with diff erent ways of drug administration.

Key words: cervical intraepithelial neoplasia, immune status, genetic polymorphism production 
of cytokines.
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Кардиосклероз является одним из наиболее 
распространенных причин смертности, а так-
же временной и стойкой утраты трудоспособ-
ности населения в  развитых странах мира. 
В связи с этим, проблема кардиосклероза за-
нимает одно из  ведущих мест среди важней-
ших медицинских проблем XXI  века [5]. Для 
обеспечения всестороннего подхода к данной 
проблеме, необходимо оценивать активность 
клеток иммунной системы активно задейство-
ванных в развитии воспалительных процессов, 
протекающих в  некротических очагах после 
инфаркта миокарда [1, 2, 5]. Нейтрофильные 
гранулоциты являются ключевыми клетками 
всех воспалительных процессов, протекаю-
щих в  организме. Зрелые сегментоядерные 
нейтрофилы в  норме являются основным 
видом лейкоцитов, циркулирующих в  крови 
человека, составляя от 47% до 72% общего ко-
личества лейкоцитов крови [3, 4]. Нейтрофи-
лы способны к фагоцитозу, то есть способны 
поглощать лишь относительно небольшие чу-
жеродные частицы или клетки. Они способны 
к  внутри- и  внеклеточному лизису бактерий 
за  счет образования свободных радикалов 
в процессе генерации «кислородного взрыва» 
[3, 4]. На первом этапе «кислородный взрыва» 
синтезируется супероксидный анион радикал 
(О2

–), обладающий огромной реакционной 
способностью  – первичная активная форма 

кислорода (АФК). Далее он подвергается дей-
ствию ферментов, что ведет к  образованию 
токсических продуктов кислорода, которые 
определяются как вторичные АФК и  высту-
пают в  роли бактерицидных агентов [1, 2, 3]. 
После фагоцитирования чужеродных частиц 
нейтрофилы обычно погибают, высвобождая 
большое количество биологически активных 
веществ, усиливающих воспаление и хемотак-
сис иммунных клеток в  очаг. Метод хемилю-
минесценции позволяет обнаружить высоко 
реакционноспособные радикалы, тем самым 
оценить интенсивность «кислородного взры-
ва», скорость его развития в нейтрофильных 
гранулоцитах [3, 4].

Целью нашей работы являлось исследова-
ние хемилюминесцентной активности ней-
трофильных гранулоцитов в  динамике лече-
ния постинфарктного кардиосклероза.

Материалы и  методы. На базе ФГБНУ 
«НИИ медицинских проблем Севера» было 
обследовано 76 пациентов с  постинфаркт-
ным кардиосклерозом, в  возрасте 30-65 лет 
(средний возраст пациентов составил 46 лет). 
В качестве контроля обследовано 40 относи-
тельно здоровых людей аналогичного воз-
растного диапазона. Все исследования вы-
полнены с  информированного согласия 
испытуемых и  в  соответствии с  этическими 
нормами Хельсинской Декларации 2001 г. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ 

АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 

В ДИНАМИКЕ ЛЕЧЕНИЯ ПОСТИНФАРКТНОГО 

КАРДИОСКЛЕРОЗА

 Краснова Л. В.,  Беленюк В. Д.,  Гвоздев И. И.,  Савченко А. А.

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера», 
Красноярск, Россия

Постинфарктный кардиосклероз как одна из форм ишемии имеет исключительную рас-
пространенность среди населения РФ. Для комплексного исследования данной проблемы 
была проанализирована хемилюминесцентная активность нейтрофильных гранулоцитов 
у больных с постинфарктным кардиосклерозом. Было выявлено значительное снижение эф-
фективности развития кислородного взрыва, активно задействованного в воспалительных 
процессах, протекающих при данном заболевании относительно контрольных значений.

Ключевые слова: нейтрофилы, хемилюминесценция, кардиосклероз
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Хемилюминесцентное (ХЛ) исследование ак-
тивности нейтрофилов проводится по ранее 
разработанным методикам. Исследование 
спонтанной и  зимозан-индуцированной ХЛ 
гранулоцитов осуществляли с  помощью хе-
милюминесцентного анализатора «CL3606M» 
(СКТБ «Наука», Красноярск). Результаты 
хемилюминесцентного анализа оценивали 
по  следующим параметрам: время выхода 
на  максимум (Tmax), максимальное значе-
ние интенсивности (Imax) и  площадь под 
хемилюминесцентной кривой (S). Усиление 
хемилюминесценции, индуцированной зи-
мозаном, оценивали отношением площади 
индуцированной хемилюминесценции к пло-
щади спонтанной (Sинд./ Sспонт.) и определя-
ли как индекс активации. Описание выборки 
производили с  помощью подсчета медианы 
(Ме) и интерквартального размаха в виде 25 
и 75 процентилей (С25 и С75). Достоверность 
различий между показателями независимых 
выборок оценивали по  непараметрическо-
му критерию Манна-Уитни (Mann-Whitney 
U test). Статистический анализ осуществляли 
в пакете прикладных программ “Statistica 8.0” 
(StatSoft  Inc., 2007).

Результаты и  обсуждение. В ходе иссле-
дования были получены статистически до-
стоверные данные о понижении площади под 
кривой спонтанной люминол-зависимой хе-
милюминесценции (р<0,01) на  первой неделе 
лечения относительно контрольных значе-
ний. Достоверных отличий на  второй неделе 
исследования не выявлено. На первой неделе 
лечения люминол-зависимая хемилюминес-
ценция, индуцированная опсонизированным 
зимозаном, достоверно снижена (р<0,01) от-
носительно контрольных значений. При ис-
следовании интенсивности и времени выхода 
на максимум люминол-зависимой спонтанной 
и  индуцированной хемилюминесценции до-
стоверных отличий обнаружено не было. Это 
указывает на  сниженную продукцию АФК, 
вызванную метаболическим истощением ней-
трофильных гранулоцитов у  больных с  по-
стинфарктным кардиосклерозом. Площадь 
под кривой люцигенин-зависимой хемилюми-
несценции на первой неделе значительно сни-
жена (р<0,001) по  сравнению с  контрольным 
диапазоном. На  второй неделе достоверных 
отличий по  данному параметру обнаружено 
не было. При оценке индуцированной зимоза-
ном люцигенин-зависимой хемилюминесцен-

ции значимых различий между показателями 
контрольной группы и  пациентов с  постин-
фарктным кардиосклерозом не  обнаружено. 
При исследовании времени выхода на  мак-
симум было обнаружено значимое снижение 
люцигенин-зависимой спонтанной хемилюми-
несценции (р<0,01). Аналогичная картина на-
блюдалась при исследовании индуцированной 
зимозаном люцигенин-зависимой хемилюми-
несценции (р<0,01). На  второй неделе лече-
ния достоверные отличия не зафиксированы. 
В  результате исследования интенсивности 
люцигенин-зависимой спонтанной и индуци-
рованной хемилюминесценции достоверных 
отличий обнаружено не  было. Это указыва-
ет на  сниженный уровень синтеза суперок-
сидного анион-радикала нейтрофильными 
гранулоцитами [1, 2]. Выход супероксидного 
анион-радикала при антигенной стимуляции 
опсонизированным зимозаном ускорен, что 
свидетельствует о  наличии дополнительных 
метаболических резервов нейтрофильных 
гранулоцитов у пациентов с постинфарктным 
кардиосклерозом.

Выводы. В ходе исследования состояния 
нейтрофильных гранулоцитов у больных с по-
стинфарктным кардиосклерозом установлены 
изменения их функциональной активности. 
На первой неделе лечения обнаружено значи-
тельное снижение интенсивности «кислород-
ного взрыва» в нейтрофильных гранулоцитах 
крови. Это указывает на  возможное истоще-
ние метаболических резервов в клетках, опо-
средованное спецификой развития данного 
заболевания. На  второй неделе достоверных 
различий в группе больных с постинфарктным 
кардиосклерозом не  обнаружено, что указы-
вает на  развитие компенсаторных процессов 
и эффективность проводимой терапии.
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THE RESEARCH OF CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF NEUTROPHILS 

DURING THE TREATMENT MYOCARDIAL INFARCTION

Krasnova L. V., Belenyuk V. D., Gvozdyov I. I., Savchenko A. A.

FSSI “Scientifi c Research Institute of Medical Problems of the North”, Krasnoyarsk, Russia

Myocardial infarction as a form of coronary disease has exceptional prevalence among the population 
of the Russian Federation. For a comprehensive study of the problem was analyzed chemiluminescent 
activity of neutrophilic granulocytes in patients with postinfarction cardiosclerosis. Showed a statistically 
signifi cant decrease in the effi  ciency of oxygen explosion, actively involved in the infl ammatory processes 
that occur in this disease relative to the control values.

Keywords: neutrophils, chemiluminescence, cardiosclerosis.

Одной из  актуальных проблем современ-
ной педиатрии является диагностика и  лече-
ние воспалительных заболеваний суставов. 
В этой группе заболеваний наиболее распро-
страненным является аутоиммунное пораже-
ние суставов  – ювенильный идиопатический 
артрит (ЮИА) [1]. В настоящее время актив-
но исследуется цитокиновый профиль у  де-
тей с  ЮИА, также как у  взрослых больных 
с ревматоидным артритом [2, 3]. Определение 
уровня провоспалительных цитокинов, в част-

ности ИЛ-1β и ФНОα, при ЮИА значимо для 
оценки активности заболевания, а  также эф-
фективности антицитокиновой терапии  [4]. 
Однако результаты разных авторов, касаю-
щиеся определения концентраций цитокинов, 
противоречивы [3]. Остаются малоизучен-
ными особенности цитокиновой продукции 
при реактивном артрите (РеА) – заболевании 
суставов, близком к  ЮИА по  клиническим 
проявлениям и  имеющем в  своем патогенезе 
инфекционную и  аутоиммунную составляю-

УРОВЕНЬ ИЛ-1β И ФНОα В СУПЕРНАТАНТАХ КЛЕТОЧНЫХ 

КУЛЬТУР У ДЕТЕЙ С ЮВЕНИЛЬНЫМ ИДИОПАТИЧЕСКИМ 

АРТРИТОМ И РЕАКТИВНЫМ АРТРИТОМ

 Криволапова И. М.1,2,  Пашнина И. А.1,2,  Черешнев В. А.2

1Отдел клинической иммунологии, Областная детская клиническая больница № 1; 
2Лаборатория иммунологии воспаления, Институт иммунологии и физиологии УрО РАН, 

Екатеринбург, Россия

Обследованы дети 6–17 лет с ЮИА (n=57), реактивным артритом (n=12) и условно здоро-
вые дети соответствующего возраста (n=31, контроль). Спонтанную и ФГА-стимулированную 
концентрацию ИЛ-1β и  ФНОα в  супернатантах клеточных культур исследовали методом 
ИФА. Выявлено увеличение спонтанной и стимулированной продукции ФНОα иммуноком-
петентными клетками у детей с ЮИА и РеА по сравнению с контролем. Для ИЛ-1β также 
отмечено увеличение спонтанной продукции у детей с ЮИА и РеА, тогда как синтез этого 
цитокина при стимуляции митогеном был ниже, чем в контрольной группе.

Ключевые слова: цитокины, ювенильный идиопатический артрит, реактивный артрит.
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щие. Наиболее часто концентрации цитоки-
нов определяются в  сыворотке крови, реже 
в  синовиальной жидкости, однако, в  литера-
турных источниках представлены лишь огра-
ниченные данные о способности иммуноком-
петентных клеток к выработке цитокинов при 
стимуляции in vitro.

Целью нашей работы явилось определе-
ние спонтанного и стимулированного уровней 
ИЛ-1β и ФНОα в супернатантах культур клеток 
цельной крови у детей с ювенильным идиопа-
тическим артритом и с реактивным артритом.

Обследованы дети 6–17 лет с ЮИА (n=57), 
РеА (n=12) и условно здоровые дети соответ-
ствующего возраста без признаков аутоим-
мунных заболеваний (n=31, контроль). Группу 
с ЮИА составили дети с полиартритом (n=17) 
и олигоартритом (n=40). Забор крови для ис-
следований проводился в утренние часы стро-
го натощак. Для определения содержания ци-
токинов в  супернатантах клеточных культур 
цельную кровь разводили 1:9 глутаминсодер-
жащей средой RPMI-1640 (Пан-Эко, Россия). 
Разведенную кровь инкубировали по 500 мкл 
в CO2-инкубаторе при температуре 37 °C в те-
чение 24 ч в присутствии фитогемагглютини-
на (ФГА) в конечной концентрации 20 мкг/ мл 
и  без стимулятора. Концентрацию ИЛ-1β 
и ФНОα в супернатантах исследовали методом 
ИФА (Вектор-Бест, Россия). Для оценки зна-
чимости различий между группами исполь-
зовали непараметрический критерий Манна-
Уитни, результаты представлены в  виде 
медианы. Статистическая обработка выполне-
на с использованием программы Statistica 6.0.

При определении спонтанной и  стимули-
рованной продукции ИЛ-1β и ФНОα у детей 
с  олиго- и  полиартикулярным вариантами 
ЮИА различий не  обнаружено. Это послу-
жило основанием для объединения всех боль-
ных с  ювенильным идиопатическим артри-
том в  одну группу. Выявлено статистически 
значимое увеличение спонтанной продук-
ции ИЛ-1β и  ФНОα в  группе детей с  ЮИА 
(9,0  пг/ мл, р<0,05 и  3,0 пг/мл, р<0,001, соот-
ветственно) по  сравнению с  контрольной 
группой (2,0 пг/ мл и 0,4 пг/мл, соответствен-
но). У детей с реактивным артритом концен-
трации данных цитокинов также были повы-
шены, хотя достоверные различия с  условно 
здоровыми детьми были обнаружены только 
для ФНОα (2,5 пг/мл, р<0,05), концентрация 
ИЛ-1β составила 8,0 пг/мл.

Неоднозначные результаты получены при 
определении ФГА-стимулированного уровня 
ИЛ-1β и  ФНОα. Стимулированная продук-
ция ИЛ-1β была достоверно ниже у пациентов 
с ЮИА (375 пг/мл, р<0,01) и РеА (241,5  пг/ мл, 
р<0,05), чем у  детей из  контрольной группы 
(555,0 пг/мл). В то же время продукция ФНОα 
у  больных с  ЮИА и  РеА при стимуляции 
клеток крови митогеном была существенно 
увеличена (296,0 пг/мл, р<0,05 и  405,0 пг/мл, 
р<0,01, соответственно) по  сравнению с  кон-
тролем (250 пг/мл).

Так как наибольшей способностью к  про-
дукции данных провоспалительных цитокинов 
среди клеток крови обладают моноциты  [3], 
то  разница между группами потенциально 
может быть обусловлена содержанием разно-
го количества этих клеток в  образцах крови. 
Но, согласно нашим предварительным иссле-
дованиям, у больных с ЮИА и РеА абсолют-
ное количество моноцитов, как и общее коли-
чество лейкоцитов, не отличалось от такового 
у условно здоровых детей.

Таким образом, выявлено увеличение спон-
танной и  ФГА-стимулированной продукции 
клетками крови ФНОα у больных с ЮИА и РеА 
по  сравнению с  условно здоровыми детьми. 
Для ИЛ-1β у детей с заболеваниями суставов 
также отмечены повышенные по  сравнению 
с  контролем спонтанные концентрации, тог-
да как синтез этого цитокина при стимуляции 
митогеном был ниже, чем у  здоровых детей. 
Выявление высоких спонтанных концентра-
ций ИЛ-1β и  ФНОα при ЮИА и  РеА свиде-
тельствует о наличии у этих больных предше-
ствующей активации иммунокомпетентных 
клеток, приводящей к усилению их способно-
сти вырабатывать данные цитокины. Снижен-
ная продукция ИЛ-1β после стимуляции ФГА 
у больных с ЮИА и РеА по сравнению со здо-
ровыми детьми, указывает на  истощение ре-
зервов функциональной активности клеток. 
Нами ранее выявлено, что увеличение коли-
чества Т-лимфоцитов, экспрессировавших 
ранний активационный маркер CD69, в ответ 
на стимуляцию ФГА у больных с ЮИА и РеА 
было существенно слабее, чем у  здоровых 
детей [5]. Соответственно, функциональные 
возможности лимфоцитов крови при воспа-
лительных заболеваниях суставов у детей так-
же были снижены. Однако стимулированная 
продукция ФНОα при ЮИА и РеА была выше 
контрольных уровней. Необходимы дальней-
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THE LEVELS OF IL-1β AND TNFα IN THE SUPERNATANTS 

OF THE CELL CULTURE IN CHILDREN WITH JUVENILE IDIOPATHIC 

ARTHRITIS AND REACTIVE ARTHRITIS

Krivolapova I. M.1,2, Pashnina I. A.1,2, Chereshnev V. A.2

1Regional Child’s Clinical Hospital № 1; 2Institute of Immunology and Physiology Ural Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russia

Children with juvenile idiopathic arthritis (n=57), reactive arthritis (n=12) and healthy children (n=31) 
of 6–17 years old were examinated. Spontaneous and FGA-stimulated concentration of IL-1β and TNFα 
in the supernatants of the cell culture were determined by ELISA. Spontaneous and FGA-stimulated pro-
duction of TNFα by immunocompetent cells was increased in children with juvenile idiopathic arthritis 
and reactive arthritis in comparison with control. Spontaneous IL-1β production was also increased in 
children with joints diseases whereas the stimulated production of this cytokine was decreased in com-
parison with healthy children.

шие исследования для выяснения причин, 
которые приводят к  разной интенсивности 
синтеза исследованных цитокинов при стиму-
ляции. Схожие результаты определения спон-
танной и стимулированной продукции ИЛ-1β 
и  ФНОα при ЮИА и  РеА свидетельствуют 
об общности патогенеза этих заболеваний.
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Миалгический энцефаломиелит/синдром 
хронической усталости (МЭ/СХУ)  – хрони-

ческое неврологическое заболевание с  им-
мунными расстройствами (G93.3 по МКБ-10). 

ВЛИЯНИЕ ГЕРПЕСВИРУСОВ НА ПРОДУКЦИЮ 

ИНТЕРФЕРОНОВ ПРИ МИАЛГИЧЕСКОМ 

ЭНЦЕФАЛОМИЕЛИТЕ

 Дидковский Н. А.1,  Малашенкова И. К.2,  Крынский С. А.2, 

 Огурцов Д. П.1,  Хайлов Н. А.2,  Добровольская Е. И.2,  Гурская О. Г.1, 
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Проводилось исследование вирусной нагрузки в слюне, показателей клеточного имму-
нитета и уровня цитокинов в сыворотке крови у больных МЭ/СХУ. Выявлено повышение 
частоты активной герпесвирусной моно- и микст- инфекции. Высокое число копий вируса 
Эпштейна-Барр в  слюне ассоциировалось со  снижением уровня Th 1-цитокинов в  сыво-
ротке. Таким образом, у больных МЭ/СХУ с активной ВЭБ-инфекцией, отмечаются при-
знаки недостаточности цитокинов Тh1-ответа.

Ключевые слова: вирус Эпштейна-Барр, синдром хронической усталости, цитокины.
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Исследователи отмечают гетерогенность МЭ/
СХУ как нозологической единицы [1, 2]. Мно-
гие случаи характеризуются активной герпес-
вирусной инфекцией, в частности инфекцией 
вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ) и иммунными 
нарушениями (снижение клеточной цитоток-
сичности, снижение уровня Th 1-цитокинов 
IFNγ и IL-12). Эти изменения сопровождаются 
признаками системного воспаления (повыше-
ние провоспалительных цитокинов IL-1, IL-6, 
IL-8, TNFα, увеличение продукции свободных 
радикалов фагоцитами) [1, 2].

В патогенезе заболеваний, вызванных ВЭБ, 
имеет значение нарушение баланса Th 1- и Th 2-
звеньев адаптивного иммунного ответа. Данные 
литературы указывают, что хотя при острой 
ВЭБ-инфекции (инфекционный мононуклеоз) 
преобладает Тh1-иммунный ответ, некоторые 
хронические заболевания, ассоциированные 
с ВЭБ (лимфома Беркитта, хроническая актив-
ная ВЭБ-инфекция) сопровождаются наруше-
нием Th 1-иммунного ответа и  выраженным 
преобладанием Th 2-ответа [3].

Иммуносупрессия Th 1-ответа при указан-
ных формах хронической ВЭБ-инфекции 
связана в  основном с  воздействием вирусных 
белков на  активность интерферонов (за  счет 
угнетения синтеза самих интерферонов, пода-
вления транскрипционной индукции и актив-
ности ин терферон-стимулируемых белков). 
Белок EBNA2, кодируемый ВЭБ, связывает 
вирусные нуклеиновые кислоты и  препят-
ствует их взаимодействию с  интерферон-сти-
мулируемым белком OAS. Синтезируемые ВЭБ 
некодирующие РНК EBER-1 и EBER-2 подавля-
ют активность клеточной протеинкина зы  R, 
являющейся сенсором чужеродных нуклеино-
вых кислот и индуктором интерфероновых ка-
скадов. Вирусный белок vIL-10, схожий с чело-
веческим интерлейкином-10 (IL-10), вызывает 
сдвиг защитных реакций в сторону Th 2-ответа. 
Направленность механизмов избегания им-
мунного ответа, используемых ВЭБ, на  взаи-
модействие клеток иммунной системы, прежде 
всего на  интерфероновую систему, позволяет 
этому вирусу оказывать системное иммуносу-
прессивное действие. Изучение связи иммун-
ных нарушений при МЭ/СХУ с репликативной 
активностью герпесвирусной инфекции важно 
для понимания патогенеза заболевания и  для 
повышения эффективности терапии.

В настоящей работе проведено определе-
ние вирусной нагрузки в  слюне, показателей 

клеточного иммунитета и  уровня цитокинов 
в  сыворотке крови у  53 больных МЭ/СХУ 
(30 муж., 23 жен., средний возраст 34±5 лет). 
Контролем служили 30 условно здоровых до-
бровольцев. Использовали ПЦР для количе-
ственного определения ВЭБ, герпесвирусов 
человека 6 и 7 типов (HHV-6, HHV-7). Пока-
затели клеточного иммунитета исследовали 
с  помощью проточной цитометрии. Приме-
няли иммуноферментный анализ для изуче-
ния уровня Тх1-цитокинов (IFNγ, IL-2, IL-15) 
и провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-1β) 
в сыворотке. Критерием высокой репликации 
ВЭБ в  слюне было число копий ДНК вируса 
более 4 lg копий/мл. Для статистической обра-
ботки применяли критерий Стьюдента, крите-
рий кси-квадрат и  коэффициент корреляций 
Пирсона. Межгрупповые различия считали 
достоверными при p<0.05.

Исследование вирусной нагрузки показало, 
что частота обнаружения ВЭБ при МЭ/СХУ 
была выше, чем в контрольной группе, состав-
ляя 62.3%. Частота обнаружения HHV-6 при 
МЭ/СХУ составила 53.2%, а HHV-7 – 97.2%. 
Больные МЭ/СХУ имели высокую степень 
репликации ВЭБ в  слюне в  41.5% случаев, 
в то время как в контрольной группе эта ча-
стота составила 20% случаев. Высокая ре-
пликация ВЭБ у  больных ассоциировалась 
с  увеличением частоты микст-инфекции гер-
песвирусами ВЭБ и  HHV-6: микст-инфекция 
была обнаружена у  54.5% больных МЭ/СХУ 
с низкой репликацией ВЭБ и у 77.2% больных 
с высокой репликацией ВЭБ.

У 34 пациентов с МЭ/СХУ оценивали концен-
трацию ДНК HHV-7 в слюне. Средняя концен-
трация этого вируса составила 4.88±0.32 lg ко-
пий/мл. Концентрация HHV-7 различалась 
в зависимости от уровня репликации ВЭБ: при 
низкой репликации ВЭБ средняя концентрация 
HHV-7 составила 4.32±0.34 lg копий/мл, а при 
высокой репликации  – 5.53±0.39 lg копий/мл 
(р=0.00007). При этом корреляция lg концен-
трации ВЭБ и HHV-7 составила +0.7 (p<0.01).

Исследование Тh1-цитокинов показало, 
что высокое число копий вируса ВЭБ в  слю-
не у больных ассоциировалось со снижением 
уровня Th 1-цитокинов в  сыворотке, а  так-
же с  тенденцией к  снижению числа NK-кле-
ток. Так, уровень цитокина IFNγ составил 
203.85±91.14 пг/мл при низкой репликации 
вируса и  69.07±41.35 пг/мл при высокой ре-
пликации (р=0.006). Уровень цитокина IL-2 
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составил 3.26±1.66 пг/мл и 1.39±0.86 пг/мл, со-
ответственно (p=0.03). Содержание NK-клеток 
было 19.37±6.23% и 12.29±0.82% (р=0.03). Кро-
ме того, у  больных была выявлена отрица-
тельная корреляционная зависимость между 
уровнем Тh1-цитокинов и числом копий ВЭБ 
в слюне: между IFNγ и уровнем ВЭБ (r=–0.35), 
между IL-2 и  уровнем ВЭБ (r=–0.44), между 
IL-15 и уровнем ВЭБ (r=–0.59).

В то же время выделение ВЭБ со слюной со-
провождалось у  пациентов с  более высоким 
уровнем провоспалительного цитокина TNFα 
(р=0.0498). Кроме того, у пациентов, выделяю-
щих вирус, частота обнаружения TNFα была 
выше почти в  4 раза, составляя 79.31% (при 
отсутствии выделения вируса – 20%), р<0.01. 
Таким образом, наличие ВЭБ в слюне у боль-
шинства пациентов ассоциировалось с  обна-
ружением TNFα в  сыворотке, что свидетель-
ствует о системной воспалительной реакции.

Ассоциаций между количественными по-
казателями репликации HHV-6 и исследован-
ными показателями иммунитета не было об-
наружено.

Выводы. При МЭ/СХУ отмечается повыше-
ние частоты активной герпесвирусной моно- 
и микст- инфекции с выделением ВЭБ и HHV-6 

в слюне. Также у пациентов увеличена частота 
активной ВЭБ-инфекции с репликацией виру-
са в слюне более 4 lg копий/мл. Пациенты с вы-
сокой и  низкой репликацией ВЭБ различают-
ся по  частоте микст-инфекции с  выделением 
ВЭБ и HHV-6, а также по уровню репликации 
герпесвируса HHV-7. Обнаруженная связь 
концентрации вируса ВЭБ в  слюне с  систем-
ным уровнем Тh1-цитокинов свидетельствует 
о том, что у больных МЭ/СХУ с активной ВЭБ-
инфекцией, может присутствовать недостаточ-
ность Тh1-ответа, описанная при других клини-
ческих формах ВЭБ-инфекции. В лечении этой 
категории больных МЭ/СХУ может являться 
патогенетически обоснованным использова-
ние аномальных нуклеотидов и рекомбинант-
ных аналогов Тh1-цитокинов.
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HERPESVIRUSES AND IMMUNE DISTURBANCES 

IN MYALGIC ENCEPHALOMYELITIS

Didkovsky N. A.1, Malashenkova I. K.2, Krynskiy S. A.2, Ogurtsov D. P.1, Hailov N. A.2, 

Dobrovolskaya E. I.2, Gurskaya O. G.1, Zharova M. A.1, Zuikov I. A.1
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Studies of immune disturbances in myalgic encephalomyelitis (ME) are important for understanding 
the pathogenesis of this disease better and for choosing correct therapies. We researched quantitatively 
viral load in the saliva, cell-mediated immunity and cytokine levels in the serum in patients with ME. Th e 
patients had higher frequency of active herpesvirus monoinfection and mixed infection. Higher Epstein-
Barr virus (EBV) viral load in the saliva was associated with lower Th 1-cytokine serum levels. Th e results 
show that ME associated with active EBV infection is characterized by a defi ciency in Th 1-cytokines of 
adaptive immune response.

Kee words: Epstein-Barr virus, myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome, 
cytokines.
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Актуальность. В  настоящее время более 
55 млн. человек в России проживают в городах 
с высоким уровнем загрязнения. Проживание 
в  условиях повышенной экспозиции хими-
ческих веществ и  соединений является фак-
тором риска нарушений здоровья связанных 
с изменениями и нарушениями регуляторных 
и адаптивных систем [1, 2, 3]. Однако вопросы 
анализа системных регуляторных нарушений 
иммунной и  нейроэндокринной систем, свя-
занных с  воздействием внешнесредовых хи-
мических факторов риска до настоящего вре-
мени полностью не решены. 

Цель исследования – выявить особенности 
иммунной и  нейроэндокринной регуляции 
у детей, проживающих в условиях аэротехно-
генного воздействия фенола, метанола и фор-
мальдегида.

Материалы и методы. В качестве объектов 
исследования выбраны 494 ребенка в возрасте 
3-6 лет (девочек – 49%, мальчиков – 51%), по-
сещающие детские дошкольные учреждения. 
Экспонированная группа – 270 детей, прожи-
вающих на территории Пермского края с тех-
ногенной химической нагрузкой, в сравнении 
с  224 детьми, проживающими на  террито-
рии Пермского края с  удовлетворительной 
санитарно-гигиенической ситуацией (неэк-
спонированная группа). Оценка качества ат-

мосферного воздуха проводилась по данным 
собственных, мониторинговых и  натурных 
наблюдений. Оценка содержания химических 
факторов в  крови проводилось методом ка-
пиллярной газовой хроматографии на  хрома-
тографе Кристалл 2000. Исследование иммун-
ного статуса включало: CD-фенотипирование, 
определение относительного и  абсолютного 
числа CD3+-, CD3+CD4+-, CD3+CD8+-, CD19+-, 
CD16+56+-лимфоцитов при помощи цитофлюо-
риметра FACSCalibur (тест-системы «Becton 
Dickinson», США); определение фагоцитарной 
активности лейкоцитов с  использованием 
в качестве объектов фагоцитоза формалини-
зированных эритроцитов барана, концентра-
ции иммуноглобулинов (Ig) A, G, M методом 
радиальной иммунодиффузии по  Манчи-
ни. Концентрацию IgE и  фактора некроза 
опухали-α (TNFα) определяли методом ИФА 
(«Вектор-Бест», РФ; «Хема-Медика», РФ). 
Определяли содержание в  сыворотке крови 
кортизола, тиреотропного гормона, Т4 свобод-
ного, серотонина (тест-системы ИФА «Хема-
Медика», РФ; «IBL», «DRG Diagnostics», Гер-
мания). Оценка показателей системы крови 
(форменные элементы, гемоглобин) проводи-
лась на гематологическом анализаторе Coulter 
Ac T 5 diff , Beckman Coulter, США. Для иден-
тификации изменений биохимических пара-
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метров проводилось определение малонового 
диальдегида и  антиоксидантной активности 
плазмы по реакции с тиобарбитуровой кис-
лотой, щелочной фосфатазы, аланинамино-
трансферазы (АлАТ), аспартатаминотранс-
феразы (АсАТ), гамма-глютамилтрансферазы 
(γ-ГТ), альбуминов, глюкозы на автоматиче-
ском биохимическом анализаторе Konelab 20 
“Th ermo Fisher”, Финляндия. Статистическую 
достоверность различий оценивали по  не-
парному t-критерию Стьюдента. Причинно-
след ственные связи между воздействием 
химического вещества и  ответной реакцией 
организма описывали при помощи модели ло-
гистической регрессии [4]. Для оценки изме-
нения связей иммунной и нейроэндокринной 
систем использовали факторный анализ [4].

Результаты. Как показывает гигиениче-
ская оценка состояния атмосферного возду-
ха в  г. Губахе регистрировались значитель-
ные превышения гигиенических нормативов 
по фенолу (максимальные из разовых концен-
траций – 10,0 ПДК; среднесуточные концен-
трации  – 3,5 ПДК) и  формальдегиду (макси-
мальные из разовых концентраций – 1,9 ПДК). 
При оценке уровня содержания токсичных 
соединений в крови установлено, что у детей 
экспонированной группы идентифицирует-
ся повышенный уровень метилового спирта 
и  формальдегида, а  также определяется вы-
сокий уровень фенола по сравнению с детьми 
без экспозиции (p<0,05). При этом необходи-
мо отметить, что содержание в крови фенола 
в пять, а формальдегида в 2 раза выше у детей 
экспонированной группы.

При анализе маркеров эффекта со стороны 
регуляторных систем у  детей, проживающих 
в  условиях экспозиции метилового спирта, 
фенола и формальдегида имеются значитель-
ные изменения со  стороны про- и  антиок-
сидантной активности. Так в  этой группе 
по сравнению с детьми группы без экспозиции 
значимо повышено содержание маркеров про-
оксидантной активности – малонового диаль-
дегида (группа с экспозицией – 3,13±0,09, без 
экспозиции – 2,45±0,13 мкмоль/см3, p<0,0001) 
и  гидроперекиси липидов (группа с  экспо-
зицией – 376,9±16,4, без экспозиции – 327,8± 
14,2 мкмоль/дм3, p<0,0001), при одновремен-
ном снижении интегрального показателя ан-
тиоксидативной активности плазмы (группа 
с  экспозицией  – 38,6±1,02, без экспозиции  – 
41,3±1,95 у. е., p=0,02). Также имеются измене-

ния, характеризующие напряженность пече-
ночной функции и маркеров цитолитической 
активности. Так имеются разнонаправленные 
изменения общего (снижение) и  прямого  – 
(увеличение) билирубина (p<0,0001), сни-
жение концентрации щелочной фосфатазы 
(p=0,0004) и АЛАТ (p=0,0009).

Анализ изменений адаптивных систем по-
зволяет выявить нарушения как со  стороны 
врожденного, так и адаптивного иммунитета. 
В экспонированной группе имеется активация 
фагоцитарной активности (повышен абсолют-
ный фагоцитоз), а  также снижение провос-
палительного цитокина TNF-α и  увеличение 
общего содержания лейкоцитов. Имеется 
снижение относительных показателей содер-
жания Т-лимфоцитов (CD3+-лимфоцитов), 
а также их субпопуляций Th - (CD4+) и цито-
токсических (CD8+) лимфоцитов. Также име-
ется тенденция к  снижению сывороточного 
IgA. Из маркеров нейроэндокринной системы 
в  группе наблюдения имеется значимое по-
нижение концентрации стрессового гормона 
кортизола в сравнении с данным показателем 
у детей группы без экспозиции.

Таким образом, у детей экспонированной 
группы наблюдается активация проокси-
дантных механизмов с одновременным сни-
жением противооксидантной активности, 
а  также активация механизмов естествен-
ного и  угнетение маркеров приобретенного 
иммунитета. На этом фоне происходит реа-
ранжировка и  трансформация взаимодей-
ствий внутри нейроэндокринной и  иммун-
ной систем.
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Актуальность. Процессы взаимосвязи 
и  взаиморегуляции иммунной и  нейроэн-
докринной систем играют значительную 
роль в  поддержании гомеостаза организма 
и  уже на  протяжении многих лет привлека-
ют внимание исследователей [1]. Однако при 
изучении этих вопросов традиционно ис-
пользуется статистический подход, который, 
не смотря на ряд преимуществ при решении 
частных задач, является недостаточным с по-
зиций системного анализа. Для этих целей 
может быть предложено использование ма-
тематических моделей. Большинство работ 
в  этой области посвящено биологическому 
и математическому описанию отдельных зве-
ньев регуляторных механизмов [2, 3], суще-
ственно облегчающих понимание изучаемых 

явлений, но не способных дать полного и си-
стемного представления о внутренних связях 
и протекающих процессах.

Цель исследования  – построение мате-
матической модели механизмов регуляции, 
основанных на оси взаимодействия элементов 
иммунной и нейроэндокринной систем с уче-
том эволюции функциональных нарушений.

Биологические основы модели. Концепту-
альная и математическая постановка. Извест-
но, что в  основе механизма противодействия 
бактериальной инвазии лежит способность 
моноцитов и, в  большей степени, зрелых их 
форм макрофагов к  фагоцитозу патогенных 
бактерий. Поглощение комплексом «моноциты-
макрофаги» инфекционных агентов сопрово-
ждается синтезом и  высвобождением целого 

ПОДХОДЫ К МАТЕМАТИЧЕСКОМУ МОДЕЛИРОВНИЮ 
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И НЕЙРОЭНДОКРИННОЙ СИСТЕМ
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ряда цитокинов, среди которых и провоспали-
тельный интерлейкин-1 (IL-1). Появление в кро-
ви повышенного содержания IL-1, помимо 
многочисленных регуляторных эффектов, по-
буждает к мобилизации моноцитов в очаг вос-
паления, а  так  же через специфические рецеп-
торы гипоталамуса стимулирует выработку 
ри лизинг-гормона кортиколиберина. Послед-
ний, действуя на переднюю долю гипофиза, вы-
зывает секрецию адренокортиктропного гормо-
на (АКТГ). АКТГ, попадая в кровь, стимулирует 
надпочечники к выработке кортизола, повыше-
ние концентрации которого по механизму отри-
цательной обратной связи подавляет секрецию 
АКТГ и кортиколиберина, стимулирует апоптоз 
«моноцитов-макрофагов» и блокирует выработ-
ку IL-1. При этом указанные эффекты кортизо-
ла проявляются, начиная с  некоторого норма-
тивного уровня, и носят нелинейный характер. 
За счет отрицательной обратной связи, вызван-
ной увеличением концентрации кортизола, си-
стема находится в  положении равновесия. Ис-
следуемая структура взаимодействия элементов 
иммунной и нейроэндокринной систем является 
далеко не полной и содержит только часть регу-
ляторных механизмов, но позволяет качествен-
но отразить суть происходящих процессов.

Представленный механизм описывает са-
морегулирующуюся систему, работа которой 
во многом зависит от функционального состо-
яния органов (костный мозг, гипофиз, гипота-
ламус, надпочечники). Нарушение функций 
органов нейроэндокринной и  иммунной си-
стем может привести к сбою регуляции и дис-
балансу показателей. Для описания явления 
снижения функциональной активности орга-
нов, используется математическая модель эво-
люции нарушений функций органов и систем 
организма [4]. Эволюция нарушений функций 
определяется внешними по отношению к рас-
сматриваемым органам воздействиями и вну-
тренними нарушениями за счет естественных 
причин (старения).

Взаимодействия между элементами регуля-
торных систем описывается набором из шести 
уравнений с  начальными условиями, и  пред-
ставляет собой задачу Коши, записанную для 
системы обыкновенных дифференциальных 
уравнений первого порядка с запаздывающим 
аргументом. Идентификация параметров мо-
дели выполнена из условий течения стрепто-
кокковой легочной инфекции при изменениях 
продукции костным мозгом моноцитов.

Результаты моделирования. Для апроба-
ции модели поставлен численный экспери-
мент с  тремя возможными сценариями раз-
вития событий, отличающимися по  степени 
повреждения способности костного мозга 
к продукции моноцитов-макрофагов. Каждый 
сценарий предполагает выведение системы 
из состояния равновесия заданием начального 
уровня бактерий. На начальном этапе (в тече-
ние 2-3 суток) по всем сценариям наблюдает-
ся рост количества «макрофагов-моноцитов» 
и запуск регуляторных механизмов.

При реализации первого сценария, система 
через 4-5 дней приходит в  состояние устой-
чивого равновесия, что отвечает подавлению 
бактериального заражения и приведению по-
казателей в  нормативное состояние. Что со-
ответствует в клинике либо отсутствию сим-
птоматики болезни или острому воспалению, 
заканчивающемуся быстрым выздоровлени-
ем. Второй сценарий симулирует незначи-
тельное нарушение синтетической функции 
костного мозга, когда осуществляется баланс 
двух процессов: размножения бактерий и  их 
уничтожения макрофагами. При этом роста 
числа бактерий не происходит и сохраняется 
напряжение иммунной системы. Примером 
таких состояний может быть обострение или 
ремиссия хронического заболевания. В  тре-
тьем сценарии симулируется значительное на-
рушение продукции моноцитов-макрофагов 
костным мозгом. Наблюдается неограничен-
ный рост числа бактерий, связанный со сни-
жением числа моноцитов-макрофагов, что 
обусловлено снижением их продукции кост-
ным мозгом. Это приводит к угнетению всех 
регуляторных показателей, проявляющихся 
в  тяжелых острых состояниях или тяжелом 
обострении хронической инфекции, способ-
ных приводить к смерти.

Вывод. Построена математическая модель 
достаточно адекватно описывающая процессы 
многокомпонентного взаимодействия регуля-
торных систем при воспалительных реакциях 
бактериального генеза. Данная модель может 
служить основой для дальнейшего углублен-
ного изучения влияния различных внутрен-
них и  внешних факторов на  инфекционную 
заболеваемость населения.
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Введение. Экзема – острое или хроническое 
рецидивирующее аллергическое заболевание 
кожи, формирующееся под влиянием экзо-
генных и  эндогенных триггерных факторов 
и характеризующееся появлением полиморф-
ной сыпи, острой воспалительной реакцией, 
обусловленной серозным воспалением кожи, 
и  сильным зудом. [1]. Среди множественных 
форм экземы наиболее частой разновидно-
стью является микробная, составляющая бо-
лее 50% всех клинических вариантов дермато-
за. [1, 2, 3, 4]

Важность иммунных нарушений в  патоге-
незе экземы не вызывает сомнений. [1, 2, 3, 5] 
Определено значение иммуногенетических 
особенностей (ассоциации с  антигенами 
HLA-В22 и  HLA-С1), иммунного воспаления 
в  коже на  фоне подавления клеточного и  гу-
морального иммунитета, угнетения неспец-
ифической резистентности. Участие Т-лим-
фоцитов, в  частности Th 1, индуцирующих 
целый ряд провоспалительных цитокинов, 
таких как IL-1, IL-2, TNFα, IFN-γ, дало осно-
вание некоторым авторам назвать это забо-

ОСОБЕННОСТИ ГУМОРАЛЬНОГО ЗВЕНА 

ИММУНИТЕТА И ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ 
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Цель исследования – Изучить изменения в некоторых показателях гуморального зве-
на иммунитета и цитокинового профиля у больных инфекционной экземой, для дальней-
шей оптимизации терапии заболевания. Материал и  методы. Проведено исследование 
100 больных инфекционной экземой, в сравнении с 30 условно-здоровыми лицами. Про-
изводилась оценка Ig А, Ig M, IgG, IgE, ЦИК, концентрации цитокинов IFN-γ, IL-2, IL-4, 
IL-17, а также лактоферрина. Результаты. У больных инфекционной экземой в процессе 
развития заболевания сформировалось значительное изменение иммунной реактивно-
сти. Наиболее существенные отклонения от показателей здорового контингента выявлены 
в содержании ЦИК, IgA, IgM, IgG, IL-2 и IL-17.
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левание «цитокиновым дерматозом». Кроме 
того, иммунные девиации у больных экземой 
выявлены в самой коже, где отмечаются реак-
ции, частично медиированные Th 2 лимфоци-
тами (на ранних стадиях) и Th 1 лимфоцитами 
(на поздних стадиях) [2, 3, 5]. В конечном ито-
ге, выход простогландинов, лейкотриенов, ги-
стамина и т. д., вызывающих развитие в тканях 
воспаления, клинически проявляется ранним 
аллергическим ответом в виде гиперемии, от-
ека, зуда [2, 3, 5].

Не меньший интерес вызывают изменения 
гуморального звена и цитокинового профиля 
у  больных инфекционной экземой, девиации 
которых изучены в меньшей степени.

Цель исследования: изучить изменения 
в некоторых показателях гуморального звена 
иммунитета и цитокинового профиля у боль-
ных инфекционной экземой, для дальнейшей 
оптимизации терапии заболевания.

Материалы и  методы. Для достижения 
поставленной цели в  2009–2013 г. проведено 
исследования иммунного статуса у 100 паци-
ентов с  инфекционной экземой, в  сравнении 
с 30  условно-здоровыми лицами.

Определение в  сыворотке крови концен-
трации иммуноглобулинов классов A, M, G 
проводилось с  помощью иммунофермент-
ного анализа с  тест-системами производства 
ВЕКТОР БЕСТ (г. Новосибирск). Концентра-
ция общего иммуноглобулина Е в  сыворотке 
крови выявлялась методом твёрдофазного 
иммуноферментного анализа («Вектор-Бест», 
г. Новосибирск). Уровень IL-17, IL-4, IFN-γ 
смотрели методом иммуноферментного ана-
лиза в микропланшетном формате с регистра-
цией результатов на  ридере «MultiscanPlus» 
фирмы «Labsystems» (Финляндия) с  приме-
нением реактивов фирмы ООО «Цитокин» 
(г. Санкт-Петербург).

Статистический анализ данных прово-
дили с  помощью пакетов прикладных про-
грамм Microsoft Excel 2007 и  STATISTICA 6.0 
(forWindows; «StatSoft , Inc.», 2001).

Результаты и  обсуждение. Исследование 
некоторых показателей гуморального имму-
нитета и  цитокинового профиля у  больных 
инфекционной экземой выявило широкий 
спектр девиаций различного уровня.

Уровень циркулирующих иммунных ком-
плексов в группе наблюдения был достоверно 
увеличен и достиг – 46,31±1,98, что в два раза 
выше его количества в контрольной группе.

При инфекционной экземе наблюдалось сни-
жение содержания Ig А в сравнении с контро-
лем (0,89±0,04 г/л и 1,63±0,01 г/л соответствен-
но, p<0,01), подобные же отклонения имелись 
в отношении Ig М (1,01±0,04 г/л и 1,18±0,09 г/л, 
соответственно, p<0,05). Уровень IgG, напро-
тив оказался увеличенным (19,31±0,23 г/л, кон-
троль 11,31±0,21 г/л, p<0,001).

Содержание в  сыворотке крови IgE было 
повышено у  лиц с  инфекционной экземой 
(10,32±1,32 МЕ/мл), в сравнении с контролем 
(1,68±0,22 МЕ/мл).

Учитывая патогенетическую значимость 
в  развитии инфекционной экземы, в  сыво-
ротке крови определена концентрация IFN-γ, 
IL-2, IL-4, IL-17, а также лактоферрина.

Выявлено достоверно большее содержание 
IL-2 (4,62±0,05 пг/мл, по сравнению с контро-
лем 1,63±0,12 пг/мл, p<0,01), что может свиде-
тельствовать об активном островоспалитель-
ном процессе на системном уровне.

Содержание IL-4 при инфекционной экземе 
не отличалось от показателей контроля.

Отмечено достоверное повышение уровня 
IL-17 (20,78±0,93 пг/мл, относительно показа-
ний контроля 16,32±1,77 пг/мл, p<0,001) что, 
вероятно, связано с  участием данного цито-
кина в  развитии аллергического воспаления, 
а также с тем, что основной физиологической 
функцией этого цитокина является защита 
от инфекций.

Количество IFN-γ оказалось также досто-
верно повышенным (24,30±1,23 пг/мл) по срав-
нению с контролем (13,04±2,29 пг/мл).

Содержание лактоферрина в  сыворотке 
крови было, напротив, достоверно ниже, чем 
в контрольной группе и соответствовало 897± 
30,10  нг/мл при контроле 1136±90,92  нг/ мл. 
Возможно, в некоторых случаях данное сниже-
ние может нарушать устойчивость к развитию 
бактериальной инфекции у пациентов с инфек-
ционной экземой.

Таким образом, у  больных инфекционной 
экземой в  процессе развития заболевания 
сформировалось значительное изменение им-
мунной реактивности. Наиболее существен-
ные отклонения от  показателей здорового 
контингента выявлены в  содержании ЦИК, 
IgA, IgM, IgG, IL-2 и IL-17.
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FEATURES HUMORAL IMMUNITY AND CYTOKINE PROFILE 
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Th e aim of the study was to examine the changes in some indicators of humoral immunity and cy-
tokine profi le in patients with infectious eczema, for further optimization of the therapy of the disease.
Material and methods. A study of 100 patients with infectious eczema, in comparison with 30 healthy 
individuals. Th e assessment was made Ig A, Ig M, IgG, IgE, CEC, the concentration of cytokines IFN-γ, 
IL-2, IL-4, IL-17, as well as lactoferrin. Results. In patients with infectious eczema in the process of devel-
opment of the disease formed a signifi cant change in immune reactivity. Th e most signifi cant deviations 
from that of a healthy contingent identifi ed in the content of the CEC, IgA, IgM, IgG, IL-2 and IL-17. 

Keywords: infectious eczema, cytokine profi le, humoral immunity.

Актуальность. Смертность от  цереброва-
скулярных заболеваний (ЦВЗ) в  России со-
ставляет 233 случая на  100 000 человек (31%) 
и находится на втором месте после ишемиче-
ской болезни сердца [4]. Хронические ЦВЗ, 
к  которым относятся начальные проявления 
недостаточности кровоснабжения мозга и дис-
циркуляторная энцефалопатия (ДЭ), с  одной 
стороны, являются фактором риска развития 
инсульта, а с другой – причиной постепенно-
го нарастания неврологических и  психиче-

ских расстройств, которые при ДЭ могут быть 
причиной тяжелой инвалидизации больных. 
Основными причинами, которые обусловли-
вают возникновение и развитие ДЭ у лиц по-
жилого возраста, являются артериальная ги-
пертония и атеросклероз (АС) [3].

Перспективной на наш взгляд теорией ате-
рогенеза является то, что первичным тригге-
ром атеросклеротического процесса может 
оказаться накопление и  повышенное содер-
жание цитокинов в  периферической крови 

ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ 

МАРКЕРОВ ВОСПАЛЕНИЯ ПРИ ХРОНИЧЕСКИХ 
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В данной статье представлен иммуновоспалительный аспект дислипидемии, включаю-
щий характеристику содержания ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-10, МСР-1, С-РБ при церебральном 
атеросклерозе, и приведены данные собственных исследований.

Ключевые слова: воспалительные маркеры атеросклероза, дислипидемия, цитокины, 
хронические цереброваскулярные заболевания.
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на фоне изменений исходного уровня холесте-
рина [1]. Имеется ряд исследований, в  кото-
рых доказано, что и сами цитокины участвуют 
в процессах окисления липопротеинов [5].

Манифестирующие формы цереброваску-
лярной патологии связаны со значительными 
изменениями сосудистой стенки, не  всегда 
сопровождающимися изменениями липидно-
го состава крови, с  чем нередко сталкивают-
ся в клинике терапевты и неврологи. В боль-
шинстве случаев, поражения долгое время 
остаются бессимптомными, особенно в  бас-
сейнах внутренней сонной и позвоночной ар-
терий [2]. Поэтому весьма актуальной задачей 
является поиск дополнительных биомаркеров 
донозологических и потенциально обратимых 
стадий АС.

Цель работы: изучение воспалительного 
ответа при хронических ЦВЗ путем опреде-
ления концентрации ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-10, 
МСР-1, С-РБ в сыворотке крови.

Материалы и методы. Обследовано 60 па-
циентов (45 женщин и 15 мужчин в возрасте 
45-65 лет, средний возраст составил 58,3± 1,8 
года) с хроническими ЦВЗ. Критерии исклю-
чения: клинические проявления АС других 
локализаций, имеющийся в анамнезе инсульт, 
а также инфекционные, онкологические и пси-
хические заболевания, сахарный диабет, прием 
статинов. Диагноз устанавливался на  основе 
клинических данных, результатов ультразву-
кового исследования экстракраниальных ар-
терий в  режиме дуплексного сканирования 
с  цветным доплеровским картированием по-
токов, магнитно-резонансной томографии го-
ловного мозга, лабораторных биохимических 
исследований по  определению липидного 
спектра и состояло из определения уровня об-
щего холестерина (ХС), ХС ЛПНП, ХС ЛПОНП 
стандартными методами с помощью наборов 
«Human». Количественный анализ ФНО-α, 
ИЛ-6, ИЛ-10, МСР-1, С-РБ в сыворотке крови 
обследуемых лиц проводили методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа с помо-
щью наборов реагентов фирмы «Вектор-Бест». 
Контрольную группу составили 60 практиче-
ски здоровых обследованных лиц, сопостави-
мых с опытной группой по полу (45 и 15 чело-
век соответственно) и возрасту (57,9±1,6 лет). 
Расчетным методом определялись уровни ХС 
ЛПВП, величина индекса атерогенности (ИА). 
Диагноз ДЭ устанавливался по  классифика-
ции Е. В. Шмидта (1985). Статистическая об-

работка осуществлена с  помощью программ 
MS Excel 2010 и Statistica 6.0.

Результаты. В  результате статистического 
анализа полученных данных, были выявле-
ны следующие особенности: содержание ХС, 
ЛПНП и  ЛПОНП в  сыворотке крови боль-
ных с  хроническими ЦВЗ было достоверно 
выше (6,07±0,13 ммоль/л; 4,42±0,17 ммоль/л), 
чем в  группе контроля (4,34±0,24  ммоль/л; 
2,65±0,21  ммоль/л; p<0,001). ХС ЛПВП со-
ставил 1,65±0,12 ммоль/л в основной и 1,69± 
0,13 ммоль/л в контрольной группе (p>0,05). 
ИА  – 3,19±0,27 и  1,79±0,21 соответственно 
(p<0,001).

В опытной группе статистически значи-
мо были повышены концентрации ФНО-α 
(0,75±0,23 пг/мл, при контрольном значении 
0,05±0,02 пг/мл; p<0,05), С-РБ (7,10±0,83 мг/ мл, 
контроль – 3,66±0,27 мг/мл; p<0,01) и МСР-1 
(225,81±10,98 пг/мл и  82,83±11,95 пг/мл; 
p<0,001), что подтверждает наличие опреде-
ленных составляющих системного воспали-
тельного ответа, вероятно, способствующих 
повреждению сосудистой стенки и  прогрес-
сированию АС. Известна также роль ФНО-α 
в качестве стимулятора ангиогенеза и индук-
тора апоптоза. По  нашему мнению, эти про-
цессы могут иметь место при развитии воспа-
лительного повреждения сосудистой стенки 
и объясняют установленную в ходе исследова-
ния активацию данного цитокина.

Вместе с тем концентрации интерлейкинов 
в  исследуемых группах существенно не  раз-
личались, и составили в опыте и контроле со-
ответственно: ИЛ-6 – 2,98±0,47 пг/ мл; 2,11± 
0,54  пг/мл (p>0,05), ИЛ-10–2,49±0,61  пг/ мл; 
3,07±0,75 пг/мл (p>0,05), что свидетельствует, 
скорее всего, об  определенном балансе про- 
и  противовоспалительных факторов на  ран-
них стадиях атеросклероза.

Выводы. Результаты проведенных нами ис-
следований подтверждают патогенетическую 
роль иммуновоспалительных процессов при 
церебральном АС. Целенаправленный скри-
нинг у  лиц с  факторами риска АС маркеров 
повреждения сосудистой стенки, таких как 
ФНО-α, С-РБ, МСР-1, наряду с традиционным 
выявлением признаков дислипидемии, по-
зволит своевременно начать необходимые ле-
чебно-профилактические мероприятия на  до-
клинических стадиях болезни, определяя тем 
самым контроль за  развитием атеросклероза 
и улучшая прогноз ЦВЗ.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Цитокины и цитокинотерапия82

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Залесский В. Н. Аутоиммунные и иммуновоспа-
лительные процессы при атеросклерозе, его ну-
триентопрофилактика и  терапия. Киев: Biпол, 
2008 г. 592 с.

2. Липовецкий Б. М. Атеросклероз и  его ослож-
нения со стороны сердца, мозга и аорты. СПб.: 
СпецЛит, 2013 г. 58 с.

3. Манвелов Л. С., Кадыков А. С. // Лечащий Врач. 
2000. № 7. С. 15-18.

4. Сафарова М. С., Сергиенко И. В., Ежов М. В. 
и  др. // Атеросклероз и  дислипидемии. 2014. 
№ 3. С. 7–15.

5. Folcik V. A., Aamir R., Cathcart M. K. // Arte-
rioscler. Thromb Vasc. Biol. – 1997. – Vol. 17. – P. 
1954-1961.

DIAGNOSTIC VALUE MARKERS OF INFLAMMATION 

IN CHRONIC CEREBROVASKULAR DISEASES

Mavzyutova G. A., Lukmanova L. Z., Hakimova R. A.

Bashkir State Medical University, Ufa, Russia

Th is article presents an immunoinfl ammatory aspect of dyslipidemia, including characterization of 
TNF-α, IL-6, IL-10, MCP-1, C-RP in cerebral atherogenesis and shows the data of their own research.

Keywords: infl ammatory markers of atherosclerosis, dyslipidemia, cytokines, chronic 
cerebrovascular disease.

Для лабораторной диагностики заболева-
ний дыхательной системы в  последние деся-
тилетия были предложены различные муци-
ны (CA  15.3, CA 125, CASA). Полиморфные 
эпителиальные муцины представляют собой 
гликопротеины массой более 300 кДа, экс-
прессируемые на  апикальной поверхности 

клеток железистого эпителия. Альвеомуцин, 
или сывороточный муциновый антиген 3EG5, 
был открыт австралийскими учеными при 
изучении интерстициальных болезней лег-
ких. Согласно исследованиям, при потере 1-го 
типа клеток в легочной ткани и восстановле-
нии эпителиальной поверхности альвеолоци-

СЫВОРОТОЧНЫЙ АЛЬВЕОМУЦИН, КАК ПОКАЗАТЕЛЬ 

АКТИВНОГО ВОСПАЛЕНИЯ У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКОЙ 

ОБСТРУКТИВНОЙ БОЛЕЗНЬЮ ЛЕГКИХ

 Мавзютова Г. А.1,  Кузовкина О. З.2,  Ибрагимова Л. А.1, 

 Аминева Л. Х.1

1ГБОУ ВПО «Башкирский Государственный медицинский университет министерства 
здравоохранения Российской Федерации»; 2ГБУЗ РБ ГКБ № 5, Уфа, Россия

Было обследовано 36 больных с обострением ХОБЛ в возрасте от 35 до 70 лет (средний 
возраст – 55,7 ± 1,6). Определяли уровень альвеомуцина в сыворотке крови путем иммуно-
ферментного анализа («ELISA») с помощью стандартных наборов («Хема», Россия). В день 
госпитализации в  стационар средний уровень муцинового антигена в  сыворотке крови 
у пациентов с ХОБЛ был максимальным, значительно отличаясь от показателя здоровых 
лиц (p<0,01) и достигал уровня 73,56±8,35 ед/мл, статистически значимо (p<0,05) снижаясь 
до 40,93±4,18 ед/мл к 10-му дню лечения. Были установлены корреляции между уровнем 
муцинового антигена и  показателями общевоспалительного синдрома (лейкоцитозом, 
уровнем СОЭ и СРБ).

Ключевые слова: альвеомуцин, муциновый антиген 3EG5, хроническая обструктивная 
болезнь легких.
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тами 2-го типа растет уровень исследуемого 
антигена в сыворотке крови пациентов [1, 3]. 
Проведенные нами ранее исследования по-
казали, что сывороточный альвеомуцин, или 
муциновый антиген может быть дополнитель-
ным критерием степени тяжести и объема по-
ражения легких при пневмонии и  позволяет 
косвенно характеризовать этиологию заболе-
вания [2]. Что касается использования данно-
го маркера для характеристики хронических 
бронхолегочных процессов и  их обострений, 
то  идеальной моделью для таких исследова-
ний, на наш взгляд, является хроническая об-
структивная болезнь легких – ХОБЛ.

Материалы и методы исследования. В на-
стоящее время предложен метод определения 
уровня альвеомуцина в сыворотке крови пу-
тем иммуноферментного анализа («ELISA») 
с  помощью стандартных наборов («Хема», 
Россия), который и  был применен в  данной 
работе. С  целью изучения диагностического 
значения содержания сывороточного альвео-
муцина было обследовано 36 больных с ХОБЛ 
в возрасте от 35 до 70 лет (средний возраст – 
55,7±1,6), преимущественно мужчин (75%). 
Пациенты поступали в  стационар в  стадии 
обострения заболевания, в  среднем на  4–7-й 
день заболевания.

Результаты исследования. Установлено, 
что в день обращения обследуемых в стацио-
нар средний уровень муцинового антигена 
в  сыворотке крови у  пациентов с  ХОБЛ был 
максимальным, значительно отличаясь от по-
казателя здоровых лиц (p<0,01) и  достигал 
уровня 73,56±8,35 ед/мл, статистически зна-
чимо (p<0,05) снижаясь до  40,93±4,18 ед/мл 
к 10-му дню лечения.

По данным корреляционного анализа при 
сопоставлении уровня альвеомуцина с  по-

казателями лейкоцитов у  пациентов с  ХОБЛ 
в день госпитализации выявлена сильная пря-
мая (rs = 0,68, p<0,0001) взаимосвязь, ослабева-
ющая в динамике (rs =0,42, p<0,05). При изуче-
нии корреляций этого маркера с повышением 
СОЭ в день поступления установлена прямая 
умеренной силы связь (rs  = 0,73, p<0,0001), 
также ослабевающая на  10-й день лечения 
(rs = 0,2, p<0,5). Однако наиболее сильная со-
пряженность проявилась между уровнем му-
цинового антигена и количественными пока-
зателями СРБ как в  начале наблюдения (rs  = 
0,79, p<0,0001), так и в динамике заболевания 
(rs = 0,78, p<0,0001).

Корреляции, установленные между уров-
нем муцинового антигена и  показателями 
общевоспалительного синдрома, указывают 
на  возможное участие исследуемого маркера 
в иммунном ответе при инфекционных забо-
леваниях органов дыхания. При этом необхо-
димо отметить специфичность этого показа-
теля к  поражению бронхолегочной системы 
в  отличие от  других острофазовых белков. 
Таким образом, показатель альвеомуцина яв-
ляется уникальным критерием, характери-
зующим одновременно два синдрома – обще-
воспалительный и поражения легочной ткани, 
поэтому его определение может с успехом при-
меняться в диагностике заболеваний органов 
дыхания воспалительного характера и оценке 
степени тяжести процесса.
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MUCIN ANTIGEN AS COPD ACTIVE INFLAMATIONS INDICATOR

Mavzutova G. A.1, Kuzovkina O. Z.2, Ibragimova L. A.1, 

Amineva L. H.1

1Bashkir State Medical University; 2Municipal clinic hospital № 5, Ufa, Russia

We examined 36 patients with acute exacerbation of COPD aged 35 to 70 years (mean age 55,7 ± 1,6). 
We determined the level of mucin antigen in serum by enzyme-linked immunosorbent assay («ELISA») 
using standard tests («Hema», Russia). On the day of hospital admission, the average level mucin antigen 
in the serum of patients with COPD was the highest, signifi cantly diff erent from the rate of healthy per-
sons (p<0.01) and reached the level of 73,56±8,35 u/ml, signifi cantly (p<0.05) decreasing up to 40,93± 
4,18 u/ ml to 10-th day of treatment. Were established correlation between the level mucin antigen and 
indicators observatory syndrome (leukocytosis, the level of ESR and CRP).
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Актуальность и  цель работы. Грануло-
цитарный колоние-стимулирующий фактор 
(Granulocytecolony-stimulating factor, G-CSF) 
играет ключевую роль в поддержании грану-
лоцитопоэза и  функциональной активности 
зрелых гранулоцитов [1]. Этот фактор также 
усиливает мобилизацию стволовых клеток 
из  костного мозга в  кровоток, оказывая тем 
самым позитивное влияние на  регенератив-
ные процессы [2].

В последнее время накапливаются дан-
ные об  иммуномодулирующих свойствах 
G-CSF  [3]. Хорошо изучено влияние G-CSF 
на  моноциты и  дендритные клетки, высоко 
экспрессирующие рецептор к G-CSF (G-CSFR) 
на своей поверхности. С другой стороны, пря-
мое влияние G-CSF на лимфоидные клетки и, 
в частности, на Т-лимфоциты остается мало-
изученным [4].

Цель настоящей работы  – оценить экс-
прессию G-CSFR на основных субпопуляциях 
Т-лимфоцитов и  охарактеризовать влияние 
G-CSF на цитокин-продуцирующую функцию 
Т-клеток.

Материалы и  методы. Мононуклеарные 
клетки (МНК) выделяли из  периферической 
крови здоровых доноров (7 человек, средний 
возраст 38,7±6,4 лет) посредством градиент-

ного центрифугирования. CD3+ Т-клетки по-
лучали из МНК методом позитивной колоноч-
ной магнитной сепарации с  использованием 
магнитных частиц, коньюгированных с  ан-
ти-CD3 антителами (Miltenyi Biotech, Герма-
ния). Чистота выделенных CD3+-лимфоцитов 
составляла не  менее 98%. Далее СD3 клетки 
в  концентрации 1x106/мл культивировали 
в  бессывороточной среде TexMACS Medium 
(MiltenyiBiotech) с  частицами, коньюгиро-
ванными с  антителами к  CD2, CD3 и  СD28 
(T Cell Activation/Expansion Kit human, MACS 
Miltenyi Biotech), или без частиц в  контро-
ле в  течение 48 ч.  Перед культивированием 
в  опытные пробы добавляли G-CSF (Miltenyi 
Biotech) в концентрациях 10, 1, 0,1, 0,01 нг/мл. 
После культивирования клетки окрашивали 
меченными с  помощь флюорохромов анти-
телами к CD114, CD4, CD8, CD45RA и CD197 
(eBioscience) и  оценивали экспрессию по-
верхностных маркеров методом проточной 
цитометрии (BD  Accuri®C6, BD Biosciences). 
Содержание интерферон-гамма (IFN-γ) и ин-
терлейкина-2 (IL-2) определяли методом им-
муноферментного анализа (ChemWell 2910, 
Awareness Technology, Inc.) с  использовани-
ем коммерческих тест-систем (“Вектор-Бест”, 
Россия).

ПРЯМОЕ ВЛИЯНИЕ ГРАНУЛОЦИТАРНОГО 

КОЛОНИЕ-СТИМУЛИРУЮЩЕГО ФАКТОРА 

НА Т-КЛЕТОЧНУЮ РЕАКТИВНОСТЬ

 Малащенко В. В.,  Газатова Н. Д.,  Меняйло М. Е.,  Шмаров В. А., 

 Тодосенко Н. М.,  Мелащенко О. Б.,  Мельников А. Е.,  Исмаилова А. З., 

 Гончаров А. Г.,  Селедцов В. И.

ФГАОУ ВПО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», 
Калининград, Россия

Показано, что активация T-лимфоцитов может индуцировать поверхностную экс-
прессию рецептора для гранулоцитарного колоние-стимулирующего фактора (granulocyte 
colony-stimulating factor receptor, G-CSFR). Сам CSF способен модулировать Т-клеточную 
экспрессию своего рецептора. G-CSF также обладает способностью снижать продукцию 
активированными Т-лимфоцитами интерлейкина-2 (interleukin-2, IL-2) и интерферона-γ 
(interferon-γ, IFN-γ). Полученные данные указывают на непосредственную вовлеченность 
G-CSF в регуляцию адаптивных Т-клеточных реакций.

Ключевые слова: гранулоцитарный колоние-стимулирующий фактор, Т лимфоцит, ин-
терлейкин-2, интерферон-гамма.
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Результаты и обсуждение. Количество кле-
ток экспрессирующих G-CSFR (СD114) среди 
неактивированных Т-лимфоцитов варьиро-
вало от 0,17% в  CD8+ терминально диффе-
ренцированных Т-лимфоцитах (CD8+ TEMRA; 
CD3+CD8+CD45RA+CD197–) до 1,83% в CD4+ 
центральных Т-клетках памяти (CD4+ CM; 
CD3+CD4+CD45RA–CD197+). Активация при-
водила к  заметному увеличению количества 
CD114+ Т-клеток. Процент активированных 
CD114+ Т-клеток варьировал в  диапазоне 
от  0,4% среди CD8+ эффекторных Т-клеткок 
памяти (CD8+ EM CD3+CD8+CD45RA–CD197–) 
до  4,40% среди CD8+ центральных Т-клеткок 
памяти (CD8+ CM CD3+CD8+CD45RA–CD197+). 
Интересно, что присутствие G-CSF в  куль-
туральной среде дополнительно повыша-
ло примерно на  треть количество CD114+ 
клеток среди активированных СD4+. И  на-
оборот, под влиянием G-CSF происходило 
резкое снижение (с  4,40% до  1,23%) числа 
CD114+ клеток среди активированных СD8+ 

центральных Т-клеток памяти (СD8+ CM 
CD3+CD8+CD45RA–CD197+CD114+). Присут-
ствие в  культуральной среде низких концен-
траций (0,01нг/мл) G-CSF приводило к сниже-

нию продукции активированными клетками 
как IL-2 (с  6996±504 до  4750±252 пг/мл), так 
и  IFN-γ (с  8357,4±456,3 до  2292± 453 пг/мл). 
Однако этот эффект не наблюдался при более 
высоких концентрациях G-CSF. Таким обра-
зом активация Т-лимфоцитов может стимули-
ровать экспрессию G-CSFR на их поверхности. 
Сам G-CSF может модулировать этот процесс. 
Снижение продукции IL-2 и IFN-γ активиро-
ванными Т-клетками под воздействием G-CSF 
частично объясняет наличие у этого гемопоэ-
тина антивоспалительных свойств. В  целом, 
полученные данные свидетельствуют о вовле-
ченности G-CSF в  непосредственную регуля-
цию адаптивных Т-клеточных реакций.
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THE DIRECT INFLUENCE OF GRANULOCYTE 

COLONY- STIMULATING FACTOR ON THE T-CELL REACTIVITY

Malashchenko V. V., Gazatova N. D., Meniailo M. E., Shmarov V. A., 

Todosenko N. M., Melashchenko O. B., Melnikov A. E., Ismailova A. Z., 

Goncharov A. G., Seledtsov V. I.

Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia

It is shown that activation of T-cells is able to induce surface expression of granulocyte colony stimu-
lating factor receptor (G-CSFR). CSF, by itself, is capable of modulating the expression of its receptor on 
T-cells. G-CSF also possesses the ability to reduce production of interleukin-2 (IL-2) and interferon-γ 
(IFN-γ) by T-cells. Th ese data indicate a direct role of G-CSF in adaptive regulation of T-cell responses.
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Актуальность и  цель работы. Проблема 
диагностики и  лечения больных с  гнойно-
воспалительными заболеваниями челюстно-
лицевой области остается актуальной. Несмо-
тря на наличие доступной стоматологической 
и  хирургической помощи населению и  улуч-
шение её качества, отмечается увеличение 
количества пациентов с  так называемыми 
«молниеносными» формами течения заболе-
вания, которые могут быть причиной серьез-
ных, угрожающих жизни осложнений [1, 2]. 
Это связано с  распространённостью хрони-
ческой одонтогенной инфекции, снижением 
чувствительности микроорганизмов к  анти-
бактериальным препаратам и  повышением 
их вирулентных свойств за счет широкой до-
ступности антибиотиков и  не  всегда оправ-
данного их применения [3]. На  клиническую 
картину, течение и прогноз заболевания непо-
средственно влияют и  изменения в  иммуно-
логической реактивности организма в целом, 
с тенденцией к нарушению иммунитета.

Перспективным направлением в  профи-
лактике осложнений гнойно-воспалительных 
заболеваний лица и  шеи является исследо-
вание показателей местного врожденного 
и адаптивного иммунитета [4]. Исследования 
ротовой жидкости помогут определить наи-

более информативные маркеры воспаления, 
мониторировать склонность к  распростране-
нию и  определять тяжесть течения гнойно-
септических заболеваний челюстно-лицевой 
области, что позволит совершенствовать су-
ществующие протоколы лечения.

Целью настоящей работы явилась оценка 
значимости изменений локального уровня ци-
токинов у пациентов с флегмонами челюстно-
лицевой области в  зависимости от  распро-
страненности процесса.

Материалы и методы. Проведен анализ исто-
рий болезни, а  также наблюдение, обследова-
ние и лечение 58 больных (21 (36,2%) женщина 
и 37 (63,8%) мужчин) в возрасте 38,5±3,7 года 
с  одонтогенными флегмонами челюстно-ли-
цевой области, находившихся на  стационар-
ном лечении в  отделении челюстно-лицевой 
хирургии Краевой клинической больницы № 2 
города Владивостока. Все пациенты поступили 
в клинику в экстренном порядке, получали ле-
чение и обследование согласно существующим 
нормам. Диагнозы сформулированы на  осно-
вании объективных методов исследования, 
интраоперационных данных в  соответствии 
с  международной классификацией болезней 
10-го пересмотра. Пациенты были разделены 
на  три группы в  зависимости от  распростра-

ИССЛЕДОВАНИЕ ЛОКАЛЬНОГО ЦИТОКИНОВОГО 

ПРОФИЛЯ ПРИ ОДОНТОГЕННЫХ ФЛЕГМОНАХ

 Маркелова Е. В.,  Романчук А. Л.,  Красников В. Е.

ГБОУ ВПО Тихоокеанский государственный медицинский университет 
Минздрава России, Владивосток, Россия

Проведено исследование TNFα, TNFβ, IL-10, TGFβ1 в  ротовой жидкости у  пациен-
тов с  одонтогенными флегмонами челюстно-лицевой области, которые были разделены 
на три группы в зависимости от распространенности воспалительного процесса. Оценка 
локального уровня цитокинов позволила выявить превалирование провоспалительных 
механизмов врожденного иммунитета и  особенности иммунного ответа при различном 
клиническом течении воспаления в  челюстно-лицевой области. У  пациентов с  гнойно-
воспалительным процессом в  одной анатомической области определено умеренное по-
вышение TNFα и TGFβ1. При распространении процесса на несколько анатомических об-
ластей была зарегистрирована гиперпродукция, как провоспалительных (TNFα, TNFβ1), 
так и противовоспалительных (IL-10, TGFβ1) цитокинов. При распространенном процессе 
и сепсис-синдроме выявлено увеличение TNFβ и TGFβ1, тогда как уровень TNFα и IL-10 
не отличался от референсных величин, что свидетельствует об активации Т-лимфоцитов, 
в том числе Т-регуляторных клеток и отражает супрессию макрофагального иммунитета.

Ключевые слова: цитокины, одонтогенные флегмоны.
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ненности воспалительного процесса. В  пер-
вую группу (17 (29,3%) пациентов) включены 
больные с  поражением одной анатомической 
области, вторая группа (26 (44,8%) человек) – 
пациенты с поражением нескольких анатоми-
ческих областей, в  третью группу (15 (25,9%) 
человек) включены пациенты с  гнилостно-
некротическими флегмонами дна полости 
рта  – ангиной Людвига, сепсис-синдромом 
и медиастенитом. Контрольная группа – прак-
тически здоровые люди в количестве 20 чело-
век в возрасте 20-50 (34,2±3,1) лет.

С целью изучения активности воспалитель-
ного процесса и  напряженности врожденно-
го иммунитета проведено исследование про- 
и  противовоспалительных цитокинов (TNFα, 
TNFβ, IL-10, TGFβ1) в ротовой жидкости мето-
дом твердофазного иммуноферментного ана-
лиза с использованием диагностических набо-
ров R&D Diagnostics Inc. (USA). Статистическая 
обработка полученных результатов проведена 
на персональном компьютере в операционных 
системах Windows ХР с использованием пакета 
прикладных программ «Statistica-6» и «Biostat» 
(непараметрическими методами). Для оценки 
различий между зависимыми и  независимы-
ми выборками применяли непараметрические 
критерии Вилкоксона–Манна-Уитни. Степень 
зависимости между различными параметрами 
оценивали с помощью критерия ранговой кор-
реляции Спирмена.

Результаты. Результаты исследований ло-
кального цитокинового профиля. Так, уровень 
TNFα у пациентов с поражением одной анато-
мической области – 4,39 (3,60; 6,50) р1–2<0,05, 
у  пациентов с  поражением нескольких анато-
мических областей – 10,43 (3,50; 24,30) р2–3<0,05, 
у  пациентов с  гнилостно-некротическими 
флегмонами дна полости рта – 3,67 (3,50; 3,90) 
р1-3<0,05, у контрольной группы –1,36 (0,50; 4,20). 
TNFβ у пациентов с поражением одной анато-
мической области – 7,15 (2,00; 8,50) р1–2<0,05, 
у  пациентов с  поражением нескольких анато-
мических областей – 10,43 (4,90; 11,80) р2–3<0,05, 
у пациентов с гнилостно-некротическими флег-
монами дна полости рта  – 15,00 (11,00; 53,40) 
р1–3<0,001, у  контрольной группы – 4,32 (1,24; 
5,46). Уровень IL-10 у  пациентов с  поражени-
ем одной анатомической области – 13,70 (6,20; 
38,60) р1–2<0,05, у пациентов с поражением не-
скольких анатомических областей – 14,15 (6,20; 
113,40) р2–3<0,05, у  пациентов с  гнилостно-
некротическими флегмонами дна полости 

рта – 6,20 (5,50; 42,70) р1–3>0,05, у контрольной 
группы – 8,69 (6,20; 24,60). TGFβ1 у  пациен-
тов с  поражением одной анатомической обла-
сти – 41,00 (20,00; 330,00) р1–2>0,05, у пациентов 
с поражением нескольких анатомических обла-
стей – 31,50 (80,00; 310,00) р2–3<0,05, у пациентов 
с  гнилостно-некротическими флегмонами дна 
полости рта  – 265,00 (153,00; 367,00) р1–3<0,05, 
у контрольной группы – 21,00 (10,60; 28,63).

У пациентов с  флегмоной, ограниченной 
одной анатомической областью, выявлено уме-
ренное увеличение TNFα. Его уровень в рото-
вой жидкости был статистически значимо 
выше, чем в контроле и у пациентов III группы 
(р<0,05). Значения TNFβ и  IL-10 у пациентов 
этой группы не  отличались от  референсных 
величин, тогда как уровень TGFβ1 был повы-
шен более чем в 2 раза. У пациентов II группы, 
с распространением воспалительного процес-
са на  несколько анатомических областей, за-
регистрировано повышение содержания как 
про- (TNFα и  TNFβ), так и  противовоспали-
тельных цитокинов (IL-10 и TGFβ1) в основном 
в  1,5–2  раза, только уровень TNFα у  68% па-
циентов этой группы был повышен более чем 
в 5 раз. У пациентов III группы выявлен повы-
шенный уровень TNFβ в 2–3 раза по сравне-
нию с контролем и обследованными больными 
других групп. У  всех пациентов этой группы 
установлено существенное увеличение коли-
чества TGFβ1 в  ротовой жидкости более чем 
в 5 раз по сравнению с референсными значе-
ниями и показателями других групп.

Для комплексной оценки локального ци-
токинового профиля были рассчитаны коэф-
фициенты, отражающие превалирование, как 
про-, так и  противовоспалительной актив-
ности цитокиновых механизмов. Выявлено, 
что его уровень статистически значимо выше 
у пациентов с распространенными флегмона-
ми челюстно-лицевой области и у пациентов 
с  гнилостно-некротическими флегмонами 
дна полости рта, медиастенитом и  сепсис-
синдромом. У обследованных III группы одно-
временно определена гиперпродукция TGFβ1, 
свидетельствующая об  активации Т-регу-
ляторных клеток. Это может быть одним 
из механизмов супрессии адаптивного имму-
нитета у этой категории больных.

Таким образом, оценка локального уровня 
цитокинов позволила выявить превалирова-
ние провоспалительных механизмов врож-
денного иммунитета при одонтогенных флег-
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монах и  особенности иммунного ответа при 
различном клиническом течении воспаления 
в  челюстно-лицевой области. У  пациентов 
с гнойно-воспалительным процессом в одной 
анатомической области определено умеренное 
повышение TNFα и TGFβ1. При распростране-
нии процесса на несколько анатомических об-
ластей была зарегистрирована гиперпродук-
ция, как провоспалительных (TNFα, TNFβ1), 
так и  противовоспалительных (IL-10, TGFβ1) 
цитокинов. При распространенном процес-
се и  сепсис-синдроме выявлено увеличение 
TNFβ и TGFβ1, тогда как уровень TNFα и IL-10 
не  отличался от  референсных величин, что 

свидетельствует об активации Т-лимфоцитов, 
в том числе Т-регуляторных клеток и отража-
ет супрессию макрофагального иммунитета.
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DETERMINATION OF ODONTOGENIC PHLEGMON 

LOCAL CYTOKINE PROFILE

Markelova E. V., Romanchuk A. L., Krasnikov E. V.

Pacifi c State Medical University of MH of the Russian Federation, Vladivostok, Russia

TNFα, TNFβ, IL-10, TGFβ1 determination was made in oral fl uids from patients with maxillofacial 
odontogenic phlegmons, which were divided into 3 groups depending on the prevalence of infl amma-
tion. Local cytokine level score permitted to defi ne a preponderance of pro-infl ammatory mode of inborn 
immunity and also the immune response under maxillofacial infl ammations. Patients that had pyoan-
fl ammation in one anatomic area demonstrated modest increase in TNFα and TGFβ1. Patients that had 
pyoinfl ammation in several areas showed an increase in proinfl ammatory cytokines (TNFα, TNFβ1) and 
also exhibited an increase in anti-infl ammatory cytokines (IL-10, TGFβ1). Patients that had generalized 
process and sepsis syndrome showed an increase in TNFβ and TGFβ1, but the level of TNFa and IL-10 did 
not stand out of the reference range, and this is an indication of T-cell activation, including Tregs and also 
suppression of macrophage immunity.

ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ ГОЛОВНОГО МОЗГА 

ЖИВОТНЫХ С ПАССИВНЫМ ТИПОМ ПОВЕДЕНИЯ ПОСЛЕ 

ТРАНСПЛАНТАЦИИ МОДУЛИРОВАННЫХ КОФЕИНОМ 

ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК

 Маркова Е. В.,  Княжева М. А.

ФГБНУ «НИИ фундаментальной и клинической иммунологии», Новосибирск, Россия

Взаимодействие основных адаптационных систем организма подра зумевает регулирую-
щее влияние со стороны иммунной системы, ее клеточных элементов и цитокинов на функ-
ции центральной нервной системы. В настоящем исследовании продемонстрировано, что 
обработка in vitro кофеином спленоцитов мышей с пассивным типом поведения изменяет 
функциональную активность указанных клеток; трансплантация этих клеток сопровожда-
ется модуляцией продукции цитокинов в головном мозге, регистрируемой на фоне стиму-
ляции поведения сингенных реципиентов. Обсуждаются возможные механизмы участия 
цитокинов в изменении поведения реципиентов после трансплантации модулированных 
кофеином иммунокомпетентных клеток.

Ключевые слова: иммунокомпетентные клетки, кофеин, головной мозг, цитокины, по-
ведение.
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Нами изучается афферентное звено нейро-
иммунных взаимодействий, механизмы ответа 
мозга на активацию иммунной системы, участие 
иммуногенных факторов и клеточных элемен-
тов иммунной системы в регуляции его физио-
логических функций, в  частности, поведенче-
ских реакций. Актуальность исследования роли 
клеточных элементов иммунной системы и их 
цитокинов в регуляции поведенческих реакций, 
определяется как наличием широкого спектра 
неврозоподобных, аффективно-личностных, 
когнитивных и поведенческих нарушений, воз-
никающих при вторичных иммунодефицитах 
вследствие повторных и хронически действую-
щих экологических и  социальных стрессоров, 
так и  довольно активным проведением в  на-
стоящее время иммунотерапевтических ме-
роприятий, в  том числе и  с  использованием 
клеточных технологий, при различной патоло-
гии. Пассивное поведение ведет к  снижению 
сопротивляемости организма, являясь тем са-
мым неспецифической и  универсальной пред-
посылкой к  развитию самых разнообразных 
форм патологии и, следовательно, подлежит 
коррекции. Ранее нами была продемонстриро-
вана способность иммунокомпетентных клеток 
с  определенными функциональными харак-
теристиками направленно изменять параме-
тры поведения экспериментальных животных 
в «открытом поле [2, 3]. 

Целью настоящего исследования было изу-
чение влияния трансплантации иммунокомпе-
тентных клеток, функциональная активность 
которых была изменена экстракорпоральной 
обработкой психостимулятором, на  продук-
цию цитокинов в  головном мозге животных-
реципиентов с пассивным типом поведения.

Методика исследования. Работа выполне-
на на  мышах-самцах (CBAxC57Bl/6)F1 в  воз-
расте трех месяцев; средний вес животных 
составлял 18-20 грамм, Животных содержали 
в  условиях лабораторного вивария в  клетках 
по  10 особей в  каждой, не  менее 2-х недель 
до начала эксперимента на стандартной диете, 
при свободном доступе к воде и нормальном 
световом режиме.

Ориентировочно-исследовательское поведе-
ние животных до и после клеточной трансплан-
тации оценивали в  тесте “открытое поле”, как 
это было описано ранее [2, 3]. В экспериментах 
в качестве доноров и реципиентов использова-
лись животные, характеризующиеся пассивным 
типом поведения в “открытом поле”.

Выделение иммунокомпетентных клеток 
селезенки производилось по описанной ранее 
методике [2, 3]. Далее клетки селезенки обра-
батывали in vitro кофеином из расчета 15х10 6 
клеток / 100 мкг кофеина в  присутствии 3% 
FCS (Hyclone) в течение 25 минут. Затем, после 
3-кратного отмывания, прекультивированные 
с кофеином спленоциты внутривенно вводи-
ли сингенным мышам-реципиентам в  кон-
центрации 15х10 6 клеток в объеме 0,3 мл фи-
зиологического раствора на  одно животное. 
В  контрольной группе животных подготовка 
и  трансплантация спленоцитов проводилась 
в аналогичных условиях эксперимента, за ис-
ключением того, что последние культивирова-
лись без присутствия кофеина.

Количественное содержание цитокинов 
определяли в  образцах культуральных супер-
натантов трансплантируемых клеток, а  также 
в лизатах головного мозга животных – реципи-
ентов методом ИФА (ELISA) с  использовани-
ем специфических компонентов к  цитокинам 
мыши производства фирмы “R&D Systems” (Ве-
ликобритания). Принцип анализа «sandwich» – 
вариант твердофазного трехстадийного им-
муноферментного анализа на  планшетах 
(моноклональные антитела на подложке, конъ-
югат поликлональных антител с биотином).

Статистическая обработка результатов 
производилась с  применением парного кри-
терия Манна-Уитни (компьютерная програм-
ма “Statistica 6.0”). Результаты представлены 
в виде М±SD. Различия считали достоверны-
ми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение. Ранее нами было 
показано, что трансплантация спленоцитов, 
обработанных кофеином, сопровождалась 
неоднозначными изменениями параметров 
ориентировочно-исследовательского поведе-
ния мышей  – реципиентов, характер которых 
определялся используемой концентрацией пре-
парата. Стимуляция моторного и  исследова-
тельского компонентов указанного поведения 
регистрировалась после трансплантации кле-
ток, прекультивированных с кофеином в низких 
концентрациях (10 мкг, 100 мкг / на мышь); при 
трансплантации спленоцитов, обработанных 
кофеином в  концентрации 500 мкг / на  мышь 
наблюдалась достоверная стимуляция только 
моторного компонента поведения за счет повы-
шения показателей периферической горизон-
тальной двигательной активности; трансплан-
тация спленоцитов, обработанных кофеином 
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в  концентрации 1000 мкг / на  мышь и  выше 
вызывала у  реципиентов дезорганизацию по-
ведения [1, 5]. Учитывая полученные результа-
ты, в настоящем исследовании, для обработки 
трансплантируемых клеток использовалась 
оптимальная концентрация кофеина, стимули-
рующая все параметры поведения пассивных 
реципиентов в  «открытом поле», которая со-
ставляла 100 мкг / на мышь.

Оценка функциональной активности спле-
ноцитов, выделенных у  мышей с  пассивным 
типом поведения и обработанных in vitro кофе-
ином в указанной концентрации, выявила мо-
дуляцию продукции клетками цитокинов. Так, 
наблюдалось достоверное повышение спонтан-
ной (6,77±0,4 пг/мл и 11,91±1,3 пг/мл; p < 0,05) 
и  стимулированной ЛПС продукции ФНОα 
(10,28±3,0 пг/мл и 17,14±4,8 пг/мл в культураль-
ных супернатантах спленоцитов контрольной 
и  опытной группы соответственно; p < 0,05); 
а также ИЛ-6 (2,08±0,3 пг/мл и 4,90±2.5 пг/мл 
в  супернатантах спленоцитов контрольной 
и опытной группы соответственно; p < 0,05). 
При трансплантации модулированных ко-
феином клеток селезенки реципиентам с  пас-
сивным типом поведения у последних, наряду 
с  повышением параметров ориентировочно-
исследовательского поведения, регистрирова-
лись определенные изменения продукции ряда 
провоспалительных цитокинов клетками голов-
ного мозга. Так, выявлено снижение содержа-
ния в головном мозге ФНОα (792,6±22,3 пг/ мл 
и  530,6±13,3 пг/мл в  контрольной и  опытной 
группе соответственно; p < 0,05), ИЛ-1β (705,8± 
55,5 пг/мл и  591,5±73,0  пг/ мл в  контрольной 
и  опытной группе соответственно; p < 0,05) 
и  ИНФγ (425,5±65,3 пг/мл и  307,6±65,2 пг/мл 
в контрольной и опытной группе соответствен-
но; p < 0,05).

Цитокины обладают многообразными ре-
гуляторными функциями, являясь как имму-
норегуляторами, так и  нейромодуляторами, 
вовлекаясь во  множество физиологических 
процессов в  центральной нервной системе. 
Известно, что циркулирующие цитокины спо-
собны проникать через гематоэнцефалический 
барьер и модулировать когнитивные функции, 
воздействуя на нейроны, нейрональное прове-
дение сигнала и активность нейромедиаторных 
систем головного мозга [4]. Ранее нами было 
показано, что трансплантация спленоцитов 
с  высокой продукцией ИЛ-6 сопровождается 
у сингенных мышей-реципиентов стимуляци-

ей исследовательского компонента поведения 
посредством усиления экспрессии гена рецеп-
тора эритропоэтина в  головном мозге [2, 3]. 
Полученный эффект может быть также след-
ствием стимулирующего влияния указанного 
цитокина на  активность дофаминергической 
системы головного мозга, равно как и его спо-
собности индуцировать в мозге синтез антаго-
нистов рецептора ИЛ-1 и растворимого рецеп-
тора ФНО  – p55 [4]. Последнее может также 
нивелировать супрессирующий эффект на по-
ведение реципиентов ФНОα, продуцируемого 
трансплантируемыми клетками. Выявленное 
в настоящем исследовании снижение в голов-
ном мозге реципиентов содержания ряда про-
воспалительных цитокинов, оказывающих 
депрессивные эффекты на  поведенческие ре-
акции [2, 3, 4], является одним из механизмов 
модуляции параметров поведения животных 
после трансплантации спленоцитов, обрабо-
танных in vitro кофеином.

Таким образом, в настоящем исследовании, 
продемонстрировано, что стимулирующий 
поведение реципиентов эффект транспланта-
ции спленоцитов, обработанных кофеином, 
сопровождается снижением содержания ряда 
провоспалительных цитокинов в  головном 
мозге. Можно полагать, что в  качестве триг-
герных факторов, приводящих к изменениям 
функциональной активности ЦНС у реципи-
ентов при этом выступают цитокины, про-
дуцируемые трансплантируемыми клетками. 
По всей видимости, головной мозг реагирует 
на  изменение цитокинового профиля на  пе-
риферии, отвечая на  этот стимул модуляци-
ей собственного синтеза цитокинов и  актив-
ности нейромедиаторных систем, следствием 
чего и являются изменения параметров пове-
дения животных-реципиентов.
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BRAIN CYTOKINES PRODUCTION IN ANIMALS 

WITH PASSIVE BEHAVIOR AFTER TRANSPLANTATION 

OF CAFFEINE MODULATED IMMUNE CELLS

Markova E. V., Knyazheva M. A.

Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russia

Interaction of the main adaptive systems of the body implies immune system, its cellular elements and 
cytokines participation in the regulation of the central nervous system functions. In the present study we 
demonstrated that immune cells of mice with passive behavior change their functional activity aft er in 
vitro treatment with caff eine. Transplantation of these cells leads to decrease in the number of brain proin-
fl ammatory cytokines, which accompanied the stimulation of recipient’s behavior. Possible mechanisms 
of the cytokines involvement in the stimulation of recipient’s behavior aft er the transplantation of caff eine 
modulated immune cells are discussed.

Key words: immune cells, caffeine, brain, cytokines, behavior.

Актуальность и цель работы. IL-8 являет-
ся хемокином, стимулирующим приток ней-
трофилов, макрофагов, эозинофилов и  лим-
фоцитов в  очаг воспаления [1]. Основными 
продуцентами IL-8 являются моноциты, ма-
крофаги и эндотелиальные клетки. Клеточная 
продукция IL-8 возрастает под воздействием 
небелковых медиаторов воспаления и провос-
палительных цитокинов [2, 3]. Биологические 
эффекты IL-8 развиваются в  результате свя-
зывания IL-8 с  мембранными рецепторами 
CXCR1 и  CXCR2. CXCR1 является высоко-
аффинным рецептором, он взаимодействует 
только с  IL-8. CXCR2, в  отличие от  CXCR1, 
может связывать и  другие альфа-хемокины. 

Считается, что нейтрофилы являются глав-
ной мишенью для IL-8 [4]. С другой стороны, 
Т-лимфоциты являются дирижерами воспа-
лительных реакций. Поэтому, роль IL-8 в ре-
гуляции адаптивных Т-клеточных реакций 
представляет несомненный интерес.

Цель работы – оценить экспрессию CXCR1 
(СD181) на  Т-лимфоцитах человека и  оха-
рактеризовать прямое влияние IL-8 на Т-кле-
точную продукцию интерлейкина-2 (IL-2) 
и интерферона-гамма (IFN-γ).

Материалы и  методы. Мононуклеарные 
клетки (МНК) были получены от  4 условно 
здоровых доноров (средний возраст составил 
30,5±2,3 года) посредством градиентного цен-

РОЛЬ ИНТЕРЛЕЙКИНА-8 В РЕГУЛЯЦИИ 

АДАПТИВНЫХ Т-КЛЕТОЧНЫХ РЕАКЦИЙ

 Меняйло М. Е.,  Малащенко В. В.,  Шмаров В. А.,  Газатова Н. Д., 

 Тодосенко Н. М.,  Мельников А. Е.,  Мелащенко О. Б.,  Исмаилова А. З., 

 Гончаров А. Г.,  Селедцов В. И.

ФГАОУ ВПО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», 
Калининград, Россия

Показано, что активация Т-клеток памяти приводит к  индукции на  их поверхно-
сти экспрессии рецептора интерлейкина-8 (CXCR1). Под воздействием интерлейкина-8 
(interleukin-8, IL-8) активированные Т-лимфоциты продуцировали существенно меньше 
IL-2, но при этом вырабатывали больше интерферона-g (interferon-γ, IFN-γ). Полученные 
данные указывают на вовлеченность IL-8 в регуляцию адаптивных Т-клеточных реакций.

Ключевые слова: интерлейкин-8, Т-лимфоцит, CXCR1, интерлейкин-2, интерферон-γ.
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трифугирования крови. СD3+ Т-лимфоциты 
выделяли из  МНК методом позитивной маг-
нитной сепарации с  использованием ме-
ченых биотином анти-CD3 антител (Anti-
Human CD3 Biotin, eBioscience) и  связанных 
со  стрептавидином магнитных частиц, со-
гласно протоколу компании производителя 
(BD  IMag™ Streptavidin Particles Plus-DM, BD 
Biosciences). Чистота выделенных CD3+ лим-
фоцитов составляла не  менее 98%. Получен-
ные Т-лимфоциты культивировали в  бессы-
вороточной среде (TexMACS, Miltenyi Biotech) 
с  частицами, конъюгированными с  антите-
лами к  CD2, CD3 и  СD28 (T  Cell Activation/
Expansion Kit human, MACS, Miltenyi Biotech, 
Германия) и  без них в  контроле в  течение 
48 ч.  IL-8 (Miltenyi Biotech) был добавлен 
в часть проб в трех концентрациях (10 нг/ мл, 
1 нг/мл, 0.1 нг/мл). Мембранную экспрессию 
поверхностных маркеров (CD181, CD197, 
CD45RA, CD4, CD8) оценивали на проточном 
цитофлуориметре (BD  Accuri®C6 Flow Cyto-
meter, BD Biosciences) с использованием соот-
ветствующих, конъюгированных с  флуорох-
ромомами антител (eBioscience). Экспрессию 
CXCR1 определяли на  наивных Т-кле тках, 
Т-клетках памяти и  терминально диффе-
ренцированных Т-лимфоцитах. Уровни IL-2 
и IFN-γ в Т-клеточных супернатантах опреде-
ляли иммуноферментным методом на автома-
тическом анализаторе (Chem Well) с  исполь-
зованием соответствующих коммерческих 
тест-систем (ЗАО «ВЕКТОР-БЕСТ»).

Результаты. Экспрессия CXCR1 была вы-
явлена как на 2,35±0,17% СD4+ Т-лимфоцитах, 
так и  на  3,6±2,4% СD8+ лимфоцитах, про-
культивированных без активатора. Актива-
ция Т-лимфоцитов индуцировала экспрессию 
CXCR1 на  Т-клетках памяти (10,55±3,01%), 
не  оказывая существенного влияния на  экс-
прессию этого рецептора среди наивных 
(1,2±0,56%) и  терминально дифференциро-
ванных (2,2±0,02%) Т-клеток.

Продукция IL-2 и  IFN-γ активированны-
ми Т-клетками составила 6492±94,5 пг/мл 
и  1291,5±84 пг/мл, соответственно. IL-8 сни-
жал продукцию IL-2 до  диапазона от  4524± 
121,5  пг/ мл до  4755±73,5 пг/мл, но  одновре-
менно увеличивал выработку IFN-γ до диапа-
зона от 3898,5±109,5 пг/мл до 4014±54 пг/мл.

Полученные данные указывают на  то, что 
экспрессия рецептора IL-8 на  Т-лимфоцитах 
может иметь индуцибельный характер. Снижая 
продукцию IL-2, IL-8 мог бы сдерживать проли-
ферацию Т-клеток памяти, тогда как за счет уси-
ления продукции IFN-γ, он мог бы способство-
вать функциональной активации T-хелперов 
1 типа и макрофагов в условиях воспаления.
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ROLE OF INTERLEUKIN-8 IN REGULATION 

OF ADAPTIVE T- CELL RESPONSES

Meniailo M. E., Malashchenko V. V., Shmarov V. A., Gazatova N. D., 

Todosenko N. M., Melnikov A. E., Melashchenko O. B., Ismailova A. Z., 

Goncharov A. G., Seledtsov V. I.

Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia

Activation of memory T-cells has been found to result in the induction of expressing interleukin-8 
receptor (CXCR1) on their surface. Upon action of interleukin-8 (interleukin-8, IL-8), activated T cells 
produced signifi cantly less IL-2, but elaborated more IFN-g (interferon-γ, IFN-γ). Th ese data indicate the 
involvement of IL-8 in regulating the adaptive T cell responses.
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Воспалительные заболевания лимфоэпите-
лиального глоточного кольца широко распро-
странены среди детского населения (20–50%), 
что связано с  функциональной незрелостью 
слизистых барьеров и иммунитета в целом. Как 
правило, первым звеном в цепи повреждений 
становятся аденоиды, воспаление в которых 
нередко приобретает хронический характер 
и может приводить к серьезным осложнени-
ям, одним из  которых является экссудатив-
ный средний отит (ЭСО) [1]. Эффективность 
защитных реакций на  слизистых покровах 
у детей во многом определяется состоянием 
врожденного иммунитета, важной частью 
которого являются компоненты фагоцитар-
ного звена [2]. 

Целью исследования стало изучение струк-
турно-функциональных особенностей нейтро-
фильных (Нф) гранулоцитов у детей с хрони-
ческим аденоидитом (ХА), ассоциированным 
с ЭСО.

Исследованы мазки периферической крови, 
мазки-отпечатки со  слизистой носа, назаль-
ные смывы 87 детей в возрасте от 3 до 7 лет 
(38 детей с  ХА и  33  – с  ХА, осложненным 
ЭСО, в состоянии ремиссии и 16 практически 
здоровых детей) без отягощенного аллерго-

логического анамнеза. Изучалось: число Нф 
в  гемограмме и  риноцитограмме (%); содер-
жание миелопероксидазы, катионных белков, 
кислой фосфатазы и  щелочной фосфатазы 
в  Нф крови (с  определением среднего цито-
химического коэффициента); концентрация 
интерлейкина (IL)-8 (иммуноферментным 
методом) и  активность эластазоподобных 
протеиназ в назальных смывах. Критический 
уровень значимости различий принимался, 
равным 0,05.

Анализ показал, что число Нф в лейкограм-
ме крови у больных детей в среднем не отли-
чалось от  значений здоровых. Не  получено 
каких-либо различий и  в  насыщенности гра-
нулоцитов катионными белками, кислой и ще-
лочной фосфатазой. Однако, цитохимическая 
оценка миелопероксидазы показала, что в Нф 
детей, больных ХА, ассоциированным с ЭСО, 
ее содержание было существенно снижено 
(2,23 (1,93–2,84)) как по отношению контроль-
ных значений (2,78 (2,42–2,96), р=0,006), так 
и  показателей пациентов с  не  осложненным 
ХА (2,74 (2,34–2,89), р=0,02).

Изучение назальных смывов продемон-
стрировало нарушение миграции Нф на сли-
зистые оболочки у  всех больных детей, что 

НАРУШЕНИЕ СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СВОЙСТВ 

НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ КАК ФАКТОР РИСКА 

РАЗВИТИЯ ЭКССУДАТИВНОГО СРЕДНЕГО ОТИТА У ДЕТЕЙ 

С ХРОНИЧЕСКИМ АДЕНОИДИТОМ

 Плешко Р. И.1,2,  Кологривова Е. Н.1,2,  Щербик Н. В.1,2, 

 Староха А. В.1,2,  Акбашева О. Е.1,  Шевцова Н. М.1, 

 Аргунова Н. А.1,  Ситникова А. В.1

1Сибирский государственный медицинский университет; 2Томский филиал ФГБУ 
«Научно-клинический центр оториноларингологии ФМБА», Томск, Россия

Изучены содержание миелопероксидазы, катионных белков, кислой и щелочной фосфа-
тазы в нейтрофилах (Нф) крови, число Нф в мазках-отпечатках со слизистой носа, актив-
ность эластазы и концентрация IL-8 в назальных смывах у детей с хроническим аденои-
дитом, осложненным экссудативным средним отитом. Выявлено значительное снижение 
содержания миелопероксидазы в  Нф крови, уменьшение числа Нф на  слизистой носа 
и концентрации IL-8 в назальных смывах, что может приводить к нарушению микроби-
цидности слизистой оболочки и распространению воспаления.

Ключевые слова: нейтрофилы, микробицидность, хемокины, аденоидит, отит.
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проявилось в уменьшении их числа в риноци-
тограмме до 12 (3–21)% при не осложненном 
ХА (р=0,01) и 7 (3–26)% при ХА, ассоцииро-
ванным с ЭСО (62 (40–83)% – у практически 
здоровых детей, р=0,001). Это сочеталось 
с  выраженным уменьшением в  назальных 
смывах IL-8, концентрация которого сни-
жалась у детей с не осложненным ХА до 345 
(158–418)  мг/ г-белка (416 (379–501)  мг/г-
белка  – в  контроле; р=0,001) и  приобретала 
минимальные значения у  пациентов с  ЭСО 
(190 (130–269) мг/г-белка, р=0,001). Известно, 
что IL-8 является главным хемокином для 
Нф, и низкая его концентрация на слизистой 
носа может свидетельствовать о  нарушении 
процессов трансэпителиальной миграции 
лейкоцитов.

Биохимические исследования не  выявили 
статистически значимых различий в показате-
лях средней активности эластазы в назальных 
смывах у больных и здоровых детей. В связи 
с  этим были проанализированы индивиду-
альные значения активности эластазы, по-
зволившие разделить каждую клиническую 
группу на 3 подгруппы: с высокими показате-
лями активности фермента (0,55–1,11 мкмоль 
БАНЭ/мл×мин), со  сниженными значениями 
активности (0,15–0,25 мкмольБАНЭ/мл×мин) 
и с параметрами, характерными для практиче-
ски здоровых детей (0,38–0,48 мкмольБАНЭ/
мл×мин). Оказалось, что среди больных ХА 
преобладали лица с пониженной протеолити-
ческой активностью (50%), у 17% детей актив-
ность фермента была повышена, а у 33% нахо-
дилась в пределах нормы. В то же время у 50% 
детей с  осложненным ХА чаще наблюдалась 
повышенная, по  сравнению с  референтными 
значениями, активность эластазы (р=0,001) 
и  только у  29% детей активность фермента 
была снижена (р=0,018).

Известно, что даже у практически здоровых 
лиц в условиях респираторной нагрузки отме-
чается приток нейтрофилов с хорошей погло-
тительной активностью, появляются эозино-
филы и макрофаги. Микробицидная функция 
Нф зависит от количества и активности вну-
триклеточных ферментов. Миелопероксидаза 
относится к ключевым антимикробным энзи-
мам, т. к. продуктами катализируемых реакций 
являются сильные окислители (в  частности, 
гипохлорит), реактивные производные азота 

и  свободные радикалы. Биосинтез миелопе-
роксидазы начинается в миелоцитах костного 
мозга и продолжается в ходе их дифференци-
ровки до выхода зрелых гранулоцитов в кро-
веносное русло. Выявленное нами существен-
ное уменьшение этого фермента в  Нф крови 
может свидетельствовать о  наличии неких 
дефектов в системе гранулоцитопоэза (врож-
денных или приобретенных) у детей с ослож-
ненной формой ХА. Вероятно, возникающее 
при этом снижение антимикробного потен-
циала микрофагоцитов могло стать основой 
для хронизации воспалительного процесса 
в аденоидах и его распространения в полость 
среднего уха.

Одним из  патогенетических аспектов про-
лонгации воспаления и  вовлечения близ-
лежащих регионов могла быть усиленная 
активность другого фермента  – эластазы, се-
кретируемой в зоне воспаления нейтрофила-
ми и способной к гидролизу эластиновых во-
локон соединительной ткани, протеогликанов, 
коллагена. Гисто- и цитолитические процессы, 
инициируемые действием этого энзима, безу-
словно, могли стать важным условием форми-
рования ЭСО у детей с хроническим аденои-
дитом.

Нарушение барьерных функций верхних 
дыхательных путей у детей с ЭСО может быть 
связано и  с  выявленным нами уменьшением 
числа Нф в назальных смывах. Исследования 
последних лет говорят о  важном значении 
трансэпителиальной элиминации фагоци-
тов для успешного разрешения воспаления 
на  слизистых покровах [3].Снижение числа 
Нф на  поверхности носоглотки может быт 
опосредовано, в том числе, нарушением про-
дукции IL-8, являющегося главным хемоат-
трактантом для этих гранулоцитов.

Таким образом, при осложненном течении 
ХА снижена микробицидная способность Нф 
и  угнетена их эмиграция на  слизистые обо-
лочки носоглотки.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Дроздова М. В. / Российская оториноларинголо-
гия. – 2011. – № 4 (53). – С. 62-68.

2. Тотолян А. А. / Клетки иммунной системы. – 
СПб.: Наука, 2001. – 390 с.

3. Persson C., Uller L. /British Journal of Pharmacol-
ogy. – 2012. – 165. – Р. 2100-2109.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 95

THE DISORDER OF NEUTROPHILS STRUCTURAL AND FUNCTIONAL 

PROPERTIES AS A RISK FACTOR OF THE DEVELOPMENT OTITIS MEDIA 

WITH EFFUSION IN CHILDREN WITH ADENOIDITIS
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Th e contents of myeloperoxidase, cationic proteins, acid and alkaline phosphatases in neutrophils in 
the blood, the number of neutrophils in the impression smears from the nasal mucosa, activity of elastase 
and concentration of IL-8 in nasal washes was investigated in children with chronic adenoiditis and otitis 
media with eff usion. Th ere was a signifi cant decrease in the content of myeloperoxidase in blood neu-
trophils, decrease of the number of neutrophils in the nasal mucosa and concentration of IL-8 in nasal 
washes, which may lead to the disturbance of the microbicidal activity of the mucosa and promote the 
extension of the infl ammation.

В структуре общей заболеваемости челюст-
но-лицевой области, травмы занимают одно 
из первых мест и составляют по данным раз-
личных авторов от 40% до 60% [1]. Из числа 
осложнений воспалительного характера наи-
более частым, является посттравматический 
остеомиелит, который приводит к  длитель-
ной нетрудоспособности, а иногда к инвали-
дизации [4].

Особое влияние на  развитие деструктив-
ного процесса в  костях челюстей преиму-
щественно связано с  бактериальной фло-

рой ротовой полости и активацией системы 
врожденного иммунитета, в частности, про-
воспалительными цитокинами. Цитокины 
запускают комплекс местных защитных реак-
ций, вовлекают все типы клеток-эффекторов 
в  элиминацию патогенна и  восстановление 
целостности тканей [2].

Одним из механизмов цитокиновой регуля-
ции является индукция продукции матрикс-
ных металлопротеиназ и их тканевых ингиби-
торов  [2]. Матриксная металлопротеиназа-1 
(ММП-1) и  матриксная металлопротеиназа-8 

ИССЛЕДОВАНИЕ ДИНАМИКИ УРОВНЯ ЦИТОКИНОВ 

И МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ 1 И 8 ТИПОВ 

ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ 

ОСТЕОМИЕЛИТЕ НИЖНЕЙ ЧЕЛЮСТИ
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ГБОУ ВПО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» 
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Oбострение хронического посттравматического остеомиелита нижней челюсти определя-
ется выраженным повышением концентрации провоспалительного цитокина в 1-е и 10–12е 
сутки, а противовоспалительного – только в первые сутки, что свидетельствует о наруше-
нии функционирования как цитокиновой сети организма, так и иммунной системы в целом. 
Достоверно высокие показатели матриксных металлопротеиназ-1 и  8 ведут к  деградации 
коллагеновых нитей в процессе ремоделирования экстрацеллюлярного матрикса, вследствие 
чего происходит прогрессирование деструктивных процессов в костной ткани.

Ключевые слова: хронический остеомиелит, цитокины, матриксные металлопро-
теиназы.
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(ММП-8) принимают участие в деградации кол-
лагеновых нитей в  процессе ремоделирования 
экстрацеллюлярного матрикса, вследствие чего 
происходят деструктивные процессы в костной 
ткани. Активность ММП-1 строго контролиру-
ется тканевым ингибитором металлопротеина-
зы-1 типа (TИMП-1), которые могут блокиро-
вать разрушение экстрацеллюлярного матрикса. 
Одно из  основных мест экспрессии TИMП-1 
является костная ткань. На сегодняшний день 
не  найдено данных о  комплексном изучении 
уровня ММП-1, ММП-8 и ТИMП-1 у пациен-
тов с хроническим посттравматическим остео-
миелитом нижней челюсти.

Цель исследования: определение содержа-
ния уровня ФНО-α, ИЛ-4, ММП-1, ММП-8, 
ТИМП-1, ММП-1/ТИМП-1 в сыворотке кро-
ви у больных с хроническим посттравматиче-
ским остеомиелитом нижней челюсти в  ста-
дии обострения.

Материалы и методы исследования. Объек-
том исследования стали 15 пациентов, находив-
шиеся на  стационарном лечении в  отделении 
челюстно  – лицевой хирургии ГБУЗ «Краевая 
клиническая больница № 2» г. Владивосто-
ка. В  исследуемую группу вошли 12 мужчин, 
3 женщины (средний возраст 39 [28; 51] лет) 
с  диагнозом хронический посттравматиче-
ский остеомиелит нижней челюсти в  стадии 
обострения. В группу контроля вошли 10 кли-
нически здоровых добровольцев, сопостави-
мые по  полу и  возрасту с  пациентами. Про-
изводился двукратный забор венозной крови 
(8-10 мл) в 1-е сутки госпитализации в стаци-
онар и на 10–12-е сутки лечения. Статистиче-
ская обработка материала проводилась метода-
ми параметрической описательной статистики 
с использованием t-критерия Стьюдента с по-
мощью компьютерной программы «Biostat». 
Статистически достоверным считали различия 
при уровне значимости p<0,05.

Результаты исследования. У  пациентов 
с  хроническим посттравматическим остео-
миелитом нижней челюсти в стадии обостре-
ния зарегистрированы достоверно высокие 
показатели ФНО-α в  1-е (22,21±3,25 пг/мл), 
10-12-е сутки (16,03±0,74 пг/мл), что в 8-10 раз 
выше по  сравнению с  контрольной группой 
(2,49±0,63 пг/мл, р<0,001), чем характеризует-
ся повышенной активностью Т-лимфоцитов 
как компенсаторной реакцией на  снижение 
их содержания в  сыворотке крови. Так  же 
установлено, что в  первые сутки госпитали-

зации определялись высокие значения ИЛ-4 
(7,61±1,15 пг/мл), что свидетельствует об  ак-
тивации противовоспалительных механизмов 
и  может нарушить работу фагоцитирующих 
клеток, тем самым содействуя не только про-
грессированию деструктивных процессов 
в  зоне перелома, но  и  хронизации воспали-
тельного процесса [3]. На 10-12 сутки уровень 
ИЛ-4 (5,52±0,73 пг/мл) не  отличался от  кон-
трольных значений (3,95±0,53 пг/мл).

В исследуемой группе в  первый день го-
спитализации ММП-1 в  сыворотке крови со-
ставил 5,14±0,61 нг/мл, что в 5 раз превышало 
значения контроля (0,95±0,17 нг/мл, р<0,001), 
на  10-12 сутки показатели ММП-1 статисти-
чески значимо не отличались (4,39±0,56 нг/мл) 
от первых суток пребывания в стационаре. Од-
новременно выявлены достоверно высокие по-
казатели ММП-8 при поступлении пациентов 
в стационар (20,78±3,92 нг/мл). На 10-12-е сут-
ки наблюдалась тенденция к снижению уровня 
ММП-8 (12,76±0,75 нг/мл), которые статисти-
чески значимо не  отличались по  сравнению 
с референсными величинами (9,75±1,21 нг/мл). 
Уровень ТИМП-1 в исследуемой группе так же 
был достоверно высоким на  протяжении все-
го лечения пациента в  стационаре (р<0,001). 
При оценке соотношения ММП-1/TИMП-1 
выявлено, что у данной категории больных его 
уровень был в 4 раза выше контрольных зна-
чений (p<0,001). Установлено, что соотноше-
ния ММП-1/ТИМП-1 в сыворотке крови в 1-е 
и на 10–12-е сутки статически значимо не отли-
чались друг от друга (0,014±0,001 и 0,011±0,001). 
Это свидетельствует о  превалировании про-
дукции ММП-1 и  относительном дефиците 
ТИМП-1, что может способствовать усугубле-
нию повреждения костной ткани.

Таким образом, обострение хронического 
посттравматического остеомиелита нижней 
челюсти определяется выраженным повы-
шением концентрации провоспалительного 
цитокина в 1-е и 10–12е сутки, а противовос-
палительного  – только в  первые сутки, что 
свидетельствует о  нарушении функциониро-
вания как цитокиновой сети организма, так 
и  иммунной системы в  целом. Достоверно 
высокие показатели матриксных металлопро-
теиназ-1 и 8 ведут к деградации коллагеновых 
нитей в  процессе ремоделирования экстра-
целлюлярного матрикса, вследствие чего про-
исходит прогрессирование деструктивных 
процессов в костной ткани.
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DYNAMICS RESEARCH OF CYTOKINES AND MATRIX 

METALLOPROTEINASE-1 AND METALLOPROTEINASE-8 DURING 

CHRONIC POSTTRAUMATIC OSTEOMYELITIS OF MANDIBLE

Popova E. V., Krasnikov V. E., Ivasik A. S.

Vladivostok State Medical University, Vladivostok, Russia

Exacerbation of сhronic post-traumatic osteomyelitis of mandible can be noticed due to increasing of 
pro-infl ammatory cytokine during fi rst and 10-12 day and increasing of anti-infl ammatory cytokine dur-
ing only fi rst day. It constitutes a violation of cytokine network of a body and immune system in general.
Reliably high performance of matrix metalloproteinase-1 and metalloproteinase-8 lead to degradation of 
collagen fi brils in process of extracellular matrix remodelling. It leads to progression of destructive pro-
cesses in bone tissue.

Keywords: chronic osteomyelitis, cytokines, matrix metalloproteinase.
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Актуальность работы. Состояние здоро-
вья населения интегрально отражает качество 
жизни, состояние иммунной защиты и  сте-
пень адаптированности к  неблагоприятным 
условиям [1, 2]. В  последние годы достаточно 
большое внимание уделяется исследованию 

функционального состояния адаптационно-
компенсаторных механизмов при травматиче-
ских повреждениях головного мозга. Долевой 
вклад экологического фактора в  ухудшение 
здоровья и  основные формы патологии нахо-
дятся в  пределах 40–60% [3]. Необходимость 

ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО СТАТУСА ПОСЛЕ 

ПЕРЕНЕСЕННЫХ ОПЕРАТИВНЫХ ВМЕШАТЕЛЬСТВ 

У МУЖЧИН В УСЛОВИЯХ АРКТИКИ

 Поповская Е. В.1,2,  Морозова О. С.1,  Щеголева Л. С.1

1Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт физиологии 
природных адаптаций УрО РАН; 2ГБУЗ АО «Первая городская клиническая больница 

им. Е. Е. Волосевич», Архангельск, Россия

В работе проведен анализ иммунологических данных 30 мужчин, в  возрасте от  26 
до 49 лет, после перенесенных оперативных вмешательств, жителей г. Архангельска. В пери-
ферической крови определяли: концентрацию фенотипов лимфоцитов CD3+, CD4+, CD5+, 
CD8+, CD16+, CD71+, CDHLADR+, CD95+; процент активных фагоцитов в  нейтрофилах 
крови, фагоцитарное число. У мужчин, после перенесенных оперативных вмешательств, 
выявлено повышенное среднее содержание цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+) 
у 40,00±2,09% обследованных лиц; повышенные уровни натуральных киллеров (CD16+) 
выявлены у  58,33±2,53% людей. Установлены пониженные концентрации Т-клеточного 
звена иммунитета (CD3+, CD5+, CD95+, CD71+, HLA-DR) низкие значения характерны для 
100,00±3,31; 95,83±3,24; 89,27±2,30; 90,03±1,14 и 85,89±2,25% лиц, соответственно.

Ключевые слова: фенотипы лимфоцитов, оперативное вмешательство, Арктика.
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такого исследования диктуется высокой часто-
той указанных травм, возраста пострадавших 
и инвалидизации. Полученные данные позво-
лят определить параметры, которые помогут 
прогнозировать характер возможных осложне-
ний. Неблагоприятные климато-экологические 
условия севера способствуют перенапряжению 
и нарушению адаптационных механизмов ор-
ганизма, что предполагает хронизацию основ-
ных патологических процессов [4].

Цель работы: выявить особенности им-
мунного статуса у  мужчин г. Архангельска 
в возрасте 26-49 лет после перенесенных опе-
ративных вмешательств.

Используемые методы. В работе проведен 
анализ иммунологических данных 30 мужчин, 
в возрасте от 26 до 49 лет после перенесенных 
оперативных вмешательств, жителей г. Ар-
хангельска, в лаборатории физиологии имму-
нокомпетентных клеток ФГБУН Института 
физиологии природных адаптаций УрОРАН, 
г. Архангельск.

В периферической крови определяли: кон-
центрацию фенотипов лимфоцитов CD3+, CD4+, 
CD5+, CD8+, CD16+, CD71+, CDHLADR+, CD95+; 
процент активных фагоцитов в  нейтрофилах 
крови, фагоцитарное число. Содержание фено-
типов лимфоцитов определяли с помощью не-
прямой иммуннопероксидазной реакции с ис-
пользованием моноклональных антител (НПЦ 
«МедБиоспектр», Россия) на  препаратах лим-
фоцитов типа «высушенной капли». Фагоци-
тарную активность нейтрофилов определяли 
с частицами латекса, активность нейтрофилов 
определяли в процентах, интенсивность фаго-
цитоза  – по  фагоцитарному числу. Использо-
ван пакет прикладных программ математиче-
ской статистики «Statistica 6.0».

Основные результаты. У обследованных муж-
чин г. Архангельска выявлено крайне низкое со-
держание Т-лимфоцитов с  рецепторами CD3+ 
и CD5+ (0,42±0,03∙109 кл/л. и 0,45±0,05∙109 кл/л.), 
значения находятся ниже общепринятых физи-
ологических норм. Дефицит содержания уста-
новлен у  100,00±3,31% и  95,83±3,24% людей. 
Уровень Т-хелперов (CD4+) в среднем составля-
ет 0,56±0,07∙109 кл/л., у 47,82±2,29% лиц отмече-
но снижение показателя ниже границы обще-
принятых физиологических норм.

Анализ показал, что содержание лимфоцитов 
с рецепторами CD8+ находится выше общепри-
нятых границ и  составляет 0,46±0,05∙109  кл/л., 
повышенные концентрации CD8+ установ-

лены у  40,00±2,09% обследованных лиц. Кон-
центрации CD16+ в  среднем составляют 0,49± 
0,03∙109  кл/л., что находится ближе к  верхней 
границе общепринятых физиологических норм 
(0,25–0,5∙109 кл/л.), при этом повышенные кон-
центрации CD16+ отмечены у  58,33±2,53% лю-
дей. Уровень среднего содержания клеток с ре-
цепторами к трансферрину (CD71+) и антигенам 
гистосовместимости класса II (CDHLADR+) со-
ставляет 0,44±0,03∙109 кл/л. и 0,46±0,04∙109 кл/л.

У обследованных лиц уровень среднего со-
держания клеток с  рецепторами к  апоптозу 
(CD95+) составляет 0,42±0,03∙109  кл/л., при 
этом у 29,16±1,79% обследуемых регистриру-
ются повышенные средние значения показате-
ля. Анализ данных показал, что дефицит фаго-
цитарной защиты характерен для 58,62±2,53%, 
показатель в  среднем составил 48,13±1,27%, 
что находится ниже общепринятой границы. 
Фагоцитарное число составляет в  среднем 
5,04±0,24 (микроорг./кл).

Отмечены прямые корреляционные взаи-
мосвязи между CD4+ и CD5+ (r=0,90; p<0,05); 
CD16+ и CD71+ (r=0,94; p<0,05). Выявлены пря-
мые взаимосвязи между CD95+ и CDHLADR+ 
(r=0,90; p<0,05); CD16+ и  CDHLADR+ (r=0,82; 
p<0,05); CD71и CDHLADR+ (r=0,95; p< 0,05).

Таким образом, у обследованных с неблаго-
приятным исходом оперативного вмешатель-
ства наблюдается развитие иммунологической 
недостаточности, появляющееся снижением 
хелперно-индукторной активности клеточно-
го звена иммунной системы, подавлением су-
прессорно-эффекторной активности Т-лим-
фо цитов, низким содержанием концентраций 
Т-клеточных активаторов (CD71, CDHLADR) 
и  апоптоза CD95, что является неблагоприят-
ным прогностическим признаком. Для тяже-
лой черепно-мозговой травмы, в  особенности 
смертельной, после кратковременного повыше-
ния хелперно-индукторной активности Т-лим-
фоцитов характерно резкое её угнетение.
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FEATURES OF THE IMMUNE STATUS AFTER UNDERGOING 

SURGERY FOR MEN IN ARCTIC CONDITIONS
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In work the analysis of immunological data 30 men, aged 26 to 49 years, aft er undergoing surgery, resi-
dents of Arkhangelsk. In peripheral blood were determined: concentration of phenotypes of lymphocytes 
CD3+, CD4+, CD5+, CD8+, CD16+, CD71+, CDHLADR+, CD95+; the percentage of active phagocytes in the 
blood neutrophils, phagocytic number. In men, aft er undergoing surgery, is characterized by a high aver-
age content of cytotoxic T-lymphocytes (CD8+) 40,00±2,09% of the persons surveyed; increased levels of 
natural killer cells (CD16+) were detected in 58,33±2,53% of people. Th e lower concentration of T-cellular 
immunity (CD3+), (CD5+), low values are typical for 100,00±3,31% 95,83±3,24%.

Key words: lymphocyte phenotypes, surgery, Arctic.

В структуре общей аллергопатологии от-
мечен значительный рост аллергодермато-
зов, а среди них – хронической крапивницы. 
Проблема хронической крапивницы на про-
тяжении многих лет является одной из  ак-
туальных и  наименее изученных. По  дан-
ным российских авторов, аллергодерматозы 
встречаются в  среднем у  20% больных ал-
лергическими заболеваниями, а распростра-
ненность крапивницы, в зависимости от ре-
гиона, составляет от  3 до  31% в  структуре 
аллергопатологии [3, 4].

В настоящее время крапивница рассматри-
вается как мультифакториальное заболевание, 
в  патогенезе которого, наряду с  генетически 

обусловленными иммунными и неиммунными 
нарушениями, важную роль играют неблаго-
приятные факторы окружающей среды (ее за-
грязнение отходами промышленного про-
изводства, продуктами неполного сгорания 
топлива, ксенобиотиками), рост потребления 
лекарственных препаратов, наличие сопут-
ствующей патологии желудочно-кишечного 
тракта, глистные инвазии и другие инфекции 
[2, 4]. Однако механизмы развития заболева-
ния остаются до конца невыясненными. Вме-
сте с тем, большинство исследователей отме-
чают ключевую роль иммуно-генетических 
механизмов в развитии и особенностях тече-
ния заболевания [1, 3, 5].

ОСОБЕННОСТИ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ 

У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКОЙ ИДИОПАТИЧЕСКОЙ 

КРАПИВНИЦЕЙ

 Русанова Т. С.,  Юдина С. М.,  Иванова И. А.,  Архипова А. В., 

 Сальникова И. Ю.,  Тарабрина О. В.

Курский государственный медицинский университет, Курск, Россия

В статье отражены современные аспекты распространенности, патогенеза хронической 
крапивницы. Особое внимание уделено сопутствующей патологии желудочно-кишечного 
тракта, цитокинам и их роли в развитии крапивницы. В публикации также приведены ре-
зультаты исследования некоторых показателей цитокинового профиля больных хрониче-
ской идиопатической крапивницей.

Ключевые слова: хроническая крапивница, цитокины.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Цитокины и цитокинотерапия100

До настоящего времени лечение раз-
личных форм хронической крапивницы 
представляет значительные трудности, что 
обосновывает актуальность дальнейшего из-
учения механизмов её развития и разработ-
ки патогенетически обоснованных методов 
лечения [4, 5].

С учетом исследований последних лет, уста-
новивших существенную роль цитокинов, как 
универсальных регуляторов функциональной 
активности иммунокомпетентных и  других 
клеток организма, нами была проведена оцен-
ка некоторых показателей цитокинового ста-
туса больных хронической идиопатической 
крапивницей. Количественная оценка уровней 
цитокинов (ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНОα, ИЛ-4, ИЛ-17, 
ИЛ-8 и  ИНФγ) в  сыворотке крови больных 
хронической крапивницей проводилась с по-
мощью набора реагентов (ЗАО «Вектор-Бест», 
г. Новосибирск) методом ИФА.

Под наблюдением было 123 пациента с хро-
нической идиопатической крапивницей в воз-
расте от 16 до 68 лет (средний возраст – 37,4± 
3,12), находившихся на лечении в аллергологи-
ческом отделении Курской областной клиниче-
ской больницы. Среди пациентов преобладали 
больные со среднетяжелым (72,1%) и тяжелым 
(27,9%) течением заболевания. Практически 
все больные в  анамнезе имели хроническую 
патологию желудочно-ки шечного тракта: хро-
нический гастрит – 103 пациента (83,7%), хро-
нический гастродуоденит – 19 больных (15,4%), 
язвенная болезнь желудка и двенадцатиперст-
ной кишки – 9 человек (7,3%), хронический пан-
креатит  – 25 пациентов (20,3%), хронический 
холецистит  – 17 (13,8%), хронический колит 
и проктит – 13 (10,6%), дисбактериоз кишечни-
ка – 47 больных (38,2%). Дуодено-гастральный 
рефлюкс был выявлен у  21 пациента (17,1%), 
дискинезия желчевыводящих путей – у 9 (7,3%). 
Так же у 43 больных (35,0%) были обнаружены 
антитела к Helicobacter pylori, а у 5 пациентов 
(4%) были обнаружены антитела к аскаридам. 
Таким образом, наличие сопутствующей пато-
логии желудочно-кишечного тракта и  в  том 
числе инфицирование Helicobacter pylori, вли-
яет на  возникновение и, возможно, опреде-
ляют тяжесть течения хронической крапив-
ницы. Следует заметить, что у всех больных 
в  анамнезе отсутствовали аллергические за-
болевания.

При исследовании содержания провоспали-
тельных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНОα у всех 
пациентов в  период обострения заболевания 
было выявлено их значительное повышение 
в сыворотке крови: ФНОα – в 2,3 раза, ИЛ-1β – 
в 1,8 раза, ИЛ-6 – в 1,5 раза по сравнению с до-
норами. Что касается IL-17, то его содержание 
имело тенденцию к  повышению, однако, по-
лученные результаты не были достоверными. 
Выявленная цитокинемия у  больных хрони-
ческой идиопатической крапивницей в пери-
од обострения свидетельствует о выраженной 
системной воспалительной реакции. Следует 
заметить, что у большинства больных (67,5%) 
наблюдалось увеличение IL-10 в 1,6 раза, что 
косвенно отражает включение в воспалитель-
ный процесс компенсаторных супрессорных 
механизмов на  фоне гиперподукции провос-
палительных цитокинов.

Следует также отметить, что изменения 
уровня ИНФγ были неоднозначными, а имен-
но: в сыворотке крови 69,1% больных содержа-
ние ИНФγ было повышено в 1,4 раза по срав-
нению с нормой, а у 30,9% пациентов уровень 
ИНФγ не превышал нормальных значений. 
Это подтверждает многогранность патогене-
тических механизмов и  требует дальнейшего 
изучения.

Таким образом, у  больных хронической 
идеопатической крапивницей выявлен значи-
тельный дисбаланс в  цитокиновом профиле, 
что делает необходимым дальнейшее изуче-
ние особенностей патогенеза заболевания 
и разработку патогенетически обоснованных 
методов оптимизации терапии.
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FEATURES CYTOKINE PROFILE IN PATIENTS 

WITH CHRONIC IDIOPATHIC URTICARIA

Rusanova T. S., Yudina S. M., Ivanova I. A., Arkhipova A. V., 

Salnikova I. Y., Tarabrina O. V.

Kursk State Medical University, Kursk, Russia

Th e article refl ects the modern aspects of the prevalence, pathogenesis of chronic urticaria. Particular 
attention is paid comorbidity gastrointestinal tract, cytokines and their role in the development of urti-
caria. Th e publication also presents the results of investigations of some indicators of cytokine profi le in 
patients with chronic idiopathic urticaria.

Key words: chronic urticaria, cytokines.

Введение. Одним из наиболее обсуждаемых 
в последние годы процессов является хрониче-
ское субклиническое воспаление на фоне ме-
таболического синдрома (МС). Выявлено, что 
воспалительный процесс решающим образом 
сказывается на  метаболической и  секретор-
ной функции жировой ткани и  играет веду-
щую роль в развитии сопровождающих ожи-
рение патологических процессов (Шварц В., 
2009, Россова Н. А., 2014). Требующим допол-
нительных изучений фактом, является суще-
ствование такого явления как популяцион-

ный диморфизм провоспалительного статуса 
на фоне МС, то есть существование особенно-
стей развития воспалительных реакций у па-
циентов с  МС в  разных этнических группах. 
В  связи с  чем, целью данного исследования 
является определение уровня интерлейкинов 
IL-1β, IL-6 и TNFα в сыворотке крови больных 
с  метаболическим синдромом и  выявление 
этно-популяционных особенностей продук-
ции данных цитокинов.

Материалы и  методы исследования. Об-
следованы 56 женщин с МС. Средний возраст 

ЭТНО-ПОПУЛЯЦИОННЫЕ ОСОБЕННОСТИ 

ЦИТОКИНОВОГО СТАТУСА У ПАЦИЕНТОВ 

С МЕТАБОЛИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ ЖИТЕЛЕЙ 

РЕСПУБЛИКИ ХАКАСИЯ
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Цель. Определение уровня IL-1β, IL-6 и TNFα в сыворотке крови больных с МС и вы-
явление этно-популяционных особенностей продукции данных цитокинов. Материалы 
и методы. Обследованы 56 женщин с МС (средний возраст 47,9 лет). 1-я группа – с одним 
компонентом МС (24 чел.), 2-я группа – с наличием двух и более компонентов МС (32 чел.). 
Концентрации цитокинов определяли методом ИФА-анализа. Результаты исследования. 
У женщин-хакасок наблюдается статистически значимое повышение уровня IL-1β по срав-
нению с женщинами-европеоидами, у которых наибольшей была продукция IL-6. Содер-
жание TNFα в обеих популяциях не имело значимых различий. Выводы. В реализации МС 
наблюдаются этно-популяционные различия, которые выражаются в продукции провос-
палительных цитокинов.

Ключевые слова: метаболический синдром, интерлейкины, хакасы.
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пациентов – 47,9±9,0 лет. Пациенток раздели-
ли на 2 группы: в 1-ю группу включено 24 че-
ловека, у которых было установлено наличие 
одного компонента МС согласно критериям, 
изложенным в рекомендациях ВНОК и РМО-
АГ по диагностике и лечению МС (2009). Вто-
рую группу составили 32 человека с наличием 
двух и более компонентов МС. Для изучения 
явления этнического полиморфизма всех об-
следуемых также разделили на  группы при-
шлого и  коренного населения. К  коренному 
населению относили монголоидов-хакасов, 
у  которых не  было смешанных браков среди 
представителей трех предшествующих поко-
лений, а  к  пришлому населению  – европеои-
дов, не менее 5 лет проживающих на террито-
рии Хакасии. Концентрации цитокинов: IL-1β, 
IL-6 и  TNFα в  сыворотке крови определяли 
методом ИФА-анализа («Вектор-Бест», г. Но-
восибирск). Результаты обработаны с  при-
менением стандартного пакета программ 
Statistica  8.0. Статистический анализ полу-
ченных данных проводили по группам: одно-
компонентный МС, многокомпонентный МС, 
коренное и  пришлое население. Результаты 
представлены в  виде медианы и  квартилей 
(Ме (Q1-Q3)). Также были определены корре-
ляционные связи между качественными по-
казателями IL-1β и IL-6 в разных группах вы-
борки с помощью расчета критерия Спирмена 
(R). Значимыми считали различия при уровне 
критерия Манна-Уитни, р≤0,05.

Результаты исследования. В  ходе опреде-
ления содержания цитокинов у женщин с од-
нокомпонентным МС было выявлено, что 
уровень IL-1β в  сыворотке крови у  женщин-
хакасок не имел статистически значимых раз-
личий по  сравнению с  данным показателем 
у  женщин европеоидной популяции и  соста-
вил 11,9 (0,0–16,8) пг/мл и 12,4 (5,7–14,6) пг/мл 
соответственно. Уровень IL-6 у женщин хакас-
ской популяции составил 3,8 (0,0–4,9) пг/мл; 
у женщин–европеоидов – 2,6 (1,8–6,6) пг/ мл. 
Изменений в продукции TNFα в обследуемых 
группах не  установлено. Так, уровень TNFα 
у женщин европеоидной популяции составил 
2,4 (1,6–2,5) пг/мл, у женщин хакасской нацио-
нальности – 1,5 (0,0–3,2) пг/мл.

При оценке продукции цитокинов у  па-
циентов, имеющих многокомпонентный МС 
было показано, что у  женщин хакасской по-
пуляции уровень IL-1β статистически значи-
мо выше по  сравнению с  данным показате-

лем у женщин европеоидной популяции [10,6 
(0,0–16,2) пг/мл и 0,8 (0,0–2,3) пг/мл, р≤0,05]. 
Содержание IL-6 было статистически значимо 
ниже у женщин коренного населения по срав-
нению с женщинами пришлого населения [1,0 
(0,0–3,9) пг/мл и 9,9 (4,3–20,4) пг/мл, р≤0,05]. 
Изменения уровня TNFα в  сыворотке крови 
не  наблюдалось ни  в  одной из  обследуемых 
групп и  составил у  женщин хакасской по-
пуляции – 1,9 (0,0–3,4) пг/мл и у женщин ев-
ропеоидной популяции  – 1,5 (0,2–3,6) пг/мл. 
Различия не  имели статистически значимых 
различий.

Обсуждение результатов. Висцеральная 
жировая ткань, вовлекаясь в процесс воспале-
ния, является источником ряда высокоактив-
ных веществ – адипокинов, которые отвечают 
не  только за  гомеостаз ткани, регулирование 
обмена веществ и  энергии, уровня глюкозы, 
но  и  вносят вклад в  развитие хронического 
«тлеющего» воспалительного процесса в орга-
низме тучных людей. Известно, что жировая 
ткань при ожирении секретирует различные 
воспалительные цитокины, такие как IL-6, 
TNFα и  др. (Шварц В., 2009). Полагают, что 
нарушенная регуляция продукции этих про-
воспалительных медиаторов над антивоспали-
тельными адипокинами (адипонектин) явля-
ется главным механизмом, лежащим в основе 
неблагоприятных метаболических и сердечно-
сосудистых последствий (Itoch M., 2011). Ак-
тивация провоспалительных метаболических 
путей в адипоцитах ослабляется при накопле-
нии триацилглицеролов и увеличивает высво-
бождение свободных жирных кислот, избыток 
которых вызывает инсулинорезистентность 
в  мышцах и  печени (Holland W. L., 2011). Та-
ким образом, хроническое воспаление, по-
видимому, является клинически важным из-
менением, развивающимся в  жировой ткани, 
когда наступает ожирение (Itoch M., 2011). По-
лученные результаты показали, что как у жен-
щин хакасской популяции, так и  у  женщин 
европеоидной популяции наблюдается по-
вышение концентрации провоспалительных 
цитокинов в  сыворотке крови. При этом, ве-
роятно, в  патогенезе однокомпонентного МС 
ключевую роль играет повышение IL-1β, запу-
скающего развитие воспалительной реакции 
в жировой ткани. Кроме того, в продукции дан-
ного цитокина популяционных особенностей 
не наблюдается. В случае многокомпонентного 
МС между женщинами, относящимися к  ко-
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ренному и пришлому населению Хакасии были 
выявлены различия. Вероятно, в  популяции 
хакасских женщин в  механизме реализации 
МС преобладают плейтропные эффекты IL-1β, 
о чем свидетельствует обнаруженный его вы-
сокий уровень в сыворотке крови. У женщин 
европеоидной популяции наибольшей была 
продукция IL-6. Возможно, именно гиперпро-
дукция IL-6 может рассматриваться как пато-
логический маркер многокомпонентного МС 
у  женщин-европеоидов. Таким образом, вы-
явленные особенности продукции цитокинов 
показали, что в реализации МС наблюдаются 
этно-популяционные различия, которые необ-
ходимо учитывать для эффективной терапии. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Минобрнауки России в рамках базовой части 
государственного задания.
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ETHNO-POPULATION CHARACTERISTICS OF CYTOKINE STATUS 

IN PATIENTS WITH METABOLIC SYNDROME RESIDENTS 

OF THE REPUBLIC OF KHAKASSIA

Saranchina Yu.V., Bersenyova O. A., Rossova N. A., 

Shtygasheva O. V., Afanas’eva A.A.

Federal State-Funded Educational Institution of Higher Professional Education 
«Katanov Khakass State University», Abakan, Russia

Th e aim of the study: to determine the level of IL-1β, IL-6 and TNFα in the serum of patients with MS 
and the identifi cation of ethno-population characteristics of the product of these cytokines. Materials and 
methods: A total of 56 women with MS (the average age – 47,9 years). 1st group – with one component 
of MS (24 people), the 2nd group – with the presence of two or more components of MS (32 people). Th e 
concentration of cytokines was determined by ELISA analysis. All subjects were also divided into groups 
of alien and indigenous people. Th e concentration of cytokines was determined by ELISA analysis. Th e 
results of the study. Women khakas observed a statistically signifi cant increase of IL-1β compared with 
female caucasians, who was the greatest production of IL-6. Th e content of TNFα in both populations had 
signifi cant diff erences. Conclusions: ethno-population diff erences observed the implementation of the 
MS, which are expressed in the production of proinfl ammatory cytokines.
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Введение. Атопический дерматит (АД)  – 
распространенное аллергическое заболевание 
кожи, имеющее мультифакториальную приро-
ду. Основой патогенеза АД является результат 
взаимодействия факторов генетической пред-
расположенности, изменений в  структуре 
и функционировании эпидермального барье-
ра и иммунологические нарушения. Исвестно, 
что важным компонентом в патогенезе АД яв-
ляются IgE, тучные клетки и эозинофилы. В ка-
честве ключевого события в иммунной систе-
ме при АД рассматривается дисбаланс между 
иммунорегуляторными белками  – цитокина-
ми Т-хелперов 1 и 2 типа, который приводит 
к  увеличению уровня IgE, активации тучных 
клеток [1]. На фоне нарушения свойств кера-
тиноцитов, это способствует формированию 
хронических очагов аллергического воспале-
ния в коже. В реализации иммунных реакций 
при атопическом дерматите цитокины зани-
мают важное место и могут быть использова-
ны как в целях диагностики, так и применены 

для разработки цитокиновых и  антицитоки-
новых стратегий терапии.

Важная роль при атопических заболеваниях 
отводится эозинофилам. Известно, что у боль-
шинства пациентов с АД отмечается эозино-
филия, а также инфильтрация кожных очагов 
активированными эозинофилами. Ключевым 
фактором активации эозинофилов является 
IL-5 [2]. В  качестве антицитокиновой тера-
пии атопических заболеваний был предложен 
подход блокирования активности IL-5. Бло-
кирование IL-5 проводилось с  помощью мо-
ноклональных антител и  олигонуклеотидов, 
блокирующих IL-5, мутантных белков, блоки-
рующих рецептор IL-5, а  также генетических 
векторов кодирующие их [3–5]. В  целом ис-
пользование анти-IL-5 терапии аллергических 
заболеваний оказалось достаточно успешным 
и  характеризовалось снижением тяжести те-
чения и  выраженности аллергических сим-
птомов, в том числе снижением эозинофилии. 
Однако в отношении атопического дерматита 

МАТРИЧНАЯ РНК ИЛ-5 В КАЧЕСТВЕ МИШЕНИ 

АНТИЦИТОКИНОВОЙ ТЕРАПИИ АТОПИЧЕСКОГО 
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Атопический дерматит (АД)  – распространенное аллергическое заболевание кожи, 
имеющее мультифакториальную природу. Ключевым событием в иммунной системе при 
АД является повышение цитокинов Тh-2 типа, которое приводит к  увеличению уровня 
IgE, активации тучных клеток и эозинофилов. Блокирование активности IL-5. с помощью 
моноклональных антител для терапии аллергических заболеваний оказалось достаточно 
успешным. Однако в отношении атопического дерматита эффективность анти-IL-5 моно-
клональных антител оказалась недостаточной. Экспериментальные данные свидетельству-
ют, что локализованная активация эозинофилов может происходить в результате секреции 
IL-5 мигрировавшими мононуклеарными клетками. Блокирование негативных эффектов 
IL-5 и повышения эффективности анти-IL-5 терапии при атопическом дерматите возмож-
но при подавлении экспрессии его гена в  иммунокомпетентных клетках, мигрирующих 
в очаги воспаления.

Ключевые слова: атопический дерматит, антицитокиновая терапия, IL-5.
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эффективность анти-IL-5 моноклональных 
антител оказалась недостаточной. Проведен-
ные испытания показали недостаточность 
блокирования системного белка IL-5 при АД, 
указывая на  значительный вклад в  патогенез 
этого заболевания местных воспалительных 
реакций в коже (in situ) [5].

Методы исследования. Сравнительное ис-
следование системного (сывороточного) уров-
ня цитокинов и  уровня их экспрессии моно-
нуклеарными клетками периферической крови 
в норме и у больных атопическим дерматитом 
проведено с использованием наборов Bio-Plex 
Pro Human Cytokine Assay, 27-Plex на на автома-
тическом двухлучевом лазерном анализаторе 
Bio-Plex Protein Assay System (Bio-Rad). Опре-
деление уровня мРНК генов цитокинов TNF, 
IFNG, IL1β, IL4, IL5, IL13, выполнено с помощью 
ПЦР в реальном времени. Реакции амплифика-
ции выполнялась при помощи термоциклера 
с оптическим блоком для детекции CFX96 (Bio-
Rad). Возможность регистрации флуоресцен-
ции в режиме реального времени достигалась 
за  счет добавления в  реакционную смесь ин-
теркалирующего красителя SYBRGreen I.

Результаты и  обсуждение. В сыворотке 
крови у  больных атопическим дерматитом 
регистрируется значимое повышение уровня 
провоспалительных цитокинов и хемокинов – 
IL-1β, IL-6, IL-8, MIP-α, Eotaxin, а  также Th 2 
цитокинов – IL-4, IL-13 и IL-5

В сыворотке IL-5 в  норме регистрировался 
на уровне 4,4 (3,8–5,1) у больных на уровне 6,8 
(5,3–7,7). В  противоположность системному 
сывороточному уровню, при анализе уровня 
цитокинов в  культурах мононуклеарных кле-
ток от больных выявляется супрессия их цито-
кинсинтезирующей функции in vitro. Особенно 
заметен дефект продукции цитокинов монону-
клеарными клетками больных при стимуляции 
митогеном. Значимое снижение уровня в срав-
нении с донорскими значениями выявлено для 
ряда цитокинов, в том числе IL-5. Анализ коли-
чества мРНК в  мононуклерных клетках пери-
ферической крови при атопическом дерматите 
подтвердил снижение количества мРНК IL-6, 
IL-10, TNF-α, MCP-1. Однако уровень мРНК 
IL-5 у  больных был значимо повышен 63,5 
(26,5–89,8) против 59,4 (28,2–91,5) в норме.

Учитыввая, что поддержание местных 
воспалительных реакций в  коже при атопи-
ческом дерматите происходит в  результате 
миграции активированных иммунокомпе-
тентных клеток из  периферического кро-
вотока. Эти клетки обеспечивают критиче-
ский уровень провоспалительных цитокинов 
в кожных очагах. В частности локализованная 
активация эозинофилов может происходить 
в результате секреции IL-5 мигрировавшими 
клетками из числа PBMC. Мы предполагаем, 
что для блокирования негативных эффектов 
IL-5 и повышения эффективности анти-IL-5 
терапии при атопическом дерматите необхо-
димо подавление экспрессии его гена в  им-
мунокомпетентных клетках, мигрирующих 
в  очаги воспаления. Подавление экспрессии 
IL-5 возможно различными способами, на-
пример разрушение мРНК с  помощью РНК 
интерференции (специфическими siRNA) 
или блокирования антисмысловыми нуклеи-
новыми кислотами.

Блокирование экспрессии гена в  клетках 
периферического кровотока позволит сокра-
тить количество продуцентов IL-5 в  кожном 
инфильтрате. Специфические siRNA могут 
выступать также в качестве альтернативы или 
в качестве дополнения блокаторам IL-5 белко-
вой природы -антителам. Комбинация антител 
и РНК интерференции, возможно, значитель-
но снизит системные и  локальные эффекты 
IL-5 и повысит эффективность анти-IL-5 тера-
пии атопического дерматита.

Работа выполнена при поддержке: ФЦП 
«Исследования и  разработки по  приори-
тетным направлениям развития научно-
технологического комплекса России на 2007–
2012 годы» (ГК № 16.512.11.2245)
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mRNA AS A TARGET FOR ANTI-IL-5 THERAPY 

OF ATOPIC DERMATITIS

Silkov A. N.1, Boyarskih U. A.2, Filipenko M. L.2, Kovalevskaya-Kucheryavenko T.V.1, 

Sennikova Y. A.3, Nepomnyashchikh V. M.1, Sennikov S. V.1

1Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, 2Institute of Chemical Biology 
and Fundamental Medicine, 3Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russia

Atopic dermatitis (AD) is a widespread allergic skin disease of multifactorial character. Th e key event 
in the immune system of AD is an increase in Тh-2-type cytokines, which results in increased IgE and ac-
tivation of mast cells and eosinophils. Blocking of IL-5 activity with the help of monoclonal antibodies for 
therapy of allergic diseases has proved ineff ective. Th e therapeutic eff ectiveness of anti-IL-5 monoclonal 
antibodies in relation to AD has also been found insuffi  cient. Localized activation of eosinophils could 
take place as a result of IL-5 secretion by migrated mononuclear cells. Blocking of the negative eff ects of 
IL-5, and increase in the eff ectiveness of anti- IL-5 therapy might be done by inhibiting its gene expression 
in immunocompetent cells migrating to infl ammation nidi.

Key words: atopic dermatitis, anticytokine therapy, IL-5.

Папилломы кожи, или плоскоклеточные 
кератозы являются одними из  часто встре-
чающихся дерматозов и  относятся к  добро-
качественным опухолям, гистогенетически 
связанным с эпидермисом. огласно гистологи-
ческой классификации ВОЗ (1980) папиллома 
(papilloma; лат. papilla сосок + -ōma, синоним: 
сосочковый полип, сосочковая фиброэпите-
лиома)  – доброкачественное новообразова-
ние, развивающееся из  эпителия, имеет вид 
сосочкового разрастания, выступающего над 
поверхностью окружающей ткани. Формиро-
вание папилломы можно считать результатом 

избыточного развития эпидермиса, вследствие 
чего возникают сосочковые выступы, увлекаю-
щие за собой соединительную ткань [1]. Мало-
исследованными остаются механизмы иммун-
ного реагирования и изменение цитокинового 
статуса на развитие множественных папиллом 
кожи. Имеются сведения о  рецидивировании 
папиллом кожи при наличии супрессии кле-
точного компартмента иммунитета [2]. Вместе 
с  тем, изучение иммунного статуса при мно-
жественных папилломах кожи перспективно 
для разработки и применения патогенетически 
ориентированных методов иммунокоррекции. 

ЦИТОКИНОВАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ПРОЛИФЕРАЦИИ 

ПРИ МНОЖЕСТВЕННЫХ ПАПИЛЛОМАХ КОЖИ

 Степанова О. В.,  Писклакова Т. П.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет, 
Челябинск, Россия

Обследовано 63 пациента с множественными папилломами кожи. Показана наиболь-
шая поражаемость папилломами кожи шеи и подмышечных впадин (до 80%), чаще встре-
чался бороздной вариант папиллом, гистологически в 80% установлен плоскоклеточный 
тип. Установлено повышение в крови пациентов с множественными папилломами кожи 
уровня эпидермального фактора роста, интерлейкина-12 и на уровне тенденции конечных 
стабильных метаболитов оксида азота, свидетельствующее об активации процессов про-
лиферации эпидермиса, процессов антигенной презентации, с  формированием условий 
для включения Тh1-зависимого иммунного ответа.

Ключевые слова: множественные папилломы кожи, эпидермальный фактор роста, ин-
терлейкин-12, оксид азота.
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Целью исследования явилось изучение 
уровня цитокинов-регуляторов клеточного 
роста, метаболитов оксида азота при различ-
ных клинических формах множественных па-
пиллом кожи.

Материалы и методы: В исследование вклю-
чены 63 пациентов с множественными папил-
ломами кожи (основная группа), из  них жен-
щин – 53 чел. (84,1%), средний возраст 44,2±3,7, 
мужчин – 10 чел. (15,8,±3,9 лет). Диагноз вери-
фицирован на основании гистологического ис-
следования. Группу сравнения составили 30 ус-
ловно-здоровых лиц, средний возраст 42,6±3,6. 
Материал для исследования: биоптаты папил-
лом, венозная кровь. Срезы окрашивались 
по  общепринятым методикам, исследование 
включало описание клеточных элементов, сте-
пень дифференцировки, протяженность из-
мененного участка, состояние эпителиальных 
слоев. Для изучения иммунных показателей 
проводили забор венозной крови, натощак. 
Определение в крови эпидермального фактора 
роста (EGF), IL-12 проводилось методом ИФА 
с тест-системами производства ЗАО «БиоХим-
Мак» г. Новосибирск. Учет проведен на план-
шетном фотометре «Multiscan plus» (Labsystem, 
Финляндия). Уровень продукции эндогенного 
оксида азота оценивали по концентрации ко-
нечных стабильных метаболитов оксида азота 
с  помощью реакции Гриса, используя метод 
Н. Л. Емченко с соавторами (1994) в модифи-
кации Коробейниковой Э. Н. (2002). Стати-
стическая обработка материала проводилась 
с использованием пакета лицензионных при-
кладных программ «STATISTIKA 6.0». Сравне-
ние данных проводили согласно непараметри-
ческому критерию Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение: Изучение гисто-
морфологических особенностей строения па-
пиллом показало, что самой распространенной 
формой является 1 тип (плоскоклеточная па-
пиллома), определяемая у 81,1% женщин и 70% 
мужчин, 2 тип (переходноклеточная) встречал-
ся в  9,4% у  женщин и  20% случаев у  мужчин. 
Наименее часто встречались 3 (фибропапилло-
ма) и 4 (погружная) типы, как в группе женщин, 
так и мужчин. Топографически, наиболее часто 
папилломы локализовались на коже шеи и под-
мышечных впадин (в среднем более 80% паци-
ентов, как женщин, так и мужчин), т. е. в области 
естественных впадин и  складок кожи. Менее 
распространены папилломы в  субмаммарной 
области у женщин и на коже головы, в среднем 

около 10% случаев. Часто встречались папилло-
мы сочетанной локализации, захватывающей 
кожу шеи, подмышечных впадин, субмаммар-
ную область и кожу головы.

Наиболее распространенной клинической 
разновидностью папиллом у  больных, явля-
лись бороздные папилломы, топографически 
привязанные к кожным бороздам и повторяю-
щие микрорельеф кожи, которые встречались 
в 100% наблюдений, как у мужчин, так и у жен-
щин, далее в порядке уменьшения встречалась 
нитевидная форма папиллом представленная 
в 26,4% у женщин и в 20% у мужчин, реже на-
блюдались большие мешковидные варианты 
папиллом (7,5%  – женщины, 10%  – мужчи-
ны). Сочетанные формы, в том числе погруж-
ные варианты папиллом и  фибропапилломы 
встречались у 42 человек (66,6%).

Изучение процессов регуляции клеточно-
го роста проводилось на  основе определения 
количества сывороточного эпидермального 
фактора роста (EGF), уровня конечных ста-
бильных метаболитов оксида азота. Для оцен-
ки условий формирования иммунного ответа 
на развитие доброкачественной эпителиальной 
опухоли, определяли количество регуляторно-
го цитокина IL-12, продуцируемого преимуще-
ственно клетками врожденного иммунитета, 
в  т. ч. эпителиоцитами и  дендритными клет-
ками, осуществляющего повышающую регу-
ляцию в  отношении дифференцировки Тh1-
лим фоцитов. Нами установлено, что в  крови 
у пациентов с множественными папилломами 
кожи имеет место повышение уровня эпи-
дермального фактора роста (EGF) в  1,45 раза 
в  сравнении с  группой сравнения, играюще-
го ключевое значение в регуляции клеточного 
роста опухолей эпителиального происхожде-
ния. Специфически связываясь с  рецептора-
ми на  поверхности клеточных мембран, EGF 
ускоряет рост клеток эпителия, эндотелия, 
фибробластов, кератиноцитов, усиливает про-
лиферацию тканей и хемотаксис клеток, игра-
ет важную роль в регуляции обменных и вос-
становительных процессов, а также относится 
к онкомаркерным белкам. Полученные данные 
соответствуют литературным о  повышении 
уровня этого ростового фактора в крови у па-
циентов с  доброкачественными опухолями. 
Нами зафиксирован достоверный в  1,7 раза 
количественный рост уровня регуляторного 
цитокина IL-12 у  пациентов с  папилломами. 
Рост IL-12 в  циркуляции отражает усиление 
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функции АПК клеток и формирует условия для 
включения Тh1-зависимого иммунного ответа, 
что сопровождается параллельным увеличени-
ем в циркуляции Т-лимфоцитов, обладающих 
цитотоксическим действием, т. е. участвующих 
в  контроле и  элиминации клеток, уклоняю-
щихся в своем генетическом развитии. Уровень 
терминальных стабильных метаболитов оксида 
азота в крови у пациентов с множественными 
папилломами кожи имел отчетливую тенден-
цию роста. Известно, что оксид азота являет-
ся универсальным микробо- и вирулицидным 
фактором, способным синтезироваться de novo 
при активации макрофагов. Метаболиты окси-
да азота оказывают системный и локальный ва-
зодилатирующий эффект, влияют на процессы 
роста клеток и тканей организма.

Таким образом, наиболее распространенной 
клинической разновидностью множественных 
папиллом кожи являются бороздные вариан-
ты с  локализацией в  естественных впадинах 

и бороздах кожи, гистологически –чаще имеет 
место плоскоклеточный тип папилломы, При 
этом, установленное нами повышение в крови 
пациентов с  множественными папилломами 
кожи уровня эпидермального фактора роста, 
интерлейкина-12 и  на  уровне тенденции ко-
нечных стабильных метаболитов оксида азота 
свидетельствует об активации процессов про-
лиферации эпидермальных клеток, сопрово-
ждающихся усилением функции антигенной 
презентации, микробо-и вирулицидного по-
тенциала, с формированием условий для вклю-
чения Тh1-зависимого иммунного ответа,
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CYTOKINE REGULATION PROLIFERATION 

AT A MULTIPLICITY OF SKIN PAPILLOMAS

Stepanova O. V., Pisklakova T. P.

Medical University of South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia

A total of 63 patients with multiple papillomas of the skin, show cities account for major susceptibility 
of skin papillomas of the neck and armpits (80%), more common option Borozdna papillomas, histologi-
cally in 80% of squamous type installed. Elevated blood of patients with multiple skin papillomas levels of 
epidermal growth factor and interleukin-12 trend at fi nal stable metabolite of nitric oxide, which indicates 
an activation of epidermal proliferation, antigen presentation processes, the formation conditions for the 
incorporation of Th 1-dependent immune response.

Key words: multiple skin papillomas, epidermal growth factor, interleukin-12, nitric oxide.

ВЛИЯНИЕ ЭРИТРОПОЭТИНА НА 

ЦИТОКИНПРОДУЦИРУЮЩУЮ АКТИВНОСТЬ Т-КЛЕТОК

 Тодосенко Н. М.,  Селедцов В. И.

Центр медицинских биотехнологий, Калининград, Россия

Показано, что эритропоэтин (Epo) способен усиливать продукцию интерлейкина-2 
(ИЛ-2) и интерлейкина-10 (ИЛ-10), осуществляемую активированными Т-лимфоцитами. 
Противоположное супрессорное влияние Epo оказывал на  Т-клеточную продукцию 
интерферона-гамма (ИФН-γ) и интерлейкина-17 (ИЛ-17). Значимого влияния Epo на вы-
работку ИЛ-4 не выявлено. Полученные данные указывают на наличие прямого регулятор-
ного влияния Epo на Т-клеточные адаптивные реакции.
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Актуальность и  цель работы. Эритропоэ-
тин (Epo) представляет собой гликопротеин 
(Mr=34 кДа), продуцируемый у взрослого че-
ловека, в основном, почками. ЭПО относится 
к группе цитокинов 1 класса, участвует в под-
держании жизнеспособности и  пролифера-
ции кроветворных клеток. Основная функция 
Еpo – поддержание эритропоэза [1].

Ранее показано, что рецепторы к Epo экспрес-
сируются на СД4+ Т-лимфоцитах [2]. На активи-
рованной Т-клетке их количество может дости-
гать 1000 и достигать значения типичного для 
эритроидных клеток-предшественников [3]. 
Вместе с тем, прямые эффекты эритропоэтина 
на  функциональные свойства Т-лимфоцитов 
мало исследованы.

Цель настоящей работы – оценить прямое 
влияние Epo на цитокинпродуцирующую ак-
тивность Т- лимфоцитов.

Материалы и  методы. Объектом иссле-
дования являлись Т-лимфоциты, выделен-
ные из  периферической крови 6 здоровых 
доноров (3 женщины, 3 мужчины; возраст 
34±12  лет). Мононуклеарные клетки (МНК) 
получали посредством центрифугирования 
крови на градиенте плотности фиколл-гепака 
(р=1,077±0,001 г/мл, Ficoll-Paque™ Premium, 
GE Healthcare). Т-клетки выделяли из  МНК 
методом колоночной магнитной сепарации 
с использованием частиц, коньюгированных 
с  анти-CD3 антителами (Miltenyi Biotech, 
Германия), согласно инструкции производи-
теля. По  данным цитофлюорометрического 
анализа (Accuri C6, BD Biosciences, США), 
содержание CD3+ лимфоцитов в выделенных 
клетках составляла не менее 95%. СД3+ клет-
ки (/мл) культивировали в бессывороточной 
среде TexMACS (Miltenyi Biotech, Germany) 
с  частицами, коньюгированными с  антите-
лами к  молекулам CD3, СD28 и  СD2 (T  cell 
activation/Expansion Kit human, Miltenyi 
Biotech, Germany), или без них в  контроле 
в  течение 48 ч во  влажной атмосфере, при 
37  °C. Перед культивированием в  опытные 
пробы добавляли эритропоэтин- в  (Epo, 
Sigma, США) в  концентрации 0,25, 0,5, 1 
и  1,25 мкг/мл. После культивирования кле-
точные супернатанты анализировали на  со-
держание цитокинов на  мультиплексном 
анализаторе BioPlex 200 (BioRad, США) с ис-
пользованием коммерческого набора Human 
cytokine/chemokine immunoassay (Milliplex, 
Millipore, CIF). Статистический анализ дан-

ных проводили с использованием t-критерия 
Стьюдента.

Результаты. Согласно полученным данным, 
Epo не оказывал существенного влияния на про-
дукции интерлекина-2 (ИЛ-2), ИЛ-4, ИЛ-10 
и  ИЛ-17 покоящимися Т-лимфоцитами. Наши 
результаты, свидетельствуют о  том, что Epo-в 
оказывал умеренный, дозо-зависимый стимули-
рующий эффект на продукцию активированны-
ми Т-лим фоцитами ИЛ-2 и ИЛ-10. В тоже вре-
мя, в пробах с Epo были отмечены выраженная 
ингибиция продукции интерферона-γ (ИФН-γ) 
и умеренное снижение выработки ИЛ-17. Значи-
мого однонаправленного влияния Epo на ИЛ-4 
продукцию Т-клетками не обнаружено.

Результаты наших исследований согласу-
ются с опубликованными данными о прямом 
влиянии лечения Еро на секрецию ИЛ-2, ИЛ-10 
и параметров активации СD4+ Т-лимфоцитов 
у гемодиализных пациентов с хронической по-
чечной недостаточностью [2, 4]. Можно пред-
полагать, что через усиление клональной экс-
пансии антиген-специфичных Т-клеток Epo 
может способствовать формированию им-
мунной памяти. Однако такое усиление может 
ограничиваться ИЛ-10, выработка которого 
Т-клетками согласно нашим и литературным 
данным [4] также усиливается Epo. Нами вы-
явлен супрессорный эффект Epo на  продук-
цию ИФН-γ и ИЛ-17.

В целом, полученные данные согласуются 
с представлением о том, что Epo способен су-
прессировать активность опосредуемых Th 1 
процессов и этим частично объясняется его ан-
тивоспалительная активность. В  клинике Epo 
активно используется как стимулятор эритро-
поэза. В целом, имеющиеся данные указывают 
на целесообразность клинического использо-
вания Epo в качестве иммуномодулятора, на-
пример, при лечении ревматоидного артрита. 
На  наш взгляд, применение Epo может быть 
также клинически оправданным при лечении 
рассеянного склероза и  других заболеваний, 
в  развитии которых ключевую роль играют 
аутоиммунные Th 1.
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EFFECT OF ERYTHROPOIETIN ON CYTOKINE ACTIVITY 

OF T-CELLS

Todosenko N., Seledtzov V. I.

Center of Medical Biotechnology, Kaliningrad, Russia

It is shown that erythropoietin (Epo) is able to amplify the production of interleukin-2 (IL-2) and in-
terleukin-10 (IL-10) realized by activated T lymphocytes. Epo opposite suppressive eff ect was exerted on 
T-cell production of interferon-gamma (IFN-g) and interleukin-17 (IL-17). Signifi cant eff ect of Epo on 
the production of IL-4 has been identifi ed. Th e data obtained indicate the presence of Epo direct regula-
tory eff ect on T-cell adaptive responses.

Актуальность и цель работы. В настоящее 
время повсеместно наблюдается рост рас-
пространённости и  числа различных аллер-
гических заболеваний. Данные заболевания, 
в числе которых астма, аллергический ринит, 
пищевая аллергия, протекают по механизму, 

обусловленному наличием специфических 
к  различным аллергенам антител класса 
IgE [1]. Переключение В-клеток на синтез IgE 
опосредовано интерлейкинами (ИЛ) 4 и  13, 
продуцируемыми Т-хелперами 2 (Тх2)  [1, 2]. 
Недавно был открыт новый класс клеток 

СТИМУЛЯЦИЯ EX VIVOEX VIVO ЭКСПРЕССИИ 

ПРОАЛЛЕРГИЧЕСКИХ ТКАНЕВЫХ ЦИТОКИНОВ 

В КЛЕТКАХ МЫШИНОЙ ТРАХЕИ

 Чудаков Д. Б.

ФГБУН Институт биоорганической химии им. акад. М. М. Шемякина 
и Ю. А. Овчинникова, РАН, Москва, Россия

Тканевые цитокины (интерлейкины-25 и -33 (ИЛ-25 и ИЛ-33), а также тимический стро-
мальный лимфопоэтин (ТСЛП) способны индуцировать продукцию цитокинов аллерги-
ческого воспаления ИЛ-4, -5 и  -13 в  клетках иммунной системы. Целью данной работы 
было идентифицировать стимулы, вызывающие продукцию данных цитокинов в эпите-
лии трахеи. В качестве стимулов были взяты различные протеазы, липополисахарид (LPS), 
формил-метионил-лейцил-фенилаланин (fMLP), β-аланин. Стимуляцию проводили ex vivo 
на эксплантах мышиной трахеи. Экспрессию генов исследовали методом качественной по-
лимеразной цепной реакции ПЦР. Была установлена небольшая спонтанная продукция 
ИЛ-33, но не ИЛ-25 и ТСЛП, эксплантами трахеи. Ни один из стимулов не индуцировал 
продукции ИЛ-25. Показано, что протеазы в ряде случаев (особенно коллагеназа) индуци-
ровали продукцию ТСЛП, увеличивали продукцию ИЛ-33. fMLP стимулировал продук-
цию как ИЛ-33, так и ТСЛП. β-аланин стимулировал продукцию только ИЛ-33. Ни один 
из стимулов не индуцировал экспрессию цитокинов в тканях пищевода. Таким образом, 
эпителий трахеи был способен сортировать сигналы в зависимости от типа стимулов. Эпи-
телий пищевода был нечувствителен к стимулам. Для индукции экспрессии ИЛ-33 и ТСЛП 
в мышиной модели респираторной аллергии могут использоваться коллагеназа и fMLP.

Ключевые слова: интерлейкины 25 и 33, тимический стромальный лимфопоэтин, про-
теазы, fMLP, β-аланин, аллергия.
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врождённой иммунной системы, способных 
в  ответ на  тканевые цитокины ИЛ-25,-33 
и  тимический стромальный лимфопоэтин 
(ТСЛП) продуцировать тот  же набор ци-
токинов, что и  Тх2: ИЛ 4 и  13 [2, 3]. Ткане-
вые цитокины высвобождаются клетками 
барьерного эпителия (дыхательных путей, 
ЖКТ, кожи) в ответ на некоторые агонисты 
Toll-подобных рецепторов (ИЛ 25 и ТСЛП), 
протеазы (ИЛ 25, 33, ТСЛП), в процессе не-
кроза (ИЛ 33) [2].

Целью данной работы было определение 
экспрессии генов ИЛ 25, 33 и ТСЛП в клетках 
мышиной трахеи и пищевода в ответ на раз-
личные индукторы.

Материалы и методы. Мышей линии BALB/c 
забивали, выделяли трахею и пищевод, фраг-
менты тканей помещали в лунки 24-луночно-
го планшета и  стимулировали различными 
индукторами в течение 4 часов при +37ºС при 
5% CO2. Для стимуляции использовали фер-
менты (коллагеназу, трипсин, диспазу), липо-
полисахарид E. coli (LPS), формил-метионил-
лейцил-фенилаланин (fMLP) и  бета-аланин 
(β-Ala). После стимуляции экспланты гомоге-
низировали в 0,5 мл Тризола (TRI-REAGENT). 
Тотальную РНК выделяли с  использовани-
ем хлороформа с  последующим осаждением 
изопропанолом и  промывкой 75% этанолом. 
Синтез первой цепи кДНК осуществляли 
с помощью набора RevertAid First Strant cDNA 
Synthesis Kit (Th ermo Scientifi c). Экспрессию 
ИЛ 25, 33 и ТСЛП определили методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) с использо-
ванием набора ScreenMix-HS (Evrogen). В ка-
честве праймеров использовали следующие 
олигонуклеотиды (Evrogen):
C C C A G C A A A G A G C A A G A A C C 
и ATCCTCTAGCAGCACAAGCG для ИЛ 25; 
G T C T C C T G C C T C C C T G A G T A 
и GTGGTGCCTGCTCTTCTGAA для ИЛ 33; 
C T G C C T G A A T C A A A C C T C A C A A 
и TGACTGCCCGAACTGTCATT для ТСЛП; 
G G T G C T G A G T A T G T C G T G G A 
и TGGAAGAGTGGGAGTTGCTG для GADPH.

Реакцию проводили на  приборе DNA 
Th ermal Cycler (Perkin Elmeir) Детекцию про-
дуктов осуществляли электрофорезом в 1,5% 
агарозном геле с  добавлением бромистого 
этидия с  использованием M15 100+bp DNA 
Ladder (SibEnzime, Lot 41).

Результаты и обсуждение. Во всех образцах 
наблюдали экспрессию контрольного GADPH 

гена. В  контроле без стимуляции была обна-
ружена спонтанная экспрессия ИЛ-33, но  не 
ИЛ-25 или ТСЛП. При действии коллагеназы 
(100 нМ и  1 мкМ) наблюдалась стимуляция 
продукции ИЛ-33 и  ТСЛП. Диспаза (1 мкМ) 
и  трипсин (1 мкМ) стимулировали экспрес-
сию только ТСЛП. ИЛ-25 не регистрировался 
ни  в  одной из  культур. LPS, агонист Toll-по-
добного рецептора 4, в концентрации 1 мкг/ мл, 
не индуцировал продукцию ни одного из ци-
токинов. Индуктор fMLP (1 мкМ) стимулиро-
вал экспрессию ИЛ-33 и ТСЛП. β-аланин сти-
мулировал экспрессию только ИЛ-33. Эффект 
стимуляции прямо зависел от  размера экс-
планта и дозы стимула.

В эксплантах пищевода оценивали продук-
цию ИЛ-33. Ни  один из  индукторов не  вы-
зывал экспрессии генов тканевых цитокинов 
в  клетках эпителия пищевода. Не  наблюдали 
также спонтанной продукции ИЛ-33.

ИЛ-33 известен как фактор, высвобож-
даемый из  некротических клеток. Очевидно, 
в  эпителиальных клетках трахеи постоян-
но синтезируется определенное количество 
ИЛ-33, что подтвердили спонтанной экспрес-
сией гена в  контрольных культурах без ин-
дукторов. Экспрессия гена ИЛ-33 дополни-
тельно стимулировалась коллагеназой, fMLP 
и  β-аланином, тогда как экспрессию гена 
ТСЛП стимулировали коллагеназа, трипсин, 
диспаза и fMLP. Различие в спектре индукто-
ров ИЛ-33 и  ТСЛП указывает на  сортиров-
ку эпителиальными клетками типов сигнала 
в  зависимости от  типа индуктора. Экспрес-
сия гена ТСЛП отсутствовала в  нестимули-
рованных культурах трахеи, демонстрируя, 
что данный фактор является индуцируемым. 
Экспрессию гена ИЛ-25 не выявили, что ука-
зывает на различие спектра тканевых цитоки-
нов в зависимости от локализации эпителия. 
Из  всех выбранных индукторов коллагеназа 
и fMLP могут использоваться для инициации 
продукции ИЛ 33 и ТСЛП при моделировании 
аллергии на мышах.
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Актуальность и  цель работы. Различные 
виды перинатальной патологии (гипоксия, 
стрессы и инфекционные заболевания) могут 
приводить к  повышенному риску возникно-

вения аутизма, шизофрении и др. [1]. Общим 
патогенетическим механизмом данных состо-
яний является высокая продукция в  клетках 
нервной и иммунной систем провоспалитель-

EX VIVO STIMULATION OF PROALLERGIC TISSUE 

CYTOKINES IN MURINE TRACHEA

Chudakov D. B.

Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, Moscow, Russia

Cytokines produced by epithelial cells in response to a damage or infection are called alarmines such 
as interleukins (IL) 25, 33 and thymic stromal lymphopoietin (TSLP) and are able to stimulate the pro-
duction of allergy-associated cytokines IL 4 and 13 by the immune system. Th e aim of this work was to 
study various stimuli able to induce IL 25, 33 and TSLP expression in murine trachea. Diff erent proteases, 
lipopolysaccharide (LPS), N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) and β-alanine were used to 
stimulate ex vivo tracheal explants. Gene expression was studied by polymerase chain reaction with re-
verse transcription. We demonstrated the spontaneous production of IL 33 which was increased by colla-
genase, fMLP, and β-alanine. Collagenase, trypsin, and fMLP were able to stimulate TSLP gene expression. 
Expression of IL 25 was found in no samples tested. Th us, the response of epithelial cells diff ers depending 
on the type of stimuli. Collagenese and fMLP are the best candidates to induce alarmines IL 33 and TSLP 
in trachea in a murine model of allergy.

ВЛИЯНИЕ ПОВЫШЕНИЯ УРОВНЯ 

ИНТЕРЛЕЙКИНА-1β В РАННЕМ ВОЗРАСТЕ 

НА ДОФАМИН- И СЕРОТОНИНЕРГИЧЕСКУЮ 

СИСТЕМУ ГИППОКАМПА ВЗРОСЛЫХ КРЫС

 Шварц А. П.1,  Карпенко М. Н.2,  Трофимов А. Н.1, 

 Ищенко А. М.3,  Зубарева О. Е.1
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Государственный научно-исследовательский институт особо чистых биопрепаратов 
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Повышение уровня интерлейкина (ИЛ) –1β в раннем постнатальном периоде приводит 
к долговременным нарушениям когнитивных функций. Одним из их механизмов может 
быть изменение функциональной активности моноаминергических систем гиппокампа. 
В данной работе исследовано содержание дофамина, серотонина и их метаболитов в гип-
покампах взрослых крыс, которым вводили ИЛ-1β (1 мкг/кг) ежедневно в/б в течение 3-ей 
недели жизни. Уровень моноаминов определяли методом высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии в обычных условиях и при когнитивной нагрузке (выработке условно-
го рефлекса активного избегания). Разнонаправленные изменения выявлены только в от-
ношении серотонинергической системы у обученных и необученных крыс. Необученные 
животные отличаются более высоким содержанием серотонина; обученные, напротив, бо-
лее низким его содержанием и более интенсивным метаболизмом.

Ключевые слова: интерлейкин-1β, нейроиммунные взаимодействия, ранний постнаталь-
ный период, серотонин, дофамин, гиппокамп, обучение.
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ных цитокинов: интерлейкина (ИЛ)-1β, ИЛ-6 
и  фактора некроза опухоли α. Открытые как 
медиаторы межклеточных взаимодействий 
в  иммунной системе, данные цитокины рас-
сматриваются как основные посредники ней-
роиммунных взаимодействий. Повышение 
уровня ИЛ-1β в периоды раннего постнаталь-
ного онтогенеза может приводить к длитель-
ным нарушениям когнитивных функций [2, 3]. 
Молекулярно-клеточные механизмы этих на-
рушений практически не исследованы. 

Цель работы  – изучение особенностей 
функционирования дофамин- и серотонинер-
гической систем гиппокампа крыс, которым 
вводили ИЛ-1β в течение 3-ей недели жизни, 
в  обычных условиях и  при когнитивной на-
грузке – выработке условного рефлекса актив-
ного избегания (УРАИ).

Материалы и  методы. Эксперименты вы-
полнены на  41-м самце крыс Вистар, содер-
жавшихся в  стандартных условиях, с  соблю-
дением принципов гуманности (Директивы 
Европейского Сообщества № 86/609 ЕС). В экс-
перименте использованы крысы, которым с 15 
по 21 день жизни, 1 раз в день внутрибрюшин-
но вводили человеческий рекомбинантный 
ИЛ-1β (Институт особо чистых биопрепара-
тов, С. – Петербург) в  умеренно-пирогенной 
дозе 1 мкг/кг, либо апирогенный физ. раствор, 
а также интактные животные (крысята одного 
помета использовались во всех 3 группах).

В возрасте 3-х месяцев у  половины крыс 
из  каждой группы вырабатывали УРАИ. 
Тренировку проводили в  челночной камере 
из  двух одинаковых отсеков с  электродным 
полом на  разных уровнях. Через 5 сут после 
действия условного сигнала (УС)  – света  – 
на  лапы животного подавали электрокожное 
раздражение (безусловный сигнал, БС), что 
заставляло животное перейти в другой отсек. 
В 1-й день крысам предъявляли 10 сочетаний 
УС и БС, в последующие 4 дня – по 20. На 5-й 
день, через 90 минут после последнего обу-
чения (либо в  то  же время для необученных 
крыс), животных декапитировали, извлекали 
и взвешивали гиппокампы. Образцы замора-
живали и  хранили при –70  °C. Содержание 
дофамина (ДА), 3,4-диоксифенилуксусной 
и гомованилиновой кислот, серотонина (5-ок-
ситриптамина, 5-ОТ) и 5-оксииндолуксусной 
кислоты (5-ОИУК) определяли методом высо-
коэффективной жидкостной хроматографии 
с электрохимической детекцией.

Статистическую обработку результатов 
проводили в  программах SPSS 16.0. и  Statis-
tica  7. Для сравнения содержания моноами-
нов, их метаболитов и  показателей активно-
сти метаболизма в  гиппокампах обученных 
и  необученных крыс применяли t-критерий 
Стьюдента. Для оценки влияния препаратов 
отдельно в группах обученных и необученных 
животных использовали однофакторный дис-
персионный анализ. Для попарного сравнения 
групп с  гомогенными дисперсиями (оцени-
вали по  тесту Левена) использовали post hoc 
критерий НЗР. Если дисперсии значимо разли-
чались, применяли критерий Уэлча и post hoc 
критерий Геймса-Ховела. Для оценки совмест-
ного влияния когнитивной нагрузки и вводи-
мых препаратов применяли двухфакторный 
дисперсионный анализ.

Результаты. Введение препаратов в раннем 
возрасте не  сказывалось на  содержании до-
фамина и его метаболитов у крыс без когни-
тивной нагрузки, однако влияло на  уровень 
серотонина в  гиппокампе (F=2,85; p=0.025). 
Содержание 5-ОТ в ткани опытных животных 
было в  2 раза выше, чем у  интактных крыс 
(р=0.008).

Влияние когнитивной нагрузки на интакт-
ных крыс выразилось в  увеличении уровня 
5-ОТ, в снижении – 5-ОИУК и значительном 
(почти в  6 раз) уменьшении соотношения 
5-ОИУК/5-ОТ в гиппокампе. Значимых изме-
нений в содержании дофамина и его метабо-
литов не выявлено.

В условиях когнитивной нагрузки, меж-
групповые различия носили более выражен-
ный характер, чем без нее. Влияние введений 
ИЛ-1β обнаружено в  отношении содержа-
ния 5-ОТ (F=6.40; р=0.009) и  5-ОИУК/5-ОТ 
(F=4.24; р=0.033), причем отличия от  кон-
трольных групп имели иную направленность, 
чем у крыс без когнитивной нагрузки. В част-
ности, содержание серотонина в  гиппокампе 
опытных животных было значимо ниже, чем 
у крыс с введением физиологического раство-
ра (р=0.02) и интактных животных (р=0.004). 
Уровень метаболизма серотонина, оцененный 
по  отношению метаболит/медиатор, в  опыт-
ной группе был выше, чем у интактных крыс 
(р=0.011). Разнонаправленный характер из-
менений между интактными, контрольными 
и экспериментальными животными в разных 
экспериментальных условиях, был подтверж-
ден двухфакторным дисперсионным анали-
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зом в  отношении содержания серотонина 
(F2,34=10.48; р=0.0003).

Результаты попарного сравнения групп c по-
мощью t-критерия Стьюдента для групп с раз-
ными дисперсиями показали, что в  отличие 
от интактных и контрольных крыс, у которых 
уровень метаболизма серотонина (5-ОИУК/5-
ОТ) снижался при тренировке в тесте УРАИ, 
у экспериментальных животных подобных из-
менений не происходило. Контрольные крысы 
с введением физиологического раствора не от-
личались от интактных ни по одному из изу-
ченных показателей.

Таким образом, повышение уровня ИЛ-1β 
в раннем возрасте влияет на содержание серо-
тонина в гиппокампе и активность его метабо-

лизма у  взрослых животных. Эти изменения 
носят различный характер в обычных условиях 
и при когнитивной нагрузке (выработке УРАИ), 
и могут лежать в основе выявленных ранее на-
рушений обучения крыс, вызванных введением 
ИЛ-1β в течение 3-ей недели жизни [2].
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Elevation of proinfl ammatory cytokine Interleukin (IL)-1β during early postnatal life leads to long-
lasting disruption of cognitive function. Hippocampal dopamine- and serotonergic dysfunctions are 
believed to be one of the mechanisms of these disruptions. Dopamine, serotonin and its metabolites’ 
level in the hippocampus of adult rats injected with IL-1β (1μg/kg i. p. daily) during the 3rd week of life 
was measured using HPLC. We have shown the changes in serotonergic but not dopaminergic system. 
Moreover these changes were opposite in standard conditions and upon cognitive load (active avoidance 
conditioning). Adult naïve rats treated with IL-1β during the 3rd week had increased serotonin level in 
hippocampus in comparison with controls. In contrast, in the presence of learning IL-1β-treated animals 
had decreased serotonin level and increased level of its metabolism measured as serotonin/5-hidroxyidol-
eacetic acid ratio.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 115

Введение. Инфекция генитального тракта 
Neisseria gonorrhoeae обычно сопровождается 
интенсивным воспалительным ответом, ко-
торый характеризируется притоком нейтро-
филов. Однако естественная инфекция этим 
возбудителем не индуцирует состояние специ-
фического защитного иммунитета против ре-
инфицирования  [1]. Одним их механизмов 
способствующих уходу Neisseria gonorrhoeae 
от иммунного ответа считается ее способность 
изменять цитокиновый спектр в слизистых уро-
генитального тракта  [2]. При эксперименаль-
ной гонококковой инфекции у  мышей уста-
новлено, что Neisseria gonorrhoeae избирательно 
ингибирует Th 1 и Th 2 клетки, но стимулирует 
развитие Th 17 через индукцию TGF-β [1].

Целью исследования явилась сравнитель-
ная оценка локального содержания цитокинов 
в  динамике стандартного лечения пациентов 
с острой гонореей.

Материалы и  методы. Проведено двукрат-
ное (до и через 10 дней после лечения цефтри-
аксоном – 250 мг в/м, однократно) исследова-
ние вагинального (15 женщин) и уретрального 
секретов (15 мужчин) пациентов с  диагнозом 

«острая неосложненная гонорея нижних отде-
лов мочеполового тракта». С  информирован-
ного согласия аналогичное исследование было 
выполнено у здоровых добровольцев (10 жен-
щин и  10 мужчин). Для получения секретов 
ложкой Фолькмана объемом 0,01 мл брали со-
держимое задне-боковой стенки влагалища 
или уретры, помещали в  пробирку с  0,39 мл 
физиологического раствора и  после тщатель-
ного перемешивания 0,01 мл из этой пробирки 
наносили на диск фильтровальной бумаги диа-
метром 6 мм. Определение уровня IL-1β, IL-8, 
IL-17, INF-γ. TNF-α в полученных образцах про-
водили после экстракции секрета из дисков, c 
помощью твердофазного иммуноферментного 
анализа согласно инструкции производителя. 
Статистическая обработка материала выполне-
на с использованием программы «Statistica».

Результаты и  обсуждение. У  здоровых 
добровольцев в  секретах урогенетального 
тракта частота обнаружения и концентрация 
исследованных цитокинов зависела от  пола. 
В  уретральных секретах 10 обследованных 
мужчин не  обнаружили IFN-γ, IL-17. TNF-α 
(4,29 пг/ мл) зарегистрирован только в одном 

ИССЛЕДОВАНИЕ ЦИТОКИНОВОГО СПЕКТРА 

В СЕКРЕТАХ СЛИЗИСТЫХ УРОГЕНЕТАЛЬНОГО ТРАКТА 
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Одним из механизмов, способствующих уходу Neisseria gonorrhoeae от иммунного от-
вета, считается ее способность изменять цитокиновый спектр в слизистых урогениталь-
ного тракта. Целью исследования явилась сравнительная оценка локального содержания 
цитокинов в динамике стандартного лечения пациентов с острой гонореей. В связи с этим 
проведено двукратное (до и через 10 дней после лечения цефтриаксоном) исследование 
вагинального (15 женщин) и уретрального секретов (15  мужчин) пациентов с диагнозом 
«острая неосложненная гонорея нижних отделов мочеполового тракта. При острой гоно-
рее (72 часа от момента инфицирования) и у мужчин и у женщин увеличивался уровень 
TNF-α. Напротив, концентрации IL-1β и IL-8 были снижены по сравнению со здоровы-
ми добровольцами. Через 10 дней после терапии содержание цитокинов в секретах суще-
ственно изменялось. У мужчин снижались концентрации TNF-α и IL-8, но повышалась 
концентрация IL-1β. У женщин после лечения содержание IL-1β, IL-8 и TNF-α практически 
не изменилось и осталось сопоставимым с таковым до начала терапии.

Ключевые слова: цитокины, вагинальный секрет, уретральный секрет, гонорея.
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образце. Концентрация IL-1β (1395,46 пг/мл), 
IL-8 (5808,71 пг/мл).

У 10 женщин в  вагинальном секрете так-
же не  удалось определить IFN-γ и  IL-17, 
а  TNF-α выявлен только у  двух обследо-
ванных (10,59 пг/ мл). Концентрация IL-1β 
(1150,85 пг/ мл), IL-8 (4485,34 пг/мл).

При острой гонорее (72 часа от  момен-
та инфицирования) и  у  мужчин и  у  женщин 
увеличивался уровень TNF-α: 19,63 пг/ мл 
и  12,75 пг/ мл соответственно. Напротив, 
концентрации IL-1β (888,45 пг/мл у  мужчин, 
и 774,98 пг/мл у женщин) и IL-8 (1602,15 пг/ мл 
у  мужчин, и  1489,85 пг/мл у  женщин) были 
снижены по сравнению со здоровыми добро-
вольцами. У 4 пациентов мужского пола был 
определен IFN-γ (242,76 пг/мл) и у 1 пациен-
та  – IL-17 (17,27 пг/мл), которые у  женщин 
с острым процессом выявить не удалось.

Через 10 дней после терапии содержание ци-
токинов в секретах существенно изменялось. 
У  мужчин снижались концентрации TNF-α 
(5,03 пг/мл) и IL-8 (963,64 пг/мл), но повыша-
лась концентрация IL-1β (3088,29 пг/мл).

У женщин после лечения содержание IL-1β 
(978,74 пг/мл), IL-8 (1749,95 пг/мл) и  TNF-α 

(21,84) практически не изменилось и осталось 
сопоставимым с таковым до начала терапии.

Таким образом, в  динамике лечения гоно-
кокковой инфекции цитокиновый спектр уре-
трального тракта мужчин восстанавливается 
до  контрольного (здоровые добровольцы) 
уровня быстрее, чем таковой в  вагинальном 
тракте женщин. Хорошо известно, что суще-
ствуют различия в течении гонококковой ин-
фекции у мужчин и женщин, связанные с осо-
бенностями колонизации [3]. Весьма вероятно, 
что выявленные в настоящей работе различия 
также могут лежать в основе более частой пер-
систенции Neisseria gonorrhoeae и хроническо-
го течения рецидивирующей гонококковой 
инфекции у женщин.
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ANALYSIS OF CYTOKINE SPECTRUM IN MUCOSAL 
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Results of proinfl ammatory cytokine concentrations in mucosal urogenital tract secretions from men 
and women are presented. Gender diff erences were revealed in IL-1β, IL-8 and TNF-α concentrations, as 
well as the tendency of their changes in the dynamics of therapy. Possible reasons for such bidirectional 
trend in cytokine level from male and female secretions and diagnostic signifi cance of their detection in 
gonorrhea are discussed.

Key words: cytokine, vaginal mucosal secret, uretral mucosal secret, gonorrhea.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ МЕТОДОВ 

В ДИАГНОСТИКЕ ДОКЛИНИЧЕСКОГО РЕЦИДИВА 

ИНВАЗИВНЫХ ФОРМ РАКА ШЕЙКИ МАТКИ

 Батурина И. Л.,  Абрамовских О. С.,  Телешева Л. Ф.,  Жаров А. В., 

 Никушкина К. В.,  Савельева А. А.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет 
Минздрава России, Челябинск, Россия

Рак шейки матки (РШМ) относится к социально значимым заболеваниям, поэтому воз-
можность диагностики доклинических рецидивов плоскоклеточного РШМ очень важна, 
и в значительной мере зависит от сроков их выявления. В нашем исследовании было уста-
новлено, что определение SCCA у пациенток с МРШМ должно проводиться в совокупно-
сти с уровнем IFNα и IFNγ до лечения, через 6 и 12 месяцев после проведенного лечения. 
Такой подход позволит врачам еще на этапе до лечения предположить более агрессивное 
течение РШМ и выбрать адекватную тактику лечения таких пациенток.

Ключевые слова: рак шейки матки, рецидив, SCCA, IFNα и IFNγ цервикальной слизи.

Актуальность. Рак шейки матки (РШМ) 
относится к социально значимым заболевани-
ям. Доля запущенных случаев, среди первично 
выявленных, остается высокой, составляя бо-
лее трети (37,9%) и не имеет тенденции к сни-
жению. В  связи с  этим, количество больных, 
получающих комбинированное и  комплекс-
ное лечение, также остается стабильно высо-
ким  [1]. Такие пациентки составляют группу 
риска по  развитию рецидива заболевания, 
а  возможность эффективного лечения реци-
дивов плоскоклеточного РШМ в  значитель-
ной мере зависит от  сроков их выявления. 
Многие исследователи описывают множество 
маркеров, влияющих на опухолевую прогрес-
сию, но  результаты их использования для 
прогноза течения неопластического процесса 
остаются разнонаправленными и  разрознен-
ными. В последние годы в литературе появи-
лись данные, посвященные биологическим 
свойствам опухоль-ассоциированного марке-
ра SCCA (squamous cell carcinoma antigen), его 
использованию в оценке степени распростра-
ненности опухоли и эффективности проводи-
мой терапии [2]. До сих пор не ясной остается 
роль онкомаркера SCCA в иммунопатогенезе 
РШМ, а именно его взаимосвязи с цитокино-
выми (интерфероновыми) каскадами.

Цель: изучение взаимосвязи концентрации 
онкомаркера SCCA сыворотки крови и уров-
ней IFNα и IFNγ цервикальной слизи у паци-
енток с  местнораспространенными формами 
рака шейки матки (МРШМ)

Материалы и  методы. Проведено ком-
плексное обследование 80 женщин с МРШМ 
IIa, IIb, IIIa, IIIb стадии в возрасте от 18 до 55 
лет. Для оценки уровня содержания SCCA 
в  сыворотке крови использовали тест  – си-
стему Can.Ag.® EIA-Fudjirebio Diagnostics inc., 
Sweden. Содержание уровня интерферонов 
(IFNα, IFNγ) определяли методом твердофаз-
ного ИФА с  использованием тест-системы 
ООО «Цитокин», Санкт-Петербург. Все вы-
шеперечисленные исследования проводи-
лись пациенткам с МРШМ до лечения, через 
6 и  12 месяцев после проведенной терапии. 
Определение уровня SCCА в сыворотке кро-
ви и  интерферонов (IFNα, IFNγ) оценивали 
ретроспективно в зависимости от динамики 
течения данного заболевания в двух группах 
больных: группу А составили 40 пациенток 
МРШМ с положительной динамикой течения 
процесса, в  которую вошли подгруппа А1  – 
до лечения, подгруппа А2 – через 6 месяцев 
после лечения и подгруппа А3 – через 12 ме-
сяцев после лечения; группу В – 40 больных 
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МРШМ с отрицательной динамикой течения 
опухолевого процесса, которую составили 
3 подгруппы  – В1, В2 и  В3, соответственно. 
Полученные результаты исследований были 
подвергнуты статистической обработке с ис-
пользованием пакета прикладных программ 
“Statistica for windows 6.0”

Результаты. При обследовании пациенток 
было установлено, что исходно повышенный 
уровень SCCA наблюдался у всех пациенток 
до лечения по сравнению с группой контро-
ля, причем достоверных различий уровней 
SCCA между данными подгруппами установ-
лено не  было. Через 6 месяцев после прове-
денной терапии данный показатель в  обеих 
подгруппах не  изменялся от  его исходного 
уровня до  лечения. Достоверное снижение 
уровней SCCA отмечалось только через 12 ме-
сяцев после лечения в  подгруппе пациенток 
с МРШМ с положительной динамикой тече-
ния по сравнению с таковым как до лечения, 
так и  с  уровнем SCCA в  подгруппе пациен-
тов с  отрицательной динамикой течения че-
рез 6 и 12 месяцев после лечения. У больных 
МРШМ с  отрицательным терапевтическим 
эффектом через 12 месяцев после лечения 
уровень SCCА не  претерпел существенных 
изменений и  был близок к  значению данно-
го показателя до  лечения. Анализ уровней 
интерферонов цервикальной слизи показал 
снижение IFNα на  всех сроках наблюдения 
в группе пациенток с МРШМ с положитель-
ной динамикой течения заболевания, тогда 
как в  группе с  отрицательным терапевтиче-
ским эффектом отмечалось прогрессирую-
щее снижение изучаемого интерферона. При 
оценке уровня IFN-γ цервикальной слизи 
у пациенток с положительной динамикой за-
болевания наблюдалось его повышение как 
через 6, так и через 12 месяцев после прове-
денного лечения. Тогда как в  группе с отри-
цательным терапевтическим эффектом ре-
гистрировалось прогрессирующее снижение 
IFNγ, более выраженное через 12 месяцев 
после лечения. Межгрупповой сравнитель-
ный анализ показал повышение уровня IFNα 
и снижение IFNγ на всех сроках наблюдения 
в группе пациенток МРШМ и отрицательной 
динамикой по сравнению с таковыми у боль-
ных с  положительным терапевтическим эф-
фектом от  лечения. Следует отметить, что 
в  группе пациенток с  МРШМ и  отрицатель-
ной динамикой течения заболевания отме-

чался исходно повышенный уровень IFNα 
и  IFNγ цервикальной слизи. При изучении 
корреляционных взаимосвязей концентра-
ции SCCA с  уровнями интерферонов цер-
викальной слизи установлено, что в  группе 
пациенток МРШМ с положительной динами-
кой течения опухолевого процесса до  лече-
ния таковые отсутствовали. Через 6 месяцев 
после проведенного лечения определялась 
взаимосвязь SCCA с IFNγ слизи (r=0,54), ко-
торая отсутствовала через 12 месяцев после 
лечения. В  подгруппах пациенток МРШМ 
с  отрицательной динамикой регистрирова-
лась связь SCCA с IFNα цервикальной слизи, 
установленная до  лечения (r=0,45) и  усили-
вающаяся через 6 (r=0,80) и 12 месяцев после 
лечения (r=0,95).

Выводы. Полученные результаты данного 
исследования позволили установить, что он-
комаркер SCCA является иммунологически за-
висимым маркером и одинаково повышенный 
уровень SCCA до лечения или отсутствие его 
колебания через 6 месяцев после специально-
го лечения не всегда свидетельствует о дина-
мике течения опухолевого процесса [2]. У па-
циенток с отрицательной динамикой течения 
опухолевого заболевания уже на этапе до ле-
чения при одинаково повышенном уровне 
SCCA уровни IFNα и IFNγ резко повышаются, 
что является неблагоприятным прогностиче-
ским признаком и может служить основанием 
для выбора тактики более агрессивного про-
тивоопухолевого лечения. В связи с чем, опре-
деление SCCA у пациенток с МРШМ должно 
проводиться в совокупности с уровнем IFNα 
и IFNγ до лечения, через 6 и 12 месяцев после 
проведенного лечения. Такой подход позволит 
врачам еще на этапе до лечения предположить 
более агрессивное течение РШМ и  выбрать 
адекватную тактику лечения таких пациен-
ток, а  также, на  доклинической стадии запо-
дозрить начало рецидива заболевания и  на-
значить расширенное обследование.
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USING THE IMMUNOLOGICAL METHODS IN DIAGNOSTICS 

OF PRECLINICAL RECURRENCE OF INVASIVE CERVICAL CANCER
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Cervix cancer (CC) refers to the socially signifi cant diseases, so the possibility of preclinical diagnosis 
of recurrence of squamous cervical cancer is very important and is largely dependent on the timing of 
their detection. In our study, it was found that the determination of SCCA invasive CC in certain patients 
can be carried out in combination with IFNα, and IFNγ levels at a baseline, 6 and 12 months aft er treat-
ment. Such an approach would allow physicians at the pre-treatment stage to assume a more aggressive 
therapy of cervical cancer, and select appropriate counseling and treatment of such patients.

Keywords: cervical cancer, recurrence, SCCA, IFNα and IFNγ cervical mucus.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ СОВРЕМЕННЫХ КРИТЕРИЕВ

ДИАГНОСТИКИ И РАЦИОНАЛЬНОЙ АНТИБИОТИКОТЕРАПИИ 

ВЕНТИЛЯТОР-АССОЦИИРОВАННЫХ ПНЕВМОНИЙ 
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 Алиева А. И.2,  Омарова С. М.2,  Свитич О. А.1, 

 Абсерханова Д. У.2

1ФГБНУ НИИ ВС им. И. И. Мечникова, Москва; 2Дагестанская Государственная 
Медицинская Академия, Махачкала, Россия

Разработка различных критериев диагностики и лечения заболеваний органов дыхания 
у новорожденных остается актуальной проблемой педиатрии в условиях постоянного со-
вершенствования медицинских технологий, отмечаемого в настоящее время. Среди забо-
леваний органов дыхания в периоде новорожденности пневмония занимает особое место 
в связи с большой частотой, тяжестью течения, возможностью осложнений и неблагопри-
ятных исходов.

Ключевые слова: новорожденные, пневмонии, диагностика, этиология, антибиотикоре-
зистентность.

Заболевания органов дыхания широко рас-
пространены среди детского населения и имеют 
большой удельный вес в  структуре заболевае-
мости. Довольно частой формой поражения ор-
ганов дыхания у детей являются пневмонии [1]. 
По  результатам российского исследования, 
у недоношенных, находившихся на ИВЛ, забо-
леваемость вентилятор-ассоциированной пнев-
монией (ВАП) составила 45,8%, а у детей, нахо-
дившихся в  отделениях выхаживания, – 19,2%, 
причем показано, что продолжительность ИВЛ 
увеличивает риск развития пневмонии [3, 5]. 
Дальнейшая разработка различных аспектов 

диагностики и  методов лечения заболеваний 
органов дыхания у  новорожденных остается 
важной и актуальной в условиях постоянного 
совершенствования медицинских технологий, 
отмечаемого в настоящее время [4]. Несмотря 
на успехи в разработке и внедрении новых ан-
тибактериальных препаратов, проблема успеш-
ного лечения пневмонии остается нерешенной. 
На сегодняшний день общеизвестно, что осно-
ву терапии пневмоний у детей составляют ан-
тибиотики, выбор которых огромен [2].

Цель работы: проведение микробиологи-
ческого и  иммунологического мониторинга 
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новорожденных, с  обоснованием принципов 
комплексной антибактериальной терапии.

Материалы и методы. Исследования были 
проведены в  ОРИТ родильного дома Респу-
бликанской клинической больницы г. Ма-
хачкала с  2012 по  2014 гг. При проведении 
бактериологического исследования клини-
ческого материала (кровь, трахеобронхиаль-
ный аспират) от  новорожденных детей (173) 
с  подозрением на  пневмонию было изучено 
936 клинических образцов, выделено и иден-
тифицировано до  вида (рода) 587 штаммов 
микроорганизмов. Все выделенные и  иден-
тифицированные культуры протестированы 
на  чувствительность к  антибактериальным 
препаратам (МУК 4.2.1890–04), а также изуче-
ны некоторые биологические свойства для ха-
рактеристики изолированных культур.

Для исследования экспрессии генов врож-
денного иммунитета TLR2, TLR4, HBD-1, 
HBD-2, TNFα и  NF-kB из  клинического ма-
териала (эпителиальные клетки верхних ды-
хательных путей) проводили выделение РНК 
с использованием набора «РИБОсорб» (ИЛС, 
РФ). ПЦР проводили в  амплификаторе для 
ПЦР-РВ ДТ-96 (ДНК-технология, РФ). Опре-
деление уровня экспрессии генов проводилось 
относительно экспрессии гена β-актина.

Результаты. При бактериологическом ис-
следовании у  большинства новорожденных 
были выделены грамнегативные микроор-
ганизмы (93%), среди которых преобладали 
энтеробактерии (79%). Энтеробактерии чаще 
всего были представлены Klebsiella pneumo-
niae (33%), Escherichia coli (24%) и Pseudomonas 
aeruginosa (22%). Грампозитивные возбудите-
ли ВАП были представлены коагулазоотри-
цательными стафилококками, среди кото-
рых преобладали Staphylococcus epidermidis, 
обладающие гемолитическими свойствами 
(26%). При затяжном течении ВАП основ-
ным возбудителем являлась Stenotrophomonas 
maltophilia.

Становятся значимыми атипичные воз-
будители (Mycoplasmae spp., Chlamydiae spp.), 
которые изменяют традиционные представ-
ления об эпидемиологии и клинической кар-
тине пневмоний. У  9–20% больных пневмо-
нией наблюдалось нарастание титров антител 
к микоплазменной инфекции, а у 15% больных 
обнаружены микоплазмы. Это дало основание 
утверждать, что у 15–20% детей острая пнев-
мония обусловлена микоплазмами. Причем 

с  возрастом значение микоплазменной ин-
фекции в  этиологии острых пневмоний воз-
растает. У  25% больных обнаруживаются се-
рологические признаки острой хламидийной 
инфекции и практически с одинаковой часто-
той во всех возрастных группах.

Иммунологические показатели (распозна-
ющие структуры  – TLR2, TLR4, дефенсины 
HBD-1, HBD-2, провоспалительный цитокин 
TNFα и фактор транскрипции NF-kB) у ново-
рожденных с внутриутробным инфицировани-
ем и с пневмонией изменяются неоднозначно. 
Выявлена тенденция к  увеличению экспрес-
сии генов TLR2, TLR4 и увеличению экспрес-
сии генов TNFα и  NF-kB. Данные изменения 
коррелируют с инфекционным возбудителем, 
следовательно, можно предположить, что воз-
будитель за счет действия факторов патоген-
ности непосредственно влияет на показатели 
врожденного иммунитета.

С целью определения тактики этиотропной 
антибактериальной терапии, был проанализи-
рован уровень резистентности к антибактери-
альным препаратам  – 103 микроорганизмов, 
выделенных из ТБА новорожденных с диагно-
зом «пневмония».

Изначально неадекватная терапия тяжелой 
инфекции, вне зависимости от  ее локализа-
ции и типа возбудителя, увеличивает риск ле-
тального исхода. Это убеждает в целесообраз-
ности проведения адекватной эмпирической 
антибактериальной терапии, базирующейся 
на локальных данных о структуре и чувстви-
тельности циркулирующих в  родильном ста-
ционаре возбудителей.

Выделенные штаммы K. pneumoniae про-
являли резистентность к  большинству анти-
биотиков и сохраняли 100% чувствительность 
к  имипенему и  меропенему. Высокую рези-
стентность к антибиотикам также проявляли 
штаммы некоторых видов энтеробактерий. 
Среди выделенных штаммов P. aeruginosa, 
большинство были устойчивыми к  11 из  14 
исследуемых антибиотиков. Обращает на себя 
внимание высокий уровень резистентности 
к  ампициллину (98%) и  цефуроксиму (88%), 
цефазолину (81%), карбенициллину (43%), 
цефомандолу (82%) соответственно. Боль-
шинство штаммов S. epidermidis проявляли 
резистентность к 14 из 20 исследуемых анти-
биотиков, сохраняя чувствительность к  ри-
фампицину, ванкомицину, линкомицину 
и амоксициллину.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Диагностические системы122

THE EFFECTIVENESS OF CURRENT DIAGNOSTIC CRITERIA 

AND RATIONAL ANTIBIOTIC THERAPY OF VENTILATOR-ASSOCIATED 

PNEUMONIA IN NEWBORNS
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Development of diff erent criteria for the diagnostics and treatment of respiratory diseases in neonates 
remains a burning issue of Pediatrics in continuous improvement of medical technologies at present. Among 
the respiratory diseases in the newborns pneumonia occupies a special place in connection with great fre-
quency, severity of the progression of disease, the possibility of complications and adverse outcomes.
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Массовое распространение, высокая забо-
леваемость и  существенная опасность сифи-
лиса для здоровья человека способствуют раз-
работке и  постоянному совершенствованию 
способов его диагностики. Проблема обнару-

жения сифилиса на ранних этапах заболевания 
становится с каждым годом все более острой 
вследствие того, что в контингент заболевших 
все чаще попадают подростки [2]. Описанные 
особенности обусловливают необходимость 

РЕШЕНИЕ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ПРОБЛЕМ ПРИ 

КОНСТРУИРОВАНИИ МОДЕЛЬНОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЫ 

ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ СИФИЛИСА НА ОСНОВЕ 

КАРДИОЛИПИНОВОГО АНТИГЕНА И УГЛЕРОДНОГО 

ДИАГНОСТИКУМА

 Бочкова М. С.1,  Храмцов П. В.1,2,  Тимганова В. П.1
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В ходе исследований были подобраны оптимальные условия для синтеза иммуносор-
бента на основе эмульсии кардиолипинового антигена (Микроген, Россия). Показано, что 
наибольшая чувствительность наблюдалась при сорбции цельного антигена на полисти-
рольную подложку, в  условиях 60 минутной инкубации с  серопозитивной сывороткой 
в разведении ½. Применение неионогенного детергента-Твина-20 в концентрации 0,01% 
позволило эффективно справиться с неспецифическими взаимодействиями и не повлиять 
на сорбцию кардиолипинового антигена.

Ключевые слова: диагностика сифилиса; кардиолипиновый антиген; дот-анализ; угле-
родный диагностикум.
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разработки дешевых, надежных, оперативных 
методов диагностики для идентификации си-
филиса на ранних стадиях заболевания и при-
менения адекватных терапевтических мер, 
с  возможностью оперативно контролировать 
их эффективность.

В РФ для скрининговых реакций применя-
ются серологические методы анализа. Основной 
метод анализа, используемый в России – это ре-
акция микропреципитации, которая относится 
к  нетрепонемным. В  этом тесте определяются 
антитела класса IgG и  IgM к  фосфолипидам,
липопротеинам, высвобождаемые из  повреж-
денных клеток человека, вследствие сифи-
литической инфекции и  липидам, входящим 
в состав мембраны бледной трепонемы. Ложно-
отрицательные результаты обусловливают риск 
распространения заболевания, препятствуют 
своевременной изоляции и лечению больного. 
Необходимость визуальной регистрации реак-
ции увеличивает субъективность оценки ре-
зультатов, и невозможность сохранения анали-
за для последующего динамического сравнения 
являются недостатками этой системы.

На сегодняшний день существует проблема 
получения иммуносорбентов на основе липид-
ных антигенов, в частности, кардиолипина, по-
скольку, в  отличие от  стандартных белковых 
антилигандов, для липидов необходимы дру-
гие условия сорбции и проведения реакции [7]. 
Обязательное использование неионогенных 
детергентов, таких как Твин-20, препятствует 
гидрофобному связыванию молекул с поверх-
ностью твердой фазы, тем самым способствуя 
удалению липида с подложки [5]. Замена детер-
гента белковыми блокаторами  [6], используе-
мыми в высоких концентрациях 5-10%, увеличе-
ние времени блокирования с 1 ч до 12-24  ч [7], 
значительно повышают стоимость анализа. 
Кроме того, страдают чувствительность и вос-
производимость реакции.

В настоящей работе мы предприняли по-
пытку решить проблему синтеза иммуносор-
бента на  основе кардиолипинового антигена, 
который должен стать основой для эффектив-
ного теста на сифилис.

Целью работы являлось решение техно-
логических проблем при конструировании 
модельной дот-аналитической тест-системы 
по определению антител к кардиолипиновому 
антигену и ее апробация с сыворотками боль-
ных сифилисом с детекцией углеродным диа-
гностикумом.

Диагностический реагент на  основе нано-
частиц углерода с  функционализированной 
поверхностью хорошо зарекомендовал себя 
в описанных системах определения различных 
лигандов: от  антител к  антигенным детерми-
нантам ВИЧ-1,2 и возбудителей инфекционный 
заболеваний до бактериальных токсинов и гор-
монов репродуктивной сферы человека [1,4].

Материалы и методы. Подбор оптимальной 
концентрации антилигандов для сенсибили-
зации твердой непористой фазы. В качестве 
основы твёрдофазного реагента использовали 
плоское дно лунок планшета, предназначенно-
го для серийных разведений, изготовленного 
из белого полистирола фирмы Linbro (США). 
Синтезировали два вида иммуносорбентов: 
на основе кардиолипинового антигена (ИС-1) 
и на основе эмульсии кардиолипинового ан-
тигена (ИС-2).

В одном случае на дно лунок сорбировали 
кардиолипиновый антиген (Микроген, Рос-
сия), дотами из капель по 1 мкл в концентра-
циях: 1/2, 1/4, 1/8 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 
в  смеси 45% спирта и  забуференного фосфа-
тами физиологического раствора c азидом 
натрия (ЗФР). В  другом случае сорбировали 
эмульсию кардиолипинового антигена для 
микрореакции (Микроген, Россия), приготов-
ленную по  инструкции производителя, дота-
ми из капель по 3,5 мкл в концентрациях: 1/1, 
1/2, 1/4, 1/8 в ЗФР. В качестве внутреннего от-
рицательного контроля на дно одной из лунок 
сорбировали бычий сывороточный альбумин 
(БСА) в концентрации 0,1 мг/мл в ЗФР. Затем 
планшеты выдерживали при комнатной тем-
пературе 30 минут. После этого удаляли капли 
с  поверхности лунок с  помощью водоструй-
ного насоса и  промывали лунки. Промывку 
ИС-1 осуществляли ЗФР без использования 
неионогенного детергента Твин-20. Для блоки-
рования неспецифических сайтов связывания 
использовали препараты, содержащие белки: 
2% БСА, казеин, сухое обезжиренное молоко, 
гидролизат казеина. Время блокирования со-
ставляло 60 минут.

ИС-2 промывали ЗФР с  0,1% Твина-20 
(ЗФРТ). Белковые блокаторы в данном случае 
не использовали. В лунки вносили по 150 мкл 
сыворотки крови содержащей и  не  содержа-
щей антитела к  Treponema pallidum, наличие 
или отсутствие которых было подтверждено 
при помощи микрореакции преципитации 
(РМП). Инкубацию с сыворотками проводили 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Диагностические системы124

в вариантах 30-ти и 60-ти минутной экспози-
ции. Использовали как цельные, так и разве-
денные в ЗФРТ 1/2 сыворотки. По окончании 
процедуры осуществляли 3-х кратную про-
мывку лунок ЗФРТ. Детекцию проводили при 
помощи наноразмерных частиц углерода, ко-
валентно функционализированных G белком 
стрептококка [3], в  течение 30 минут. После 
инкубации диагностикум удаляли, а  лунки 
промывали ЗФРТ. Регистрацию результатов 
производили по наличию черного окрашива-
ния в зоне сорбции антигена.

Результаты. Наибольшая чувствительность 
детекции при одновременном отсутствии не-
специфических реакций была получена при 
нанесении на  твердую фазу кардиолипино-
вого антигена в  разведении 1/16. В  услови-
ях сенсибилизации твердой фазы эмульсией 
кардиолипинового антигена оптимальные ре-
зультаты получили при иммобилизации ее без 
разведения. При подборе блокатора для ИС-1 
использовали казеин, обезжиренное сухое мо-
локо и  гидролизат казеина, однако при этом 
наблюдали снижение чувствительности ана-
лиза. Наибольшая разница между специфи-
ческим и фоновым сигналом была достигнута 
при применении БСА. Для ИС-2 добавление 
неионогенного детергента Твина-20 во все ра-
бочие растворы позволяло эффективно устра-
нять фоновый сигнал.

В дальнейшем сконструированные имму-
носорбенты тестировали при помощи серопо-
зитивных и серонегативных сывороток крови. 
Наибольшая чувствительность с  использова-
нием ИС-1 наблюдалась в  условиях инкуба-
ции с цельной сывороткой в течение 60 минут. 
Высокая чувствительность при использова-
нии ИС-2 не изменялась даже в условиях ин-

кубации с  сывороткой в  разведении 1/2 при 
одновременном отсутствии неспецифических 
реакций.

Таким образом, для конструирования нетре-
понемного теста, с привлекательными анали-
тическими характеристиками, отличающегося 
высокой чувствительностью и  специфично-
стью, наиболее перспективным из антилиган-
дов оказалась эмульсия кардиолипинового 
антигена. Использование последней позволя-
ет применять растворы детергентов, решаю-
щие проблемы тестов на сифилис, описанные 
в  литературе. Применение твина-20 упро-
щает и удешевляет технологию производства 
тест-системы, предоставляя возможность от-
казаться от  применения концентрированных 
растворов белковых блокаторов, значительно 
снижать уровень фонового сигнала, обеспечи-
вая большую наглядность, надежность и вос-
производимость результатов.
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RESOLVING THE TECHNOLOGICAL PROBLEMS 

IN CONSTRUCTING THE MODEL TEST-SYSTEM TO IMPLEMENT 

THE SYPHILIS DIAGNOSTICS USING CARDIOLIPIN ANTIGEN 

AND CARBON DIAGNOSTICUM
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Optimal conditions for immunosorbent synthesis based on cardiolipin antigen emulsion (Microgen, 
Russia) were selected during the investigation. It was demonstrated that highest sensitivity was observed 
with whole antigen sorption on polystyrene support at 60-min incubation with seropositive serum in 1/2 
dilution. Using the non-ionogenic detergent Tween-20 in 0,01% concentration allowed eff ectively coping 
with the non-specifi c interactions and evading the eff ect on cardiolipin antigen sorption.
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Актуальность. При разработке подходов 
к получению миметиков терапевтических анти-
тел в каркасе структурно похожих, но дешевых 
в производстве белков, необходимо сохранить 
высокую аффинность рекомбинантных произ-
водных антител. Ранее мы получили миметик 
антитела к IgG4 антителу человека, что может 
иметь практическое значение для лечения пу-
зырчатки и других аутоиммунных буллезных 
дерматозов, при которых IgG4 антитела явля-
ются патогенными [1]. Аналогичные мимети-
ки могут использоваться и для лечения других 
заболеваний, например, аллергии  [2]. Нами 
были получены конструкции, содержащие 
разное количество петель гипервариабельных 
участков (CDRs) IgG1 мыши 5С7, специфич-
ного к IgG4 человека [3].

Целью данной работы было сравнение аф-
финности связывания конструкций, содер-
жащих по  2  петли с  тяжелой и  легкой цепи; 
димер, содержащий все 4 петли, а также пол-
норазмерный Fab фрагмент антитела 5С7.

Материалы и  методы. Белки, содержащие 
по 2 участка CDRs легкой цепи L1-L3, тяжелой 
цепи H2-H3, а также димер (L1-L3-H2-H3), по-
лучены клонированием в домен фибронектина 

человека 10Fn3 в бактериях E. сoli [1]. Fab фраг-
мент был получен в  дрожжах Saccharomyces 
cerevisiae [1]. Полноразмерное антитело 5С7 
очищено из асцитной жидкости.

Для анализа связывания использовали 
клетки линии кератиноцитов человека HaCaT, 
которые выращивали на  покровных стеклах. 
К монослою живых клеток вносили сыворотку 
больных пузырчаткой, содержащую антитела 
IgG4, специфичные к десмоглеину 3, аутоанти-
гену пызырчатки. После инкубации с антитела-
ми больных клетки фиксировали и использова-
ли для анализа связывания миметиков с  IgG4. 
Аффинность связывания оценивали методом 
конкуренции по  сравнению с  5С7 антителом. 
Конкурент вносили на 1 час, затем добавляли 
миметики и инкубировали ночь при 4°С. Свя-
занные антитела проявляли вторичными ан-
тителами к  IgG1 мыши, меченными Alexa555. 
Фрагменты определяли с  помощью антител 
к фибронектину человека. После отмывки клет-
ки фиксировали, заливали полимеризующей 
средой и анализировали с помощью конфокаль-
ной микроскопии. В контроле использовали ан-
титела к десмоглеину 3 человека, IgG4 человека 
и исходные антитела 5С7.

АФФИННОСТЬ АНТИГЕН-СВЯЗЫВАЮЩЕГО УЧАСТКА 

МИМЕТИКА АНТИТЕЛА, ПОЛУЧЕННОГО В КАРКАСЕ 

ДОМЕНА ФИБРОНЕКТИНА

 Бровман Г. В.1,  Петровская Л. Е.1,  Ягудин Т. А.2, 

 Матушевская Е. В.3,  Свирщевская Е. В.1
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При разработке подходов к получению миметиков терапевтических антител в каркасе 
структурно похожих, но дешевых в производстве белков, необходимо сохранить высокую 
аффинность рекомбинантных производных антител. В данной работе в бактериях E. coli 
получена панель миметиков антитела мыши к  IgG4 антителу человека в  каркасе домена 
фибронектина человека. Методом конкурентного анализа показано, что для сохранения 
высокой аффинности связывания миметика с мишенью требуется клонирование, как ми-
нимум, двух вариабельных участков антитела с различных цепей, что обеспечивает про-
странственное связывание. Показано, что клонирование 4 вариабельных участков, по два 
с тяжелой и легкой цепей антитела, является достаточным для высокоаффинного связыва-
ния миметика с IgG4 человека.

Ключевые слова: каркасные белки, антитела, гипервариабельные участки.
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Результаты и обсуждение. Инкубация кле-
ток HaCaT с сывороткой больных пузырчат-
кой давала специфическую мембранную лока-
лизацию антител IgG4, ко-локализующуюся 
с  десмосомами. Инкубация антитела 5С7, 
а также Fab фрагмента данного антитела так-
же давала аналогичную специфическую кар-
тину. Миметики, содержащие по 2 фрагмента 
CDRs тяжелой и  легкой цепей, не  связыва-
лись с  клетками, что показывает низкую аф-
финность таких миметиков. Димер 4 петель 
связывался с  клетками и  ко-локализовался 
с десмосомами.

При конкурентном ингибировании было 
показано, что как Fab фрагмент, содержащий 
6 петель антитела 5С7, так и димер, содержа-
щий 4 петли антитела 5С7, снижали связы-
вание полноразмерного антитела дозозави-
симым способом. Аффинность связывания 
димера была на  порядок ниже аффинности 
связывания Fab, что требовало большего ко-

личества димера для равной конкуренции. 
Таким образом, для эффективного связыва-
ния миметиков антитела требуется клониро-
вание как минимум 2 петель с  разных цепей 
иммуноглобулина. При клонировании 4 пе-
тель эффективность связывания может быть 
достигнута за счет увеличения концентрации 
миметика, что не  является проблемой при 
получении бактериальных белков, в  отличие 
от рекомбинантных полноразмерных антител, 
получаемых в клетках млекопитающих, и Fab 
фрагментов, получаемых в  более сложных 
дрожжевых культурах.
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AFFINITY OF ANTIGEN BINDING SITE OF ANTIBODY MIMETICS 

DEVELOPED IN FIBRONECTIN SCAFFOLD

Brovman G. V.1, Petrovskaya L. E.1, Yagudin T. A.2,
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During the development of therapeutic antibody scaff olds, which permits the production of cheap 
analogues, high affi  nity of antibody mimetics is essential. A panel of antibody mimetics, specifi c to human 
IgG4, was developed in human fi bronectin scaff old and expressed in E. coli. Using a competition analysis 
it was demonstrated that high affi  nity of antibody mimetic can be achieved only aft er cloning of at least 
two complimentarity determining regions (CDRs) of antibody located in diff erent chains facilitating the 
spatial binding. We demonstrated that cloning of four CDRs, using two from heavy and light chains of 
antibody, was suffi  cient for high affi  nity binding with human IgG4.
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Актуальной проблемой нейрохирургии яв-
ляются контузионные очаги и внутричерепные 
гематомы малого объёма (КО и ВЧГМО), так 
как подобные повреждения мозга могут быть 
своевременно не  диагностированы и  прояв-
ляются уже в виде осложнений и последствий 
«сотрясения головного мозга» [1]. В структуре 
внутричерепных гематом частота КО и ВЧГМО 
составляет около 3,0–18,2% [2]. С появлением 
компьютерной и  магнитно-резонансной то-
мографии появилась возможность определять 
количественные характеристики гематомы, 
сроки её образования, локализацию, вид, од-
нако данные методы не позволяют оценивать 
степень травматического воздействия на дру-
гие, визуально неизмененные отделы голов-
ного мозга и  возможности ремоделирования 
нервной ткани в  посттравматическом перио-
де  [3]. В  этой связи определение в  динамике 
содержания нейроцитохимических маркеров 
в  сыворотке крови является перспективным 
методом, позволяющим достоверно оцени-
вать состояние вещества головного мозга при 
черепно-мозговой травме [4, 5].

Цель: выявить особенности ремоделирова-
ния нервной ткани у больных с КО и ВЧГМО 
на основании динамических изменений содер-
жания нейроцитохимических маркеров в сы-
воротке крови.

Методы исследования. Объектом иссле-
дования явились 45 пациентов обоего пола 
в возрасте 43 ± 7,5 лет КО и ВЧГМО, находив-
шихся в  клинике нейрохирургии ГУЗ «Сара-
товская городская клиническая больница № 1 
им.  Ю. Я. Гордеева» в  период с  2011 по  2013 
гг и  45 условно здоровых лиц, не  имеющих 
в анамнезе указаний на повреждения и забо-
левания головного мозга. Критериями вклю-
чения пациентов в  основную группу были 
максимальный диаметр КО и  ВЧГМО менее 
4  см; объём оболочечной гематомы менее 
30 мл при височной локализации и не более 
50 мл при лобной или иной супратенториаль-
ной локализации.

Во всех группах обследуемых осуществи-
ли взятие образцов периферической крови 
из  кубитальных вен в  объеме 5 мл., которые 
экспонировали при температуре 23 °C и после 
образования сгустка центрифугировали при 
2000 об/мин в течение 10 мин для получения 
сыворотки.

Характер ответной реакции нервной тка-
ни в  посттравматическом периоде изучали 
на 1-е, 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сутки путем опре-
деления количественного содержания ней-
роспецифических белков в  сыворотке кро-
ви методом иммуноферментного анализа 
с  помощью наборов для определения обще-

ДИНАМИКА ИММУНОЦИТОХИМИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ 

РЕМОДЕЛИРОВАНИЯ НЕРВНОЙ ТКАНИ У БОЛЬНЫХ 

С КОНТУЗИОННЫМИ ОЧАГАМИ И ВНУТРИЧЕРЕПНЫМИ 

ГЕМАТОМАМИ МАЛОГО ОБЪЕМА

 Выгодчикова Г. Ю.1,  Ульянов В. Ю.2,  Чехонацкий А. А.1, 

 Котов С. Н.1,  Чехонацкий В. А.1,  Конюченко Е. А.2
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В сыворотке крови 45 больных с контузионными очагами и внутричерепными гемато-
мами малого объема методом иммуноферментного анализа изучено содержание нейроспе-
цифических белков. Установлено, что ремоделирование ткани головного мозга в посттрав-
матическом периоде характеризуется динамическими изменениями содержания общего 
белка S-100 (αβ+ββ), основного белка миелина, нейрон-специфической енолазы и глиаль-
ного фибриллярного кислого протеина.

Ключевые слова: нервная ткань, контузионные очаги, внутричерепные гематомы, ремо-
делирование.
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го белка S-100 (αβ+ββ) (Fujirebio Diagnostic, 
AnshLabs, Inc.), нейронспецифической ено-
лазы (NSE) (Fujirebio Diagnostic, AnshLabs, 
Inc.), глиального кислого фибриллярного 
белка (GFAP) (BioVendor, Crech Republic), 
основного белка миелина (MBP) (BCM 
Diagnostics) в соответствии с инструкциями 
к их применению.

Статистическую обработку полученных 
данных осуществляли при помощи паке-
та программ Statistical Package for the Social 
Science (IBM SPSS 20 Statistics). Проверяли 
гипoтезы о  виде распределений (критерий 
Шапиро-Уилкса). Большинство пoлученных 
данных не  соответствовало закону нормаль-
ного распределения, пoэтому для сравне-
ния значений использoвали непараметриче-
ский U-критерий Манна-Уитни и  показатель 
достoверности (р). Результаты считали ста-
тистически достоверными при р<0,05, что 
соответствует требованиям, предъявляемым 
к медико-биологическим исследованиям.

Результаты: Уровень общего белка S-100 
(αβ+ββ) (нг/мл) на 1-е сутки с момента полу-
чения травмы увеличился в 3,2 раза (р<0,001) 
по сравнению с контролем. На 3-и сутки про-
исходило снижение содержания данного бел-
ка в 1,36 раз (р<0,001), на 7-е – в 1,29 и на 14-е 
сутки – в 1,38 раз (р<0,05). На 21-е сутки стати-
стически значимых изменений исследуемого 
параметра обнаружено не было (р>0,05). По-
лученные нами данные о содержании общего 
белка S-100 (αβ+ββ) соответствуют литератур-
ным об увеличении его содержания в первые 
трое суток с  момента получения черепно-
мозговой травмы, как реакции астроцитарной 
глии на повреждение [2].

Содержание MBP (нг/мл) во все сроки на-
блюдения прогрессивно увеличивалось: на 1-е 
сутки в  2,77 раза (р<0,001) по  сравнению 
с контрольным значением, на 3-и сутки – в 1,4 
раз по  сравнению с  предыдущими сутками 
(р<0,001). На 7-е, 14-е и 21-е сутки статисти-
чески значимых изменений содержания MBP 
по сравнению с каждыми предыдущими сут-
ками выявлено не  было (р>0,05), однако по-
лученные значения были выше контрольного. 
Наши данные соответствуют литературным 
сведениям [3] о  прогрессирующем увеличе-

нии содержания MBP при деструкции белого 
вещества головного мозга.

Статистически значимых изменений содер-
жания NSE (мкг/л) в  сыворотке крови паци-
ентов во  все периоды исследования выявле-
но не было (р>0,05), что также соответствует 
данным литературных источников о повыше-
нии содержания NSE лишь при массивных по-
вреждениях вещества головного мозга [4].

Уровень GFAP (нг/мл) достигал максималь-
ных значений на 1-е сутки с момента получе-
ния травмы – в 9,34 раз по сравнению с кон-
тролем (р<0,001), на 3-и сутки статистически 
значимых изменений содержания исследуе-
мого показателя выявлено не  было (р>0,05), 
однако полученное значение было выше кон-
трольного. На  7-е и  14-е сутки происходило 
снижение концентрации GFAP  – в  3,15 раза 
(р<0,001) и в 1,32 раз (р<0,05) соответственно. 
Полученные результаты соответствуют лите-
ратурным сведениям о  двухфазном повыше-
нии содержания GFAP в ответ на посттравма-
тическую астроглиальную реакцию головного 
мозга [3].

Вывод: Комплексное исследование уров-
ней содержания нейроспецифических белков 
в  сыворотке крови при КО и  ВЧГМО позво-
ляет селективно оценивать на биохимическом 
уровне отдельные компоненты процесса ре-
моделирования нервной ткани в посттравма-
тическом периоде, повышая в  совокупности 
чувствительность и  специфичность исполь-
зуемых клинико-интраскопических методов 
диагностики данной патологии.
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DYNAMICS OF IMMUNOHISTOCHEMICAL MARKERS OF NEURAL 

TISSUE REMODELING IN PATIENTS WITH CONTUSION FOCI AND 

INTRACRANIAL SMALL HEMATOMA
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In the serum of 45 patients with contusion foci and intracranial small hematomas the content of neu-
rospecifi c proteins was studied by enzyme immunoassay. It was found that the remodeling of brain tissue 
in the posttraumatic period is characterized by dynamic changes of total protein S-100 (αβ + ββ), myelin 
basic protein, neuron-specifi c enolase and glial fi brillary acidic protein.

Key words: neural tissue, contusion foci, intracranial hematoma, remodeling.

Актуальность. Иммунной системе при-
надлежит ведущая роль в обеспечении и под-
держании гомеостаза организма, а  также 
формировании согласованных реакций его 
отдельных систем в  ответ на  внешние воз-
действия, в  том числе и  на  химические тех-
ногенные факторы среды [1]. Апоптоз зрелых 
лимфоцитов является средством регуляции 
интенсивности и продолжительности иммун-
ного ответа в условиях повышенной антиген-
ной нагрузки [2]. Очевидно, в настоящее вре-
мя актуальным является раннее выявление 
нарушений регуляции апоптотической гибели 
иммунокомпетентной клетки в  условиях не-

гативного влияния на  организм техногенных 
химических факторов среды обитания.

Цель работы – используя метод проточной 
цитофлуориметрии и  иммуноферментный 
анализ оценить количественные изменения 
уровня экспрессии биомаркеров апоптоза 
у детей при повышенном содержании стабиль-
ного стронция (Sr2+) в крови.

Материалы и методы. Всего, включая груп-
пу контроля, обследовано 116 детей млад-
шего дошкольного возраста. Исследование 
выполнено на  примере детского населения, 
проживающего в  различных по  содержанию 
стронция в  питьевой воде условиях среды 

КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ОЦЕНКА БИОМАРКЕРОВ АПОПТОЗА 

И КЛЕТОЧНОЙ РЕГУЛЯЦИИ У ДЕТЕЙ С ПОВЫШЕННЫМ 

СОДЕРЖАНИЕМ СТРОНЦИЯ В ОРГАНИЗМЕ
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Установлено, что в условиях превышения референсных значений стабильного строн-
ция в крови более чем в 2 раза, статистически значимо (р < 0,05) снижается количество 
CD95+-лимфоцитов, активируется содержание СD4+СD25+СD127–-клеток и  экспрессия 
Ampli-sRANKL (р < 0,05), что позволяет предполагать модификацию трансдукции апопто-
тического сигнала Sr2+ в диапазоне концентраций 0,0608–0,3710 мг/дм3.

Ключевые слова: апоптоз, стабильный стронций.
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обитания. Все родители (опекуны) подпи-
сали информированное согласие на  участие 
в  исследовании и  использовании персональ-
ных данных. Группу наблюдения составили 
63 ребенка, потребляющие воду с  содержа-
нием стабильного стронция, превышающим 
предельно-допустимую концентрацию до  1,2 
раза. Группа контроля  – 53 ребенка, потре-
бляющие воду с  допустимым содержанием 
стронция. В  крови содержание химических 
элементов (стронций) определяли методом 
масс-спектрометрии с индуктивно связанной 
плазмой в соответствии с требованиями СТО 
М. 12-2013. Определение уровня экспрессии 
CD3+CD95+ и СD4+СD25+СD127–, а также Bах 
проводили с  использованием меченых моно-
клональных антител к соответствующему био-
маркеру согласно протоколу фирмы произ-
водителя (Becton Dickinson, США и  Beckman 
Coulter», США соответственно). Тестирова-
ние осуществлялось на  проточном цитоме-
тре FACSCalibur (Becton Dickinson, США). 
Уровень экспрессии RANKL (receptor activator 
of nuclear factor kappa-B ligand; также обозна-
чается TNFSF11  – tumor necrosis factor ligand 
superfamily member 11) определяли с  помо-
щью иммуноферментного анализа. Статисти-
ческую обработку полученных данных осу-
ществляли с  помощью программы Statistica 
6.0 (StatSoft , США). Для выбора критериев 
оценки значимости межгрупповых различий 
средних проверяли соответствие формы вы-
борочных распределений нормальному, ис-
пользуя критерий χ2, а также контролировали 
равенство генеральных дисперсий с помощью 
F-критерия Фишера. В  случае отклонения 
от  нормального распределения, для сравне-
ния данных использовали непараметрический 
U-критерий Манна-Уитни. При соответствии 
данных нормальному распределению исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. Во всех проце-
дурах статистического анализа рассчитывал-
ся достигнутый уровень значимости (p), при 
этом критический уровень значимости в дан-
ном исследовании принимался равным 0,05.

Результаты. Установлено, что у детей груп-
пы наблюдения в  биологических средах ста-
тистически значимо (р  = 0,001) повышено 
содержание стронция (0,1380±0,0072  мг/дм3; 
диапазон концентрации 0,0608–0,3710 мг/ дм3) 
по сравнению с референсным уровнем (0,01–
0,077  мг/ дм3; P. Heitland, 2006 г.) и  статисти-
чески значимо (р  = 0,001) повышено относи-

тельно значений, полученных у детей группы 
контроля (0,0319±0,0017 мг/дм3; диапазон кон-
центрации 0,0094–0,0600 мг/дм3). Цитофлуо-
риметрический анализ экспрессии биомар-
керов апоптоза показал, что у  детей группы 
наблюдения статистически значимо (р = 0,040, 
р = 0,012 соответственно) снижено процентное 
содержание CD95+-кле ток (12,27±2,16%) и абсо-
лютное число CD95+-кле ток (0,39±0,06 109/ дм3) 
по  сравнению с  величинами, идентифици-
рованными у  обследуемых контрольной 
группы (16,71±4,29%; 0,39±0,06 109/ дм3). Вы-
явлено, что у  детей группы наблюдения аб-
солютное число СD4+СD25+СD127–-кле ток 
(0,05±0,01 109/ дм3) и содержание Ampli-sRANKL 
(34,711±21,355 пг/ см3) статистически значимо 
(р  = 0,010; р = 0,026 соответственно) превы-
шает анализируемые показатели, полученные 
у детей группы контроля (СD4+СD25+СD127–: 
0,02±0,005 109/ дм3; Ampli-sRANKL: 15,535± 
4,499   пг/ см3). Установлено, что уровень проа-
поптотического белка Bax (8,82± 5,33%) у детей 
основной группы регистрируется в  диапазоне 
контрольных величин (р  > 0,05) (9,94±5,98%). 
Использование множественного регрессион-
ного анализа позволило вывести уравнение 
регрессии, с помощью которого можно опреде-
лить преобразование вероятности изменения Sr 
и снижения экспрессии Bax. Bax = 17,206–57,33 * 
Sr; r = –0,506; F = 5,346; R2 = 0, 256; p = 0,036.

Решающую роль в регуляции иммунного от-
вета играет процесс запрограммированной 
клеточной смерти, запускаемый через так на-
зываемые «рецепторы смерти». Значимая роль 
в  регуляции апоптоза отводится такому ре-
цептору как CD95+ (Fas), величина экспрессии 
которого отражает готовность лимфоцитов 
вступить в  апоптоз. На  наружной мембране 
митохондрий локализована большая часть бел-
ков семейства Bcl-2, в  состав которого входят 
промоторы (Bax, Bid, Bik) и ингибиторы (Bcl-2 
и Bcl-XL) апоптоза [3]. От соотношения актив-
ности этих белков зависит, состоится апоптоз 
или нет. RANKL – мембранный белок, продуци-
руемый клетками остеобластного ряда и акти-
вированными Т-лимфоцитами  [4]. В зависимо-
сти от того, какая клетка является источником 
RANKL, имеет решающее значение в точке при-
ложения данного цитокина – костная ткань или 
иммунная система [4]. Очевидно, что у  детей 
с повышенным содержанием стронция в крови 
происходит изменение трансдукции апоптоти-
ческого сигнала в иммунокомпетентной клетке.
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Таким образом, у детей, в условиях превыше-
ния референсных значений Sr2+ в  крови более 
чем в 2 раза, статистически значимо (р < 0,05) 
снижено количество CD95+-лимфоцитов и ста-
тистически значимо (р < 0,05) повышены содер-
жание СD4+СD25+СD127– -клеток и экспрессия 
Ampli-sRANKL, что позволяет предполагать из-
менения регуляции Т-лимфоцитарного звена 
и модификацию трансдукции апоптотического 
сигнала стронцием в диапазоне концентраций 
0,0608–0,3710 мг/дм3.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Дианова Д. Г., Зайцева Н. В., Долгих О. В. Рос-
сийский иммунологический журнал, 2012, 2 (1), 
45-47.

2. Долгих О. В., Зайцева Н. В., Дианова Д. Г., Вайс-
ман Я. И. Российский иммунологический жур-
нал, 2014, Т 8 (17), 2 (1), 49-51.

3. Tan W., Zhang W., Strasner A., Grivennikov S., 
Cheng J. Q., Hoff man R. M., Karin M. Nature, 2011, 
470, 548-553.

4. Walsh M. C., Choi. Y. Front Immunol. 2014, 5, 511, 
doi: 10.3389/fi mmu. 2014. 00511.

QUANTITATIVE EVALUATION OF BIOMARKERS 

OF THE APOPTOSIS AND CELL REGULATION IN CHILDREN 

HAVING HIGH CONCENTRATION OF STRONTIUM IN A BODY

Dianova D. G.1, Vdovina N. A.1, Pirogova E. A.1,2, 

Rochev V. P.1,2
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Management Technologies», Perm, Russia

It was found that under the conditions of exceeding the reference value of stable strontium in blood 
by more than 2 times, the number of CD95+-lymphocytes is statistically signifi cant (p <0.05) reduced. By 
this the content of the СD4+СD25+СD127–-cells and expression of Ampli-sRANKL (p <0.05) is activated 
that allows to suppose that there is a modifi cation of the transduction of apoptotic signal by Sr2+ in the 
concentration range of 0.0608–0.3710 mg/dm3.

Факторы естественного (врожденного) им-
мунитета являются важными эффекторами 
иммунной системы, как обеспечивающими 

неспецифическую защиту организма от пато-
генов, так и дополняющими действие механиз-
мов адаптивной защиты. Современная оценка 

ОЦЕНКА АКТИВНОСТИ ЭФФЕКТОРОВ ЕСТЕСТВЕННОГО 

(ВРОЖДЕННОГО) ИММУНИТЕТА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

БАКТЕРИАЛЬНЫХ ЛЮМИНЕСЦИРУЮЩИХ ТЕСТ-СИСТЕМ

 Каримов И. Ф.,  Каримова Д. Н.

ФГБОУ ВПО «Оренбургский государственный университет», Оренбург, Россия

Предложена группа методов оценки активности молекулярных и  клеточных эффек-
торов естественного (врожденного) иммунитета, основанных на  учете люминесцентно-
го отклика взаимодействующих с ними бактериальных клеток. Использование штаммов 
с различным типом строения клеточной стенки позволяет дифференцированно оценивать 
молекулярные бактерицидные системы сыворотки крови. Применение микроорганизмов 
с  конститутивным или индуцибельным типами свечения предназначено для оценки за-
вершенности фагоцитоза, а также особенностей окислительного метаболизма фагоцити-
рующих клеток.

Ключевые слова: эффекторы иммунитета, комплемент, фагоцитоз, бактериальные био-
тесты, lux-гены.
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данного звена иммунной системы осущест-
вляется либо с помощью иммуноферментного 
анализа, позволяющего выявить содержание 
отдельных молекулярных факторов в изучае-
мом образце, либо с использованием проточной 
цитометрии, способной оценить число различ-
ных клеток и уровень экспрессии в них опреде-
ленных кластеров дифференциации. Однако 
такой подход далеко не всегда отражает функ-
циональное состояние факторов естественно-
го иммунитета, так как демонстрирует только 
их количественное присутствие, но  не функ-
циональную активность в отношении бактери-
альных патогенов. В  свою очередь решающие 
эту задачу микробиологические биотесты, на-
правленные на оценку комплемент-зависимой 
и бета-литической активности сыворотки кро-
ви, а  также завершенность фагоцитоза, преи-
мущественно разработаны в середине XX века 
и  по  своей технологичности, трудоемкости 
и экспрессности не соответствуют требовани-
ям, предъявляемым к современным лаборатор-
ным диагностическим технологиям.

Целью настоящей работы стало обоснова-
ние нового подхода к оценке активности моле-
кулярных и клеточных эффекторов естествен-
ного (врожденного) иммунитета, основанного 
на учете реакции взаимодействующих с ними 
рекомбинантных люминесцирующих бак-
терий. При этом клонирование lux-генов под 
контролем конститутивных промоторов по-
зволяет достичь у подобных микроорганизмов 
исходно высокой интенсивности свечения, ту-
шение которой является индикатором разви-
тия бактерицидного эффекта. С другой сторо-
ны, клонирование тех же генов под контролем 
индуцируемых промоторов, транскрибируе-
мых при развитии определенного вида стресса, 
позволяет по  интенсивности развивающегося 
свечения судить о выраженности соответству-
ющего специфического воздействия [1].

При проведении исследований использо-
ваны микроорганизмы с конститутивным ти-
пом свечения, представленные E. coli К12 TG1 
с  luxCDABE-генами P. leiognathi, S. typhimu-
rium LT2 и E. coli MG1655 с luxCDABE-генами 
P.  luminescens, а также B. subtilis ВКПМ B-10548 
с  luxAB-генами P. leiognathi. Группа люминес-
цирующих микроорганизмов с  индуцибель-
ным типом свечения включала штаммы E.coli 
MG1655 и  S.typhimurium LT2, несущие плаз-
миды c генными слияниями soxS:: luxCDABE, 
katG:: luxCDABE и  recA:: luxCDABE, активи-

руемыми при возникновении окислительного 
стресса или повреждении ДНК бактериальных 
клеток-мишеней. Аттестованные с их исполь-
зованием объекты включали серию индивиду-
альных сывороток крови человека, предвари-
тельно исследованных на содержание фактора 
Н и С3, С4, С5 компонентов комплемента ме-
тодом твердофазного ИФА, а также лизоцим-
ной и бета-литической активностей с исполь-
зованием фотонефелометрических методов. 
Моноциты и гранулоциты получали из пери-
ферической крови человека на  двойном гра-
диенте фиколл-верографин с  последующей 
отмывкой физиологическим раствором и  ре-
суспендированием в среде 199.

Использование люминесцирующих микро-
организмов с  конститутивным типом свече-
ния позволило с высокой чувствительностью 
и  экспрессностью провести оценку бактери-
цидной активности сыворотки крови, осно-
ванную на  соответствии уровня остаточной 
биолюминесценции и  выраженности разви-
вающейся в  подобных условиях гибели бак-
териальных клеток-мишеней [2]. При этом 
взаимодополняющее использование реком-
бинантных грамотрицательного (E. coli К12 
TG1) и грамположительного (B. subtilis ВКПМ 
B-10548) микроорганизмов позволило эф-
фективно дифференцировать комплемент-
зависимую и  бе та-лизин-зависимую бакте-
рицидность как следствие избирательной 
чувствительности данных штаммов к  соот-
ветствующим молекулярным эффекторам 
естественного иммунитета [3].

Другим направлением использования лю-
минесцирующих микроорганизмов с  консти-
тутивным типом свечения стала оценка завер-
шенности фагоцитоза. При этом особенности 
строения клеточной стенки тест-штаммов 
на основе E. coli MG1655 и S. typhimurium LT2 
потребовали разработки особой процедуры 
их опсонизации, исключающей не связанный 
с  фагоцитозом бактерицидный эффект и  реа-
лизованной с  использованием нормального 
иммуноглобулина человека. Решение ряда дру-
гих методических вопросов, определяемых обо-
снованием оптимального соотношения «бак-
терии: фагоциты», а  также доказательством 
четкой зависимости тушения биолюминес-
ценции от  интенсивности гибели бактериаль-
ных клеток-мишеней, явилось обоснованием 
чувствительного и  экспрессного биолюминес-
центного метода оценки фагоцитоза [4]. Кроме 
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того, различия в спектрах люминолзависимой 
хемилюминесценции люминола, используемо-
го для оценки респираторного метаболизма 
фагоцитов, и биолюминесценции фагоцитиру-
емых бактериальных клеток, позволили одно-
временно оценивать оба типа свечения в двух 
спектральных диапазонах [5].

Новая возможность оценки окислитель-
ного метаболизма фагоцитов возникла после 
разработки рекомбинантных люминесцирую-
щих микроорганизмов с  индуцибельным ти-
пом свечения, несущих кассеты lux-генов под 
контролем промоторов soxS и katG, вовлечен-
ных в защиту бактериальных клеток при окис-
лительном стрессе, вызванном воздействием 
супероксид-аниона и перекиси водорода. При 
этом зарегистрирована преимущественная ин-
дукция свечения штаммов с генным слиянием 
soxS::luxCDABE при контакте с  моноцитами, 
тогда как штаммы, несущие конструкцию 
katG::luxCDABE наиболее выражено индуци-
ровались при контакте с  гранулоцитами, что 
может определяться различиями в  генери-
руемых ими спектрах активных метаболитов 
кислорода. Кроме того, штамм E. coli MG1655 
recA::luxCDABE при контакте с гранулоцитами 
также демонстрировал развитие свечения, что 
свидетельствует об активации его SOS-ответа 
как следствия повреждения ДНК генерируе-
мыми при фагоцитозе активными формами 
кислорода.

Таким образом, полученные результаты 
являются экспериментальным обоснованием 
новой группы лабораторных методов, реали-
зуемой на единой технологической платформе 
с  использованием оригинальной панели бак-
териальных люминесцирующих биотестов, 
соответствующего инструментального и про-
граммного обеспечения. При этом высокая 
чувствительность, специфичность и экспресс-
ность подобного подхода позволяет предпо-
лагать его востребованность при проведении 
диагностических исследований, ориентиро-
ванных на  выявление врожденных и  приоб-
ретенных нарушений молекулярных и клеточ-
ных эффекторов естественного (врожденного) 
иммунитета.

Исследования выполнены при финансовой 
поддержке РФФИ (проект № 15-44-02280 р_
поволжье_а).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Дерябин Д. Г. Москва. 2009. 246 с.
2. Каримов И. Ф., Манухов И. В., Котова В. Ю. и др. 

Биотехнология. 2010. 2. С. 25-30.
3. Дерябин Д. Г., Каримов И. Ф., Манухов И. В. и др. 

Бюллетень экспериментальной биологии и  ме-
дицины. 2012. 7. С. 68-73.

4. Дерябин Д. Г., Каримов И. Ф. Клиническая лабо-
раторная диагностика. 2010. 2. С. 23-29.

5. Дерябин Д. Г., Каримов И. Ф. Бюллетень экспе-
риментальной биологии и  медицины. 2009. 3. 
С. 322-326.

DIAGNOSTICS OF INNATE IMMUNITY FACTORS’ ACTIVITY

BY BACTERIAL LUMINESCENT TEST-SYSTEMS

Karimov I. F., Karimova D. N.

Orenburg State University, Orenburg, Russia

Group of methods for assessing the activity of molecular and cellular eff ectors of innate immunity 
based on luminescent response of interacting with them bacteria was off ered. Diff erential diagnostics of 
molecular systems using the strains with diff erent types of cell wall reveals an alternative bactericidal sys-
tem. Th e application of microorganisms with constitutive or induced luminescence is possible to evaluate 
the completeness of phagocytosis, and the specifi c features of the phagocyte oxidative metabolism.
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Актуальность проблемы эпителиальных 
новообразований кожи связана с  широким 
распространением данной патологии среди 
населения, риском онкологической трансфор-
мации, ранней манифестацией [1, 2]. Эпители-
альные опухоли кожи составляют более 60% 
случаев среди общей обращаемости по пово-
ду кожных новообразований. Себорейный 
кератоз (CК) относится к доброкачественным 
эпителиальным опухолям кожи, имеющим 
характерные разрастания акантотических тя-
жей эпидермиса с роговыми кистами. Соглас-
но гистологическим особенностям выделяют 
кератотический, акантотический, аденоидный 
и  смешанный тип СК. Чаще себорейный ке-
ратоз поражает лиц пожилого и  старческого 
возраста, гендерных различий не  наблюдает-
ся. Малоизученными остаются вопросы им-
мунного реагирования на формирование раз-
личных форм себорейного кератоза [3].

Целью исследования явилось изучение по-
пуляционного и  субпопуляционного спектра 
лимфоцитов, маркеров активации иммунных 
клеток у  пациентов с  различными формами 
себорейного кератоза.

Материалы и  методы: Основную группу 
исследования составил 91 пациент с себорей-
ным кератозом. Из них 62 женщины (68,1%), 
мужчин – 29 (31,8%) человек. Возраст больных 
с СК на момент проведения исследования со-
ставил от 40 лет до 75 лет (средний 59,2 ± 6,4). 
Согласно клиническим критериям пациенты 
с СК были разделены на 3 группы: 1 группа – 

18 пациентов с пятнистой формой СК; 2 груп-
па – 12 пациентов с СК с папулезной формой 
СК; 3 группу составил 61 пациент с пятнисто-
папулезной формой СК. Контрольную группу 
(4) составили 30 условно здоровых лиц (сред-
ний возраст 63,8±5,4 года). Верификацию СК 
проводили с  использованием дерматоскопа 
HEINE 20 (Германия). Материалом для иссле-
дования являлась венозная кровь, которую 
забирали утром, натощак. Определение по-
пуляционного и  субпопуляционного спектра 
лимфоцитов периферической крови прово-
дили методом проточной цитометрии, на ла-
зерном проточном цитометре EpicsTMXLTM 
Beckman Coulter, США с  использованием го-
могенного гейтирования по показателям све-
торассеивания. Для окрашивания были ис-
пользованы двухпараметрические реагенты 
линии IQTest: CD3-FITC/CD19-PE, CD3-FITC/
CD4-PE, CD3-FITC/CD8-PE, CD3-FITC/CD 
(16+56)-PE, CD3-FITC/CD25-PE, CD3-FITC/
HLA-DR-PE фирмы Beckman Coulter, США. 
Достоверность различий оценивали в рамках 
программы Statistica StatSoft  6.0, согласно кри-
териям непараметрической статистики (U-test 
Mann-Whitney).

Результаты и  обсуждение: Согласно ис-
следованиям популяционного и  субпопуля-
ционного спектра лимфоцитов у  пациентов 
с  разными формами себорейного кератоза, 
установлены следующие особенности: во всех 
группах пациентов с  СК отмечено значимое 
повышение в  циркуляции абсолютного и  от-

ПРОТОЧНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ В ОПРЕДЕЛЕНИИ 

СПЕКТРА ЛИМФОЦИТОВ ПРИ РАЗНЫХ ФОРМАХ 

СЕБОРЕЙНОГО КЕРАТОЗА

 Костенко Е. И.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет, 
Челябинск, Россия

Изучены показатели спектра лимфоцитов при разных формах себорейного кератоза. 
Установлено усиление интенсивности моноцитопоэза, перераспределительные тенденции 
в изменении численности Т-популяциии, признаки ранней позитивной активации имму-
ноцитов и антителообразования на фоне сохранности врожденных механизмов иммуни-
тета, наиболее выраженные при папулезно-пятнистой форме себорейного кератоза.

Ключевые слова: себорейный кератоз, субпопуляции лимфоцитов, маркеры активации.
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носительного уровня моноцитов, что отра-
жает интенсивность моноцитопоэза на уровне 
центральных органов гемопоэза; снижение от-
носительного числа популяции Т-лим фоцитов 
у  пациентов с  папулезной (71,9 ± 1,0%) и  па-
пулезно-пятнистой (72,9 ± 1,04%) формами СК 
в  сравнении с  контрольной группой (77,3 ± 
1,86%); абсолютного (515,7 ± 29,3× 109/л) и про-
центного (24,2 ± 1,19%) содержания Т-ци то-
токсических лимфоцитов при пятнисто-папу-
лезной форме в  сравнении с  контрольной 
(29,4 ± 1,2%; 684,5 ± 82,3 × 109/л), свидетель-
ствующее, как о  перераспределении клеток, 
связанное с миграцией последних в ткани, так 
и о снижении их продукции в костном мозге. 
Со  стороны Т-NK лимфоцитов, принадлеж-
ность которых к  NK фенотипу определяется 
наличием изоформы N-CAM антигена CD56, 
отмечена тенденция роста, как процентного, 
так и абсолютного у пациентов со всеми фор-
мами СК. Напротив, при изучении численно-
сти в системной циркуляции клеток врожден-
ного иммунитета (NK) отмечено повышение 
их процентного содержания в кровотоке у па-
циентов с пятнистой формой СК (12,6 ± 1,02%) 
в  сравнении с  контрольной группой (9,4 ± 
1,3%), что может свидетельствовать об  акти-
вации неспецифических факторов защиты, 
одной из  главных функций которых явля-
ется защита организма от  видоизмененного 
«своего». При этом, поверхностные марке-
ры, экспрессируемые активированными NK-
клетками включают ряд и  активационных 
маркеров (CD25, HLA-DR, CD71, CD69, Fc-
рецепторы (CD29) и  интегринов (CD18). Из-
вестно, что количественные и  качественные 
дефекты NK-клеток приводят к задержке сво-
евременной элиминации опухолевых клеток 
и  нарушению продукции хемокинов (CCL3, 

CCL4, CCL5 и  XCL1) и  цитокинов (GM–CSF, 
TGF-β, IFN-γ). Отмечена отчетливая тенден-
ция к  росту в  циркуляции популяции лим-
фоцитов, экспрессирующих маркеры ранней 
позитивной активации CD25, во  всех груп-
пах, однако, за счет большого разброса пока-
зателей, не  достигающая степени статистиче-
ской достоверности. При изучении количества 
В-лим фоциов, установлено повышение про-
центного содержания В-лимфоцитов в  груп-
пе с папулезно-пятнистой формой СК (10,4 ± 
0,62%), в  отличие от  контрольной группы 
(7,9 ± 0,7%), что может отражать как усиление 
процессов антителообразования, так и  анти-
генной презентации, поскольку В-лимфоциты 
экспрессируют молекулы главного комплек-
са гистосовместимости (HLA II класса), что 
определяет принадлежность данных клеток 
к профессиональным АПК.

Таким образом, при всех изучаемых фор-
мах СК отмечено усиление интенсивности мо-
ноцитопоэза, перераспределительные тенден-
ции в изменении численности Т-популяциии, 
признаки ранней позитивной активации им-
муноцитов на фоне сохранности врожденных 
механизмов иммунитета и  антителообразо-
вания наиболее выраженных при папулезно-
пятнистой форме себорейного кератоза.
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FLOW CYTOMETRY TO DETERMINE THE SPECTRUM 

OF LYMPHOCYTES WITH DIFFERENT FORMS 

OF SEBORRHEIC KERATOSIS

Kostenko E. I.

Medical University of South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia

Th e parameters of the spectrum of lymphocytes in various forms of seborrheic keratosis. Established 
intensifi cation monocytopoiesis, redistributive trends in the number of T-populations, early signs of posi-
tive activation of immune cells and antibody production against the background of safety mechanisms of 
innate immunity, most pronounced in the papular-spotted form of seborrheic keratosis.
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Актуальность и  цель работы. Фенилке-
тонурия (ФКУ)  – наследственное нарушение 
преобразования фенилаланина (ФА) в  тиро-
зин. Основным методом лечения ФКУ являет-
ся длительная элементная диета со  строгими 
ограничениями натурального белка в детском 
возрасте и  последующим расширением ра-
циона у подростков старше 12 лет и взрослых 
пациентов. Во  всех случаях дефицит белка 
компенсируется за  счет специальных смесей 
на  основе аминокислот без фенилаланина. 
Уровень ФА в  сыворотке крови, допустимый 
для детей с рождения до 12 лет, не должен пре-
вышать 360 мкмоль/л (6 мг%) и длительно дер-
жаться ниже 120 мкмоль/л, у пациентов старше 
12 лет терапевтический диапазон содержания 
ФА в крови составляет 120-600 мкмоль/л. Рас-
ширение диеты часто сопровождается сниже-
нием квоты общего белка за счет уменьшения 
потребеления больными специальных ами-
нокислотных смесей без ФА и  увеличением 

квоты натурального белка, что усиливает дис-
баланс аминокислот [1]. Известно, нарушения 
метаболизма белка, являющиеся следствием 
острого психологического или физического 
стресса (например у  спортсменов) приводят 
к изменениям иммунного статуса и, в частно-
сти, клеточного иммунитета [2]. Ранее нами 
были описаны изменения клеточного им-
мунитета у  пациентов с  ФКУ старше 12 лет, 
выражающиеся в  активации Th 17-лимфоци-
тов [3], что согласуется с данными Roato et. al., 
который обнаружил активацию Т-клеток 
у больных ФКУ старшего возраста с явления-
ми остеопороза на фоне несоблюдения диеты 
и повышенного ФА в крови [4]. Однако, пря-
мые данные о  влиянии повышенного уров-
ня ФА на  состояние клеточного иммунитета 
у  больных ФКУ отсутствуют, поэтому иссле-
дование иммунофенотипа лимфоцитов пери-
ферической крови у этих пациентов представ-
ляет большой интерес.

ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО СТАТУСА 

ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

У БОЛЬНЫХ ФЕНИЛКЕТОНУРИЕЙ

 Курбатова О. В.1,  Бушуева Т. В.2,  Самохина И. В.2, 

 Мирошкина Л. В.2,  Фрейдлин Е. В.2,  Кузенкова Л. М.2, 

 Боровик Т. Э.2,  Петричук С. В.2
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В данной работе представлены результаты исследования иммунного статуса лимфоци-
тов периферической крови у пациентов с фенилкетонурией в зависимости от уровня фе-
нилаланина в сыворотке крови и возраста. Под наблюдение находилось 45 больных с клас-
сической ФКУ в возрасте от 6 месяцев до 36 лет. Иммунофенотипирование лимфоцитов 
периферической крови осуществлялось методом проточной цитофлуориметрии (FC 500, 
BC) согласно стандартным протоколам. При повышенном уровне фенилаланина в сыво-
ротке крови отмечалось снижение абсолютного числа Т-лимфоцитов преимущественно 
за счет цитотоксических Т-лимфоцитов, выявлено увеличение количества активирован-
ных Т-хелперов. Указанные изменения более выражены у пациентов старше 12 лет. Боль-
шинство пациентов с ФКУ имели сниженное количество В-лимфоцитов. Количество NK-
клеток у пациентов с ФКУ соответствовало возрастной норме. Таким образом, полученные 
данные указывают на разную степень чувствительности клеток иммунной системы к дей-
ствию повышенного уровня ФА в крови больных ФКУ. Возрастная динамика абсолютного 
числа основных популяций лимфоцитов и относительного количества малых популяций 
лимфоцитов периферической крови у пациентов с ФКУ соответствовала таковой у услов-
но здоровых лиц.

Ключевые слова: фенилкетонурия, фенилаланин, иммунофенотип лимфоцитов.
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Цель исследования – определить возрастные 
особенности иммунного статуса лимфоцитов 
периферической крови у пациентов с ФКУ в за-
висимости от уровня ФА в сыворотке крови.

Материалы и  методы. В  исследовании 
и  приняло участие 45 пациентов с  классиче-
ской ФКУ в  возрасте от  6 месяцев до  36 лет, 
из которых 16 детей были младше 12 лет, 29 – 
старше 12 лет. У  32 пациентов заболевание 
было диагностировано в  результате неона-
тального скрининга, у  13 больных метабо-
лические нарушения были выявлены позже 
на фоне развившихся симптомов. На момент 
обследования все больные находились на ги-
пофенилаланиновой или расширенной диете, 
диапазон колебаний ФА в  сыворотке крови 
составлял от 24,2 мкмоль/л до 1511 мкмоль/л, 
среднее содержание ФА у  обследованных па-
циентов было 586 ± 382 мкмоль/л. 

Пациенты были распределены на  группы 
в  зависимости от  соответствия уровня ФА 
допустимым возрастным значениям: I груп-
па (n=23)  – пациенты с  допустимым уровнем 
ФА в  крови, II группа  – пациенты с  уровнем 
ФА выше допустимого. Содержание ФА в кро-
ви выше 360 мкмоль/л отмечалось у  6 детей 
младше 12 лет, выше 600 мкмоль/л – у 16 боль-
ных старше 12 лет. Иммунофенотипирование 
лимфоцитов (лф) периферической крови осу-
ществлялось методом проточной цитофлуо-
риметрии (FC 500, BC) согласно стандартным 
протоколам [5]. Определяли абсолютное и от-
носительное количество Т-лф, В-лф, NK-кле-
ток, Т-хелперов, цитотоксических Т-лф, а также 
популяций В1-лф, В2-лф, регуляторных Т-лф, 
активированных Т-хелперов. Для сравнения 
иммунологических показателей у  пациентов 
разных возрастов данные были пересчитаны 
в процентах отклонения от соответствующего 
возрастного референсного интервала, нижняя 
граница соответствовала 0%, верхняя граница 
100%. Статистическую обработку проводили 
с  помощью программы Statistica 6.0, данные 
представлены в  виде медианы (Ме) процента 
отклонений от  референсного интервала (Ме; 
нижняя-верхняя квартиль), для сравнения 
использовали непараметрический критерий 
Манна-Уитни, значимыми считались различия 
при p<0,05. Для анализа возрастной динамики 
пациенты были распределены на  4 возраст-
ных диапазона: от 0 до 2-х лет (число наблюде-
ний 13), от 2-х до 6 лет (12), от 12 до 18 лет (13) 
и старше 18 лет (17 наблюдений).

Результаты. У всех пациентов с ФКУ абсо-
лютное число Т-лф было в пределах возраст-
ных референсных значений. Однако, в группе 
больных с  повышенным уровнем ФА (II  гр.) 
выявлено значимое снижение Т-лф по сравне-
нию с  больными с  допустимым уровнем ФА 
(I гр.): Me I гр =49,0% (14,6–73,2), Ме II гр=0,4% 
(–35,2–37,8), р=0,023. При этом степень сниже-
ния Т-лф отличалась у пациентов разного воз-
раста: у детей младше 12 лет абсолютное зна-
чение Т-лф соответствовало норме Ме=48,8% 
(31,2–63,3), а у пациентов старше 12 лет было 
ниже нормы Ме= –20,3% (–50,0–18,7), р=0,048. 
Количество Т-хелперов у пациентов I группы 
и группы II достоверно не отличалось между 
собой и  соответствовало возрастному рефе-
ренсному интервалу: Me I гр =44,9% (12,4–69,4), 
Ме II гр=30,3% (–16,1–57,8), р=0,433. У пациен-
тов I группы с допустимым уровнем ФА коли-
чество цитотоксических Т-лф соответствова-
ло норме (Ме=19,6% (10,9–52,3)), а  у  больных 
II группы было снижено (Ме= –35,4% (–57,2–
8,2)), р=0,0003. Снижение числа Т-лим фоци тов 
у пациентов II группы старше 12 лет обуслов-
лено снижением только цитотоксических Т-лф 
(Ме= –43,9% (–6,8–27,6)), количество которых 
было значимо ниже по  сравнению с  пациен-
тами младше 12 лет (Ме=20,2% (14,6–28,2)), 
р=0,019. Следствием выявленных нарушений 
явилось увеличение иммунорегуляторного ин-
декса у пациентов II группы старше 12 лет.

Значимых различий абсолютного числа 
NK-кле ток у  пациентов I и II групп выявлено 
не было: Me I гр =14,5% (1,3–77,1), Ме II гр=13,8% 
(4,4–34,6), р=0,510. Отмечено снижение количе-
ства NK-клеток с возрастом, что соответствует 
нормальной возрастной динамике.

Значимых различий по  количеству В-лф 
у пациентов I и II групп также не отмечалось: 
Me I гр = –2,7% (–43,7–42,5), Ме II гр= –29,5% 
(–37,8–21,8), р=0,707. Однако у  52,6% детей 
I группы и у 73% пациентов II-й группы число 
В-лф было ниже нижней границы нормы. Вы-
явленное снижение общего количества В-лф 
у детей с ФКУ происходило за счет снижения 
числа клеток в  популяциях В1-лф и  В2-лф. 
Возрастная динамика количества В1-лф и В2-
лф у больных I и II групп соответствует тако-
вой у условно здоровых лиц.

Анализ малых популяций лимфоцитов 
у  всех пациентов с  ФКУ выявил снижение 
абсолютного количества регуляторных Т-лф 
и  увеличение числа активированных Т-хел-
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перов с возрастом, что соответствует динами-
ке этих показателей у здоровых лиц. У пациен-
тов с повышенным содержанием ФА в крови 
(группа II) отмечено более выраженное уве-
личение количества активированных Т-хелпе-
ров (% от  СD4) по  сравнению с  пациентами, 
у  которых уровень ФА был в  пределах допу-
стимых значений: Me I гр =6,4% (3,8–10,6), 
Ме II гр=11,1% (9,3–13,4), р=0,033. Достовер-
ных отличий в  уровне регуляторных Т-лф 
(% от  СD4) между I и II группами выявлено 
не было: Me I гр =8,3% (7,4–9,2), Ме II гр=8,8% 
(7,0–9,5), р=0,99.

Заключение. У больных ФКУ с различным 
уровнем фенилаланина выявлены изменения 
иммунофенотипа лимфоцитов перифери-
ческой крови. При повышенном уровне фе-
нилаланина в  сыворотке крови отмечалось 
снижение абсолютного числа Т-лимфоцитов 
преимущественно за  счет цитотоксических 
Т-лим фоцитов, при этом выявлено увеличе-
ние количества активированных Т-хелперов. 
Указанные изменения более выражены у  па-
циентов старше 12 лет. Большинство паци-
ентов с  ФКУ имели сниженное количество 
В-лим фоцитов, причем в  группе с  повышен-

ным содержанием фенилаланина в  крови та-
ких больных было больше. Количество NK-
клеток у  пациентов с  ФКУ соответствовало 
возрастной норме. Таким образом, получен-
ные данные указывают на  разную степень 
чувствительности клеток иммунной системы 
к действию повышенного уровня ФА в крови 
больных ФКУ. Возрастная динамика абсолют-
ного числа основных популяций лимфоци-
тов и  относительного количества малых по-
пуляций лимфоцитов периферической крови 
у  пациентов с  ФКУ соответствовала таковой 
у условно здоровых лиц.
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FEATURES OF THE IMMUNE STATUS 

OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES IN PATIENTS 

WITH PHENYLKETONURIA

Kurbatova O. V.1, Bushueva T. V.2, Samohina I. V.2, Miroshkina L. V.2, 

Freidlin E. F.2, Kuzenkova L. M.2, Borovik T. E.2, Petrichuk S. V.2

1FSBI “Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology” Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation; 2FSBI “Scientifi c Centre of Children Health” under the Russian Academy 

of Medical Sciences, Moscow, Russia

Th is paper presents the results of a study of the immune status of peripheral blood lymphocytes in 
patients with phenylketonuria (PKU) depending on the level of phenylalanine (Phe) in the blood serum 
and age. Th e study involved 45 patients with classical PKU in age from 6 months to 36 years. Th e lympho-
cytes subsets of peripheral blood were evaluated by fl ow cytometry (FC 500, BC) according to standard 
protocols. Th e absolute number of T lymphocytes in PKU patients with elevated Phe blood level was 
decreased on account of cytotoxic T lymphocytes. Th ere was increased number of activated T-helper cells 
in these patients. Th ese changes were more pronounced in patients older than 12 years. Most patients 
with PKU showed a decrease in the number of B-lymphocytes. Number NK-cells in patients with PKU 
corresponded age norm. Th us, these data indicate varying degrees of sensitivity of immune system cells to 
the action of elevated levels of Phe in the blood of PKU patients. Age dynamics of the absolute number of 
main lymphocyte populations and the relative number of minor populations of peripheral blood lympho-
cytes in patients with PKU refl ect the same age dynamics of healthy individuals.
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Саркоидоз относится к  иммунокомплекс-
ным заболеваниям, морфологическим субстра-
том которого является макрофагально-лим-
фоцитарная гранулёма. В  80–90% случаев 
по ражаются лёгкие и внутригрудные лимфати-
ческие узлы, нередко встречается и генерализа-
ция процесса. Данные литературы, касающиеся 
иммунологических механизмов саркоидоза, до-
статочно противоречивы, основное внимание 
уделяется Т-кле точно му звену [1, 2]. Несмотря 
на  развитие лучевых методов диагностики, 
поиск надежных лабораторных критериев, по-
зволяющих оценить активность заболевания 
и  прогнозировать его течение, по-прежнему 
актуален. Наиболее информативно исследо-
вание брон хо-альвеолярной лаважной жид-
кости, однако технически это не  всегда вы-
полнимо. Достаточно много работ посвящено 
гам ма-интерферону, растворимому рецептору 
ин терлейкина-2, неоптерину, а также различ-
ным субпопуляциям лимфоцитов [2, 3].

Цель исследования: оценить надежность 
определения сывороточного неоптерина в каче-
стве лабораторного маркера активности воспа-
лительного процесса при легочном саркоидозе

Материалы и методы. В исследование было 
включено 111 некурящих больных саркоидо-
зом легких (98 женщин и 13 мужчин в возрасте 
от 30 до 68 лет, средний возраст 47,6 лет). Всем 
больным проводилась компьютерная томогра-
фия легких и органов средостения, а также ци-
тологическое исследование бронхоальвеоляр-
ного лаважа (БАЛЖ) с подсчетом лимфоцитов. 

Определение уровня неоптерина в  сыворотке 
периферической крови выполнялось методом 
твердофазного иммуноферментного анализа 
на тест-системе фирмы IBL (Австрия).

Результаты. Анализ полученных резуль-
татов выявил наличие прямой корреляцион-
ной связи между количеством лимфоцитов 
в БАЛЖ и уровнем сывороточного неоптери-
на (r=0,26, p=0,027). В то же время, значимого 
изменения количества лимфоцитов в  БАЛЖ 
при нарастании рентгенологических измене-
ний не отмечено.

При сопоставлении уровня сывороточного 
неоптерина с  рентгенологической картиной 
получены следующие данные. Первая рентге-
нологическая стадия заболевания была у 39 па-
циентов, содержание неоптерина в этой груп-
пе – 9.0 нмоль/л [7,0–4.4]. Вторая стадия – у 57 
больных, третья – у 15 больных. Содержание 
неоптерина в  этих группах, соответственно, 
было 16,0 [11,5–22,3] и 10.2 [4,7–21,0] (р=0,01 
в сравнении с первой стадией).

Обсуждение. Неоптерин [2-амино-4-гидро-
кси-6-(D-эритро-1’,2’,3’-тригидроксипро пил) 
относится к соединениям класса птеридинов. 
Несмотря на  многочисленные исследования, 
его биологическая роль до сих пор окончатель-
но не выяснена. Физиологические концентра-
ции неоптерина и его производных невысоки, 
в сыворотке крови они не превышают 10 нМ/л. 
Могут встречаться небольшие колебания в за-
висимости от возраста, расы, курения, физио-
логического состояния.

НЕОПТЕРИН КАК ЛАБОРАТОРНЫЙ МАРКЕР 

АКТИВНОСТИ САРКОИДОЗА ЛЕГКИХ

 Москалец О. В.,  Яздовский В. В.

МОНИКИ им. М. Ф. Владимирского, Москва, Россия

У 111 больных саркоидозом легких с разными рентгенологическими стадиями заболе-
вания определяли количество лимфоцитов в БАЛЖ и содержание неоптерина в сыворотке 
периферической крови. Отмечалась положительная корреляционная связь между уровнем 
сывороточного неоптерина и количеством лимфоцитов БАЛЖ, а также уровнем неопте-
рина и рентгенологической стадией заболевания. В то же время, у 40% больных с прогрес-
сированием заболевания уровень сывороточного неоптерина был в пределах нормальных 
значений. Таким образом, мониторинг уровня неоптерина в сыворотке периферической 
крови не является надежным инструментом для оценки активности воспаления при сар-
коидозе органов дыхания.

Ключевые слова: саркоидоз, неоптерин, иммунитет.
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Основной интерес к  неоптерину связан 
с  тем, что он является маркером активации 
клеточного иммунитета. При патологических 
состояниях, связанных с  активацией иммун-
ной системы, концентрация сывороточного 
неоптерина может достигать 100-250 нМ/л.

В настоящее время установлено, что основ-
ным источником неоптерина в организме чело-
века являются моноциты/макрофаги. Они на-
чинают активно продуцировать неоптерин под 
влиянием γ-интерферона (γ-ИФН), который 
вырабатывают активированные Т-лим фоциты 
(в  основном, это субпопуляция Т-хел перов 
I  типа). Другие клетки иммунной системы 
(NK-клетки, дендритные клетки) также спо-
собны вырабатывать γ-ИФН, но их роль в ин-
дукции синтеза неоптерина пока не выяснена. 
Под влиянием γ-ИФН происходит активация 
фермента GTP CH-I в макрофагах и лимфоци-
тах. Есть данные, что и дендритные клетки под 
влиянием γ-ИФН способны продуцировать 
неоптерин, но, в отличие от макрофагов, они 
более чувствительны к действию других типов 
интерферонов (α-ИФН и  β-ИФН). Под влия-
нием γ-ИФН неоптерин могут вырабатывать 
и  другие клетки: эндотелиальные, почечный 
эпителий, фибробласты. Но  уровень продук-
ции значительно ниже, чем в макрофагах.

Вырабатываемый альвеолярными макрофа-
гами неоптерин участвует в патогенезе саркои-
доза и других интерстициальных заболеваний 
легких. Он усиливает процессы транскрипции 
различных провоспалительных цитокинов 
в клетках-участницах воспалительного процес-
са. Повышение уровня неоптерина обнаружено 
не только в сыворотке периферической крови, 
но и в БАЛЖ. Количество синтезируемого не-
оптерина коррелирует и  с  другими показате-
лями активности воспалительного процесса: 
активными формами кислорода, продуцируе-

мыми альвеолярными макрофагами, провос-
палительными цитокинами и др.

В данном исследовании удалось подтвер-
дить взаимосвязь между уровнем сывороточ-
ного неоптерина и рентгенологической стадией 
саркоидоза. При 1-й стадии, когда поражение 
легочной паренхимы минимально, данный по-
казатель остается в пределах нормы. Нараста-
ние концентрации неоптерина при 2-й стадии 
можно объяснить увеличением количества 
эпи телиоидно-клеточных гранулем в  легоч-
ной ткани. Исчезновение внутригрудной лим-
фаденопатии при сохраняющихся изменени-
ях легочного рисунка, что характерно для 3-й 
стадии, сопровождалось тенденцией к  сниже-
нию уровня неоптерина. Вместе с тем, у 6 из 15 
(40%) пациентов с неспецифическими симпто-
мами воспаления (субфебрильная лихорадка, 
артралгии, уменьшение массы тела), повыше-
нием белков острой фазы (СРБ, фибриноген), 
рентгенологическими признаками прогресси-
рования заболевания содержание неоптерина 
не превышало нормальных значений.

Выводы: Содержание неоптерина в  сы-
воротке периферической крови, в  основном, 
совпадает с рентгенологической стадией сар-
коидоза органов дыхания, но не всегда совпа-
дает со степенью воспалительной активности. 
Поэтому лабораторный мониторинг данного 
маркера не может быть надежным критерием 
оценки динамики воспалительного процесса 
при саркоидозе.
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NEOPTERIN AS A PULMONARY SARCOIDOSIS 

ACTIVITY MARKER

Moskalets O. V., Yazdovskii V. V.

The State Budgetary Healthcare Institution of Moscow Region 
“M.F. Vladimirsky Moscow Regional Research Clinical Institute”, Moscow, Russia

BAL fl uid lymphocyte counts and serum neopterin levels were measured in 111 patients with pul-
monary sarcoidosis with diff erent radiographic stages. Serum neopterin levels correlated with BAL fl uid 
lymphocyte counts as well as with radiographic stage. Nevertheless, 40% patients with disease progres-
sion showed normal neopterin levels. Conclusion: serum neopterin levels should not be used for reliable 
monitoring of infl ammation in pulmonary sarcoidosis.
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В настоящее время по-прежнему остается 
актуальной проблема хламидийных урогени-
тальных инфекций. Урогенитальный хлами-
диоз остается одним из  самых распростра-
ненных в  мире заболеваний, передающихся 
половым путем. В  России ежегодно выяв-
ляется более 1 млн. больных хламидиозом. 
Chlamydia trachomatis, являясь облигатным 
внутриклеточным паразитом, вызывает це-
лый ряд заболеваний урогенитального тракта 
(уретрит), которые нередко протекают бес-
симптомно, и  могут быть выявлены только 
лабораторными методами. Однако биологи-
ческие особенности возбудителя хламидиоза 
значительно ограничивают методологические 
подходы к его выявлению [1, 3, 4, 5].

Значительную роль в развитии и хламидий-
ных воспалений играет условно-патогенная ми-
крофлора, которая, как правило, осложняет те-
чение основного заболевания. Этиологическая 
структура осложненных хламидийных уретри-
тов (ХУ) может быть обусловлена разнообраз-
ной условно-патогенной микрофлорой: бакте-
рии, уреаплазмы, микоплазмы, грибы, вирусы 
и  другие микроорганизмы. Однако в  20–30% 
случаев не удается установить агент ин фекци-
онно-воспалительного процесса [2, 3, 4, 5].

Меняющийся спектр возбудителей инфек-
ций, рост их антибиотикорезистентности, 
увеличение числа пациентов из группы риска 
требуют пристального внимания клиници-
стов к данной проблеме.

В настоящее время идентификация боль-
шинства условно-патогенных возбудителей 
ХУ основывается на культуральном бактерио-
логическом методе исследования, имеющем 
ряд недостатков – трудности и большие сроки 
культивирования. Для более быстрой и каче-
ственной индикации и  идентификации воз-
будителей целесообразно использовать мето-
ды молекулярно-генетической диагностики. 
Методы ПЦР (полимеразная цепная реакция) 
диагностики позволяют в течение нескольких 
часов выявить состав микрофлоры, минуя 
стадию культивирования и выделения чистых 
культур бактерий.

В статье представлены результаты диа-
гностики инфекций, передающихся половым 
путем у  мужчин с  уретритами хламидийной 
и смешанной этиологии. Обследовано 86 муж-
чин активного репродуктивного возраста 
с диагнозом неспецифический уретрит.

Образцы ДНК, выделенные из  соскобов 
из  уретры у  мужчин с  диагнозом уретрит, 
были проанализированы на наличие специфи-
ческих фрагментов  – Ureaplasma urealyticum, 
Mycoplasma hominis и  -genitalium, Chlamydia 
trachomatis, Trichomonas vaginalis, Neisseria 
gonorrhoeae, HCMV, HSV (1 и 2 типов) и HPV 
(16 и 18 типов) при помощи метода ПЦР. Де-
текцию ДНК проводили с  помощью коммер-
ческих тест-систем фирм «Гентех» и Лабдиаг-
ностика (г. Москва).

Одновременно культуральным методом 

ИЗУЧЕНИЕ МЕТОДОВ ДИАГНОСТИКИ 

ХЛАМИДИЙНЫХ УРЕТРИТОВ 

СМЕШАННОЙ ЭТИОЛОГИИ

 Муслимов М. О.,  Омарова С. М.,  Акаева Ф. С.

Дагестанская государственная медицинская академия, 
Махачкала, Россия

Несмотря на  разработку и  внедрение в  практическое здравоохранение разнообраз-
ных высокочувствительных лабораторных методов своевременное выявление условно-
патогенных микроорганизмов у больных с хламидийным уретритом смешанной этиологии 
на ранних стадиях, до развития осложнений остаётся проблемой практического здравоох-
ранения, не нашедшей до настоящего времени окончательного решения.

Ключевые слова: хламидии, уретрит, методы диагностики, смешанная этиология.
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производили посев мазков из  уретры для 
определения бактериальной микрофлоры. 
В  работе были использованы коммерческие 
питательные среды производства НПО «Пи-
тательные среды» ФГУП «Микроген» (Ма-
хачкала).

В результате исследований клиническо-
го материала от 86 мужчин с проявлениями 
неспецифический уретрит в  подавляющем 
большинстве случаев у  мужчин встречалась 
микст-инфек ция бактериально-бактериаль ной, 
бак териаль но-вирусной и  бактериально-гриб-
ковой этиологии. У 58,4% обследованных муж-
чин выявлялись хламидии, гонококки – у 10%, 
трихомонады  – в  11,6% случаев, уреаплазм  – 
у 11% и микоплазмоза – в 5% случаев. Наиболее 
часто среди возбудителей уретрита встреча-
лись хламидии в  67,8% случаях, среди ассоци-
антов выявлялись: S. aureus (71%), K. pneumonia 
(13,7%), E. coli в 9,2% случаев. Частота выделе-
ния других возбудителей не превышала 6,1%.

Таким образом, в  процессе диагностики 
урогенитальных инфекций, передающих-
ся половым путем, выявлены качественно-
количественные ассоциации возбудителей. 
У мужчин чаще и культуральным и ПЦР ме-
тодами выявлялись уретриты хламидийной 
и  смешанной этиологии. Пациенты, у  кото-
рых был выявлен возбудитель только хла-
мидийной инфекции, были обозначены как 
уретриты хламидийной этиологии. Среди об-
следованных с таким диагнозом оказалось 17 

мужчин. При проведении бактериологическо-
го исследования установлено, что почти у всех 
мужчин были выявлены стафилококки, энте-
рококки, грибы рода кандида и другая флора. 
Так как эти микроорганизмы сами по себе и/
или по  совокупности могут вызывать воспа-
лительные процессы урогенитального тракта 
и  участвовать в  патогенезе заболевания, мы 
идентифицировали у  данных больных как 
уретриты смешанной этиологии.

Значение урогенитальных хламидиозов 
в  инфекционной патологии человека опреде-
ляется непосредственными многоочаговыми 
поражениями мочеполовой системы и их по-
следствиями, влияющими на репродуктивную 
функцию, а также потенциальной опасностью 
стать источником хламидийных инфекций 
другой локализации, в  том числе и  перина-
тальных.
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STUDY OF METHODS FOR DIAGNOSTICS 

OF CHLDAMDYAL URETHRITIS OF MIXED ETIOLOGY

Muslimov M. O., Omarova S. M., Akaeva F. S.

Dagestan State Medical Academy, Makhachkala, Russia

Despite the development and implementation of a variety of highly practical public health laboratory 
methods timely detection of opportunistic pathogens in patients with chlamydial urethritis of mixed eti-
ology in the early stages, before the development of complications remains a problem of practical public 
health that has not currently found the fi nal resolution.

Key words: chlamydia, urethritis, diagnostic techniques, mixed etiology.
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Как известно, продукция листериями фак-
торов патогенности, которые позволяют им 
активно проникать и размножаться не только 
в фагоцитах, но и эндотелиальных и эпители-
альных клетках, зависит от  условий культи-
вирования [3, 4, 5]. При выращивании in vitro 
(на питательных средах) на уровень продукции 
факторов патогенности влияет состав среды 
культивирования [1, 2]. Нами испытаны ком-
мерческие питательные среды для накопления 
и  выделения листерий (НПО «Питательные 
среды»), которые предлагаются для микро-
биологической диагностики листериоза.

Целью исследования было определение со-
хранения основных биологических свойств 
листерий, выделенных на  испытанных ком-
мерческих препаратах. Изучены некоторые 
биологические характеристики L. monocyto-
genes на  примере клинического изолята 204 
и типовых штаммов 7973 и 10527 (4в). Иссле-
дования проводили согласно методам, регла-
ментированным методическими указаниями 
(МУК 4.2.1122–02) по типированию штаммов 
листерий на  базе лаборатории легионеллеза 
НИИЭМ им. Н. Ф. Гамалея г. Москва.

Изучение продукции факторов патогенно-
сти – гемолизина, лецитиназы, фосфолипазы 
и каталазы, штаммами листерий, выращенных 
на  изученных средах, показали следующее. 
Так, определение ß-гемолитической активно-
сти листерий, являющейся одним из  важных 

показателей вирулентности штаммов, прово-
дили с  использованием 5% кровяного агара. 
Продукцию гемолизина изучали в опытах при 
культивировании штаммов L. monocytogenes 
204 и  4в в  среде накопления с  последующим 
титрованием бесклеточных центрифугатов. 
Установлено, что состав разработанных сред 
не  оказывал влияния на  степень экспрессии 
гемолизина – надосадочные жидкости культу-
ры, полученные с указанных сред и контроль-
ной – триптиказо-соевого бульона (ТСБ), вы-
зывали гемолиз эритроцитов в  разведении 
1:64. Для штамма 4в такую активность на 
3 средах наблюдали в разведении 1:16–1:32.

Определение лецитиназной активности 
проводили методом культивирования на  пи-
тательной среде с добавлением лецитина (5% 
желточной эмульсии) и 0,5% активированно-
го угля. В присутствии активированного угля 
отмечали четко выраженную лецитиназную 
активность  – в  виде плотной зоны помутне-
ния вокруг колоний исследуемых штаммов. 
На  средах без активированного угля лецити-
назная активность выражалась слабо или от-
сутствовала вовсе.

Для изучения вирулентных свойств листе-
рий проводили внутрибрюшинное и внутри-
венное заражение мышей культурой L. mono-
cytogenes 7973. Установлено, что независимо 
от среды выращивания – среды для накопле-
ния, выделения или триптиказо-соевом агаре 

БИОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММОВ 

ЛИСТЕРИЙ, ВЫДЕЛЕННЫХ НА КОММЕРЧЕСКИХ 

ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ ДЛЯ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ 

ДИАГНОСТИКИ ЛИСТЕРИОЗА

 Омарова С. М.,  Исаева Р. И.

Дагестанская государственная медицинская академия, Махачкала, Россия

В статье представлены результаты экспериментальных исследований по изучению вли-
яния условий культивирования, в  частности состава питательной среды, на  продукцию 
факторов патогенности листериями. Установлено, что состав разработанных и испытан-
ных питательных сред не влияет на биологические свойства листерий как музейных, так 
и  свежевыделенных штаммов. Показана стабильность сохранения основных биологиче-
ских свойств L. monocytogenes при выращивании в средах для накопления и выделения ли-
стерий.
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(ТСА), динамика гибели животных по  дням, 
а также конечный результат – LD50, были сход-
ны. 50% летальная доза штамма 204 при внутри-
брюшинном заражении с использованием сре-
ды для накопления составляла 3,2·106±0,3 м. к., 
среды для выделения – 2,4·106±0,3 м.к, контроль-
ная среда (ТСА) – 3,0·106±0,25 м.к, а при внутри-
венном инфицировании мышей эти величи-
ны были равны 4,0·105±0,2 м.к, 3,5·105±0,3 м.к; 
3,0·105±0,3 м.к, соответственно.

При постановке кератоконъюнктивальной 
пробы на  конъюнктиву глаза морской свин-
ки наносили 2 капли испытуемой бульонной 
культуры, в  дозе 102-103 мк/л клинического 
штамма 204, выращенного на разработанных 
нами средах. Через 24-48 часа у морской свин-
ки развивался гнойный кератоконъюнкти-
вит, что подтверждало наличие вирулентных 
свойств у  выделенных штаммов в  процессе 
культивирования в  разработанных средах. 
Из гнойного отделяемого конъюнктивального 
мешка высевалась типичная идентичная с ис-
ходной по  культуральным и  биохимическим 
свойствам культура L.monocytogenes.

В качестве показателя сохранения биологи-
ческих свойств листерий изучали плазмидные 
профили ДНК. С целью изучения влияния со-
става разработанной среды накопления на ха-
рактеристику плазмидного состава штаммов 
листерий в  сравнении с  контрольной средой 
(ТСБ) использовали метод анализа плазмид 
в отношении бесплазмидных культур листерий 

7973, 4в и плазмидсодержащего клинического 
изолята 204 L. monocytogenes. При анализе об-
разцов ДНК изучаемых штаммов с помощью 
электрофореза в  0,7% агарозном геле у  изо-
лята 204, выращенного на  среде накопления, 
и в контрольной среде ТСБ выявлено стабиль-
ное сохранение плазмиды молекулярной мас-
сой 30МД. Бесплазмидные штаммы 7973 и 4в 
не  содержали плазмидной ДНК. Таким обра-
зом, результаты исследования плазмидного 
состава штаммов листерий свидетельствуют 
о том, что разработанные исследуемые среды 
для накопления и выделения листерий не вли-
яют на состав плазмид у этих бактерий.

Таким образом, коммерческие питательные 
среды определенного состава для накопле-
ния и выделения листерий обеспечивают ста-
бильное сохранение основных биологических 
свойств, а также некоторых генетических ха-
рактеристик (плазмидный профиль) изучен-
ных культур.
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BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF THE STRAINS 

OF LISTERIA ISOLATED ON COMMERCIAL NUTRIENT MEDIA 

FOR MICROBIOLOGICAL DIAGNOSTICS OF LISTERIA

Omarova S. M., Isaeva R. I.

Dagestan State Medical Academy, Makhachkala

Th e article presents the results of experimental studies on the eff ect of culture conditions, in particular 
the composition of the nutrient medium for production of Listeria pathogenicity factors. It was found that 
the composition of developed and tested culture media does not aff ect the biological properties of Listeria 
from both a collection and freshly isolated strains. It was demonstrated the stability of the preservation 
of the basic biological properties of L. monocytogenes when grown in media for storage and isolation of 
Listeria.
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В настоящее время большой интерес пред-
ставляет изучение иммуногенности различных 
антигенов M. tuberculosis (МБТ) у больных ак-
тивным туберкулезом. Среди нескольких групп 
антигенов МБТ центральное место занимают 
секретируемые белки [5]. К ранним секретиру-
емым белкам относятся белок ESAT6 (Rv3875) 
и белок CFP10 (Rv3874), которые распознают-
ся на ранней стадии туберкулезной инфекции 
и  способствуют пролиферации лимфоцитов, 
ответственных за продукцию интерферона гам-
ма (ИФН-γ) – основного фактора протективно-
го иммунитета [1]. Данные белки на сегодняш-
ний день считаются наиболее изученными.

Недавно у  лиц, инфицированных МБТ, 
был обнаружен секретируемый белок Rv0577 
(CFP32B), который присутствует только 
у  микобактерий туберкулезного комплек-
са (МТК)  [3]. В  настоящее время роль белка 
до конца не определена. По результатам имму-
ноферментного анализа (ИФА) белок Rv0577 
(CFP32B) выявлялся у 56% больных туберку-
лезом, его уровень коррелировал с концентра-
цией интерлейкина (ИЛ)-10 и  не  показывал 
корреляции с уровнем ИФН-γ [3, 4]. Результа-

ты другого исследования показали, что Rv0577 
(CFP32B), взаимодействуя с  TLR2, активиро-
вал Т-клетки, секретирующие ИФН-γ и ИЛ-2, 
что может способствовать формированию 
Th 1-иммунного ответа и  развитию эффек-
торных Т-клеток памяти [2]. Таким образом, 
несмотря на проводимые исследования по ан-
тигену Rv0577 (CFP32B), данные весьма про-
тиворечивы, что указывает на необходимость 
его дальнейшего изучения.

Цель исследования: оценка ранее изу-
ченных белков микобактерий туберкулеза 
(ППД-Л, гибрид ЕSAT6-CFP10, ЕSAT6) в срав-
нении с  недавно идентифицированным бел-
ком микобактерий Rv0577 (CFP32B) для диа-
гностики туберкулезной инфекции.

Материалы и  методы. В  исследование 
был включен 41 ребенок в возрасте от 1 года 
до  17  лет, из  них 61% детей (25) с  подтверж-
денным диагнозом туберкулеза (группа «ТБ»). 
Среди детей больных туберкулезом в 24% (6) 
установили инфильтративную форму, в 4% (1) 
диссеминированную, в 32% (8) первичный ту-
беркулезный комплекс и в 40% (10) туберкулез 
внутригрудных лимфатических узлов. В  ам-

ЗНАЧЕНИЕ БЕЛКА RV0577 ДЛЯ РАННЕЙ ДИАГНОСТИКИ 

ТУБЕРКУЛЕЗНОЙ ИНФЕКЦИИ

 Плеханова М. А.1,  Аксенова В. А.2,  Пацула Ю. И.3, 
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C целью оценки ранее изученных белков M. tuberculosis (МБТ) в сравнении с недавно 
идентифицированным белком микобактерий Rv0577 (CFP32B) для диагностики туберку-
лезной инфекции в исследование был включен 41 ребенок в возрасте до 17 лет. Было про-
ведено специфическое иммунологическое исследование, которое включало определение 
ИФН-γ, после 72 часовой индукции специфическими антигенами, методом ИФА. Пока-
затель ИФН-γ после индукции Rv0577 (CFP32B) у пациентов инфицированных МБТ был 
выше, чем у детей больных туберкулезом (р=0,394) и не инфицированных МБТ (р>0,06), 
но достоверно не различался. Не установлена корреляция между показателями ИФН-γ ин-
дуцированного Rv0577 (CFP32B) и ППД-Л (r=0,04), а также гибридным белком ЕSAT6-CFP10 
(r= –0,05), при высокой корреляции с показателем после индукции ранним секретируемым 
белком ESAT6 (r=0,80). Результаты исследования позволяют Rv0577 (CFP32B) рассматри-
вать как белок ранней стадии туберкулезной инфекции, при этом он мало информативен 
для оценки латентной и активной туберкулезной инфекции.

Ключевые слова: иммунодиагностика, туберкулезная инфекция, дети.
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булаторных условиях было обследовано 39% 
детей (16), из  них 31,3% пациент (5) не  был 
инфицирован МБТ (группа «НТ»), при этом 
в 18,7% (3) установили поствакцинальную ал-
лергию и 68,7% пациентов (11) были инфици-
рованы МБТ (группа «Т»).

Диагноз туберкулеза основывался на резуль-
татах клинических, лабораторных, лучевых ме-
тодов, туберкулинодиагностики и пробы с Ди-
аскинтестом. Дополнительно всем детям было 
проведено специфическое иммунологическое 
исследование, которое включало определение 
ИФН-γ, после 72 часовой индукции специфи-
ческими антигенами (ППД-Л, гибрид ЕSAT6-
CFP10, ESAT6, Rv0577 (CFP32B)), методом 
ИФА. Оценку уровня специфического ИФН-γ 
проводили в пг/мл. Полученные данные обра-
батывались с  использованием статистических 
программ Statistica 6,0 и Biostat. На проведение 
данного исследования получено разрешение 
этического комитета. Для участия детей в им-
мунологическом исследовании от  родителей 
или их законных представителей было получе-
но добровольное информированное согласие.

Результаты. Средний возраст детей, вклю-
ченных в  исследование, составил 6,9±0,7  лет. 
Из социально-неблагополучных семей в основ-
ном были дети с  установленным диагнозом 
туберкулеза, при этом 40% (10) из социально-
дезадаптированных и 28% (7) из социопатиче-
ских (χ2=14,698, р=0,005), также чаще эти дети 
были из семейного 48% (12) (χ2=10,971, р=0,015) 
и бациллярного 56% (14) (χ2=11,338, р=0,013) 
очага туберкулеза. Среди детей из группы «Т» 
чаще регистрировали отягощенный аллер-
гологический анамнез 72,7%  (8) (χ2=16,331, 
р=0,001), частые респираторные заболевания 
54,5% (6) (χ2=9,737, р=0,027).

Среди детей из группы «ТБ» (14 мм; 10:18), 
уровень чувствительности к  туберкулину 
(ППД-Л) был достоверно выше, чем сре-
ди детей групп «Т» (9,8  мм; 7:13, р=0,016) 
и «НТ» (2,6 мм; 0:0, р=0,005). Результаты про-
бы Манту с  2 ТЕ ППД-Л, также достоверно 
различались в группах «Т» и «НТ» (р=0,042). 
Определяя чувствительность к  диаскинте-
сту, установили статистически значимые раз-
личия по  уровню ответа среди детей из  ис-
следуемых групп: «ТБ» (14,8  мм; 14:18), «Т» 
(1,5 мм; 0:0) и «НТ» (0 мм) (р<0,0001). Не было 
значимых различий по  уровню чувствитель-
ности к  диаскинтесту у  детей из  групп «Т» 
и «НТ» (р=0,385).

Оценивая иммуногенность специфических 
антигенов, установили высокий уровень про-
дукции ИФН-γ после индукции ППД-Л сре-
ди детей группы «ТБ» 661,9 пг/мл (159:1010), 
который статистически значимо отличался 
от показателей в группах «Т» 95 пг/мл (15,6:122, 
р=0,001) и «НТ» 29,6 пг/мл (0:0, р=0,014). При 
индукции гибридным белком (ЕSAT6-CFP10), 
также установили статистически значимые 
различия между показателями ИФН-γ детей 
из  группы «ТБ» 90 пг/мл (6:131) и  групп «Т» 
0,1 пг/мл (0:0, р=0,003), «НТ» 0 пг/мл (р=0,043) 
и  отсутствие различий между показателями 
в группах «Т» и «НТ». Полученные результаты 
индукции, свидетельствовали о  высокой ин-
формативности данных антигенов только для 
оценки активной туберкулезной инфекции. 
Уровень ИФН-γ после индукции белком ЕSAT6 
был выше среди детей группы «Т» 65,9 пг/мл 
(3,5:75) и  статистически значимо различался 
с показателями детей из групп «ТБ» 14,5 пг/мл 
(0:19, р=0,025) и  «НТ» 14 пг/мл (0:0, р=0,043), 
что подтверждало информативность ЕSAT6 
в качестве белка ранней стадии туберкулезной 
инфекции. Также установили высокий уро-
вень ИФН-γ после индукции белком Rv0577 
(CFP32B) у пациентов, инфицированных МБТ 
38,5 пг/мл (1:52,5), который статистически 
значимо не  различался от  показателей детей 
из групп «ТБ» 14,9 пг/мл (0:31, р=0,394) и «НТ» 
11 пг/мл (0:0, р>0,06). У пациентов из группы 
«ТБ» с  прогрессированием туберкулезного 
процесса показатель был ниже (2,6 пг/мл; 0:5), 
чем у  больных без прогрессирования заболе-
вания (21,5 пг/мл; 0:38), но статистически был 
не значим (р=0,200). Не установили корреляции 
между показателями ИФН-γ индуцированного 
Rv0577 (CFP32B) и ППД-Л (r=0,04), и также ги-
бридным белком ЕSAT6-CFP10 (r=  –0,05). При 
этом определялась прямая зависимость между 
уровнем ИФН-γ после индукции белком ЕSAT6 
и Rv0577 (CFP32B) (r=0,80).

Выводы. Таким образом, Rv0577 (CFP32B) 
можно рассматривать как белок ранней ста-
дии туберкулезной инфекции, но он малоин-
формативен в качестве специфического анти-
гена для оценки как латентной, так и активной 
туберкулезной инфекции у детей.
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With the purpose of an assessment of earlier studied MBT proteins in comparison with recently identi-
fi ed protein of micobacteria of Rv0577 (CFP32B) for the diagnostics of tuberculosis infection the research 
included 41 children up to 17 years. To all children the specifi c immunological research was carried out 
which included the defi nition of IFN-γ aft er the 72 h induction by specifi c antigens. Aft er the induction of 
Rv0577 (CFP32B) patients with the MBT had the IFN-γ indicator above that in children with tuberculosis 
(r=0,394) and those not infected with MBT (р>0,06), but these values did not reliably diff er. Correlation 
between the indicators of IFN-γ of the induced Rv0577 (CFP32B) and PPD-L (r=0,04), and also hybrid 
ESAT6-CFP10 protein (r= –0,05) was not established, at high correlation with an indicator aft er the in-
duction with early secreted ESAT6 protein (r=0,80). Th us, Rv0577 (CFP32B) can be considered as protein 
of an early stage of a tuberculosis infection, but it is low-informative as a specifi c antigen for an assessment 
of a latent and active tuberculosis infection.

В настоящее время, как в нашей стране, так 
и в мире имеет место существенная недооцен-
ка заболеваемости коклюшем [1]. В последние 
годы происходит так называемое «возвраще-
ние» коклюша в целом ряде стран мира: Эсто-

нии, США, Иране, Соединенном Королевстве, 
Испании и т. д. В 2007 г. Cortese с соавт. на осно-
ве анализа тематических публикаций из базы 
данных MEDLINE сделала вывод о  том, что 
реальная заболеваемость коклюшем в  США 
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Исследована возрастная иммуноструктура противококлюшного иммунитета у  детей 
до 17 лет (n=135) г. Перми при помощи агглютинационного теста и ИФА на антитела к ко-
клюшному токсину (КТ). Продемонстрирована низкая эффективность ИФА как метода 
серологического контроля противококлюшного иммунитета при использовании цель-
ноклеточной вакцины. У детей дошкольного возраста наблюдается снижение иммуните-
та к  коклюшу по  результатам реакции агглютинации. Возрастание титров антител к  КТ 
у старших школьников свидетельствует о скрытой циркуляции возбудителя в популяции.

Ключевые слова: коллективный иммунитет, коклюш, протективный титр антител.
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превышает данные официальной статисти-
ки более чем в  25 раз [2]. Кроме того, было 
продемонстрировано, что приблизительно 
в 20% случаев клинические признаки болезни 
не регистрируются в качестве основы для по-
становки диагноза коклюш. Один из ведущих 
мировых специалистов по  эпидемиологии 
и  вакцинопрофилактике коклюша J. Cherry 
высказал предположение, что текущая заболе-
ваемость может быть в 40-160 раз выше той, 
которая приводится в  официальных данных. 
По  его мнению, значительную долю больных 
составляют дети старшего возраста и  взрос-
лые, у  которых коклюш протекает бессим-
птомно, либо с нетипичной для коклюша кли-
нической картиной. Именно такие больные 
составляют источник для заражения не  вак-
цинированных детей. В ряде работ отмечает-
ся скрытая циркуляция возбудителя коклюша 
среди детей старшего возраста и взрослых.

Очевидно, что текущая заболеваемость ко-
клюшем в РФ 3,27 на 100 тыс. чел., приводи-
мая официальными источниками, является 
заниженной. Такого мнения придерживается 
В. К. Таточенко, назвавший коклюш «недоу-
правляемой инфекций». Он основывает свои 
выводы на  сравнении данных заболеваемости 
коклюшем в различных регионах: в Московской 
обл. и городе Санкт-Петербурге показатели за-
болеваемости значительно превышают обще-
российские, а в ряде регионов случаев коклюша 
не отмечено вовсе. Подобную противоречивую 
картину можно видеть и на примере отдельных 
областей. Так, в  Пермском крае в  2013 г. слу-
чаи коклюша были отмечены лишь в четырех 
районах. Причем в Горнозаводском районе за-
болеваемость составила 58 на 100. тыс. чел., что 
выше областного показателя в  48 раз! В  мас-
штабах страны Таточенко объясняет подобное 
явление разницей в  эффективности исполь-
зуемых методов диагностики. Наибольшие 
показатели заболеваемости характерны для 
Москвы и Санкт-Петербурга, где ¾ диагнозов 
верифицируются лабораторными методами, 
в частности ПЦР [1]. По данным Куровой с со-
авт. [3] 32% от всех зарегистрированных в по-
следнее десятилетие случаев коклюша в России 
приходится на Москву и Санкт-Петербург, где 
проживает лишь 10% всего населения страны.

Приведенные данные заставляют обратить 
пристальное внимание на систему оценки эф-
фективности вакцинопрофилактики коклюша. 
Показатели охвата детского населения привив-

ками против коклюша (>97% в большинстве ре-
гионов) не отражают состояние коллективного 
иммунитета к  коклюшной инфекции. Число 
серопозитивных по отношению к коклюшу лиц 
в настоящее время остается неприемлемо низ-
ким (<50%) в  целом ряде регионов. Контроль 
напряженности противококлюшного имму-
нитета производится преимущественно при 
помощи реакции агглютинации (РА) в  един-
ственной возрастной группе детей 3–4 лет [4]. 
Таким образом, информация о состоянии им-
мунитета к  инфекции среди детей дошколь-
ного и  школьного возраста является весьма 
скудной и  доступна она лишь из  нерегуляр-
ных исследований. Другой важной проблемой 
является использование ИФА для контроля 
противококлюшного иммунитета. В методиче-
ских указаниях [4] не регламентируется, какие 
иммуноферментные наборы должны исполь-
зоваться для анализа, а это является ключевым 
вопросом при серологических исследованиях. 
В  настоящее время согласно рекомендациям 
Всемирной Организации Здравоохранения 
корреляция титров антител с  защитой от  ко-
клюша показана лишь для РА. Протективный 
антиген или комплекс протективных антигенов 
для коклюшной инфекции не выявлен, нет еди-
ного мнения о защитном вкладе антител к тому 
или иному антигену. Вследствие этого встает 
вопрос о  корректности применения ИФА для 
контроля над противококлюшным иммуни-
тетом. Особенно важен он в свете имеющихся 
данных о  том, что спектр поствакцинальных 
антител к  различным антигенам коклюшного 
микроба (коклюшному токсину [КТ], пертак-
тину, филаментозному гемагглютинину) значи-
тельно различается при использовании разных 
цельноклеточных вакцин.

Целью работы являлась сравнительное ис-
следование возрастной структуры поствакци-
нального иммунитета у детей г. Перми при по-
мощи двух методов анализа: РА и ИФА.

Методы. Контингент. Из ГДКП № 5, г. Пер-
ми были получены 135 образцов сывороток 
венозной крови детей в  возрасте от  2 недель 
до 17 лет включительно. Все дети были вакци-
нированы цельноклеточными отечественны-
ми вакцинами АКДС или БУБО согласно На-
циональному календарю прививок и не имели 
диагноза «коклюш» в  анамнезе. Сыворотки 
крови хранили при температуре –20 °C.

Все дети, участвующие в  эксперименте, 
были разбиты на  6 возрастных групп: 2 не-
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дели – 3 месяца (предвакцинальная группа, 
«НВ»), 6 – 18 месяцев (3 дозы вакцины, «В»), 
18 месяцев – 3,5 года (1-2 года после ревакцина-
ции, «РВ-1»), 6,5 – 7,5 лет (5-6 лет после ревак-
цинации, «РВ-5»), 11,5 – 12,5 лет (10-11 лет после 
ревакцинации, «РВ-10»), 16 – 17 лет (15-16  лет 
после ревакцинации, «РВ-15»). Число детей 
в соответствующих группах было следующим: 
20, 15, 28, 27, 23 и 22.

Титры агглютининов измеряли при помощи 
набора производства «ЭКОЛАБ» (Россия). Ко-
личественно антитела к коклюшному токсину 
в ИФА определяли при помощи набора фирмы 
«Euroimmun» (Германия). Соответствующий 
набор был выбран, поскольку большинство 
авторов признает протективную роль антител 
к коклюшному токсину, к тому же он является 
единственным антигеном Bordetella pertussis, 
входящим в  состав всех ацеллюлярных ко-
клюшных вакцин.

Для каждой группы были рассчитаны сред-
ние геометрические титров (СГТ) гемагглюти-
нинов. Нулевые титры в ходе статистической 
обработки выражали как титр 1:5 (половина 
от  минимального предела детекции набора). 
В дальнейшем все полученные титры антител 
для удобства статистической обработки лога-
рифмировали по формуле  .

Данные по содержанию антител к КТ в воз-
растных группах охарактеризовали при помо-
щи методов описательной статистики. Сравне-
ние содержания антител в группах производили 
при помощи парного t-критерия Стьюдента 
и  U-теста Манна-Уитни. Статистическую об-
работку данных проводили в программе Ста-
тистика 10.0.

Результаты и обсуждение. Средние значения 
концентраций антител к КТ составили 13,4 (95% 
доверительный интервал: –1,8–28,8)  МЕ/ мл 
для группы «НВ», 4,7 (1,1–8,4) МЕ/ мл для груп-
пы «В», 3,2 (0,8–5,6) МЕ/мл для группы «РВ-1», 
3,5 (–1,4–8,5) МЕ/мл для группы «РВ-5», 33,9 
(10,3–57,5) МЕ/мл для группы «РВ-10», 22,3 
(6,6–38,1) МЕ/мл для группы «РВ-15». Группы 
сравнили попарно при помощи теста Манна-
Уитни, достоверное различие было проде-
монстрировано лишь между группами «РВ-5» 
и  «РВ-10», что соответствует дошкольному 
и  среднему школьному возрасту. Таким об-
разом, было продемонстрировано, что вак-
цинация и  ревакцинация цельноклеточной 
коклюшной вакциной не отразилась на уров-
не антител к коклюшному токсину у детей (от-

сутствие достоверных различий между груп-
пами «НВ», «В» и «РВ-1»).

По результатам РА для каждой исследо-
ванной группы были рассчитаны СГТ: в груп-
пе «Н» 1:9, в группе «В» 1:80, в группе «РВ-1» 
1:160, в  группе «РВ-5» 1:60, в  группе «РВ-10» 
1:114, в  группе «РВ-15» 1:80. После логариф-
мирования титров агглютининов нормальное 
распределение было получено во всех группах, 
кроме группы не вакцинированных детей. По-
следовательное сравнение титров антител 
в возрастных группах проводили при помощи 
теста Стьюдента, за  исключением сравнения 
групп «Н» и «В», для сравнения которых при-
менили критерий Манна-Уитни. Результаты 
сравнения упомянутых групп продемонстри-
ровали достоверные различия между титрами 
антител у не вакцинированных и вакциниро-
ванных детей, а также между группами «РВ-1» 
и  «РВ-5». Таким образом, вакцинация детей 
цельноклеточной вакциной приводит к досто-
верному увеличению уровня агглютининов, 
достоверное снижение титра происходит у де-
тей спустя 5 лет после ревакцинации.

Полученные результаты наглядно демон-
стрируют низкую эффективность использо-
вания ИФА к  КТ для контроля поствакци-
нального иммунитета в нашей стране, где для 
иммунизации применяется цельноклеточная 
коклюшная вакцина. Как уже было сказано, 
спектр антигенов, к которым вырабатываются 
антитела при вакцинации цельноклеточными 
вакцинами, различен. Он зависит от произво-
дителя вакцины, это обусловливает необхо-
димость проведения локальных исследований 
гуморального ответа на вакцины местных про-
изводителей. Данные для них могут разниться 
с  теми, что были получены для аналогичных 
вакцин в  других странах. Сравнение данных 
с результатами других исследований, в частно-
сти с  работой Куровой с  соавт. [3] свидетель-
ствует о важности выбора набора для постанов-
ки ИФА на антитела к коклюшу. В упомянутой 
работе было продемонстрировано достоверное 
увеличение противококлюшных антител после 
вакцинации при помощи ИФА-теста на антите-
ла к смеси КТ и ФГА. Это вполне соответствует 
данным, о том, что цельноклеточные коклюш-
ные вакцины способствуют выработке анти-
тел к ФГА и фимбриям в большей степени, чем 
к КТ. На первый взгляд применение подобных 
наборов в  таком случае может быть оправда-
но, однако неспособность их оценить уровень 
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защищенности обесценивает полученные при 
их помощи данные об  уровне антител. В  на-
стоящее время РА остается единственным по-
казательным инструментом исследования про-
тивококлюшных антител при использовании 
цельноклеточных вакцин.

Результаты работы заставляют помимо 
всего прочего обратить внимание на  сниже-
ние титров агглютининов у детей дошкольного 
возраста и  увеличение концентрации антител 
к КТ в  группах школьников. Эти данные сви-
детельствуют об угасании противококлюшного 
иммунитета и подтверждают наличие скрытой 
циркуляции возбудителя среди школьников. 
В  этой ситуации логичным выглядит приня-
тие мер по снижению заболеваемости школь-
ников, например введением в Национальный 
календарь прививок дополнительной дозы 
вакцины, на  этот раз уже бесклеточной  [1], 

а  также усиление контроля за  состоянием 
противококлюшного иммунитета у  детей 
дошкольного возраста (6–7 лет) и  старших 
школьников.
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Age-specifi c immunostructure of anti-pertussis immunity was analyzed in the city of Perm in children 
up to 17 years (n=135) using agglutination test and IEA for antibodies to pertussis toxin (PT). Low IFA 
effi  cacy as a method for serological control of anti-pertussis immunity in immunization with whole cell 
vaccine was demonstrated. As a result of agglutination test children of preschool age demonstrated the 
decrease in immunity to pertussis. Elevation of antibody titers against pertussis toxin observed in elder 
pupils evidences for latent pathogen circulation in population.

ДИАГНОСТИКА ПИЩЕВОЙ ГИПЕРЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ, 

ОПОСРЕДОВАННОЙ ИММУНОПАТОЛОГИЧЕСКИМИ 

РЕАКЦИЯМИ III ТИПА
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1Клиника ImmunoHeath, Нью-Йорк, США; ² МГУ, Москва, ³ СибГМУ, Томск, Россия

Предложен новый методологический подход к  обработке и  интерпретации данных 
от многокомпонентного ELISA IgG. Показана корректная возможность определения кри-
терия «норма-патология» на основе исследования вида функции распределения плотности 
вероятности «IgG иммунных откликов» в «IgG иммунном ответе». Показана возможность 
унифицированной диагностики специфической гиперчувствительности III типа у пациен-
тов с различными уровнями «пищевой дезадаптации» и симптомов патологических реак-
ций на пищевые антигены.

Ключевые слова: иммуноферментный анализ, иммуноглобулин G, иммунопатологиче-
ские реакции III типа, пищевая дезадаптация.
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В последние годы отмечается возросший 
научный и  клинический интерес к  IgE-не-
зависимой пищевой гиперчувствительности, 
опосредованной иммунопатологическим ре-
акциями III типа. Актуализируется роль кон-
троля иммунной системы в  обеспечении то-
лерантности на  пищевые антигены и  судьба 
иммунных комплексов в  составе пищевого 
антигена со специфическими IgG1, IgG2, IgG3 
антителами. Становится принципиальной 
проблема пересмотра особенностей патогене-
за заболеваний, опосредованных иммунопа-
тологическими реакциями III типа, с призна-
нием участия иммунокомплексной пищевой 
антигенной нагрузки.

Целью настоящей работы является обо-
снование корректного подхода к  решению 
проблемы диагностики IgE-независимой пи-
щевой гиперчувствительности, опосредован-
ной иммунопатологическими реакциями III 
типа, на основе строгого рассмотрения физи-
ческой модели эксперимента с базовым тестом 
ELISA IgG [1,2].

Мы предполагаем, что изменение концен-
трации специфических IgG можно описывать 
как иммунный ответа организма при периоди-
ческом попадании антигена в организм или при 
постоянной антигенной нагрузке, изменяю-
щейся во времени. Основным отличием ELISA 
IgG от  аналогичных тестов, является прин-
цип формирования тест системы с  набором 
пищевых антигенов, который в  тест-системе 
для ELISA IgG содержит представительную 
выборку пищевых антигенов размером N, 
полученную из  генеральной совокупности 
антигенов размером N0, характеризующей 
конкретную пищевую среду. Физически, тест 
ELISA IgG является априорно многокомпо-
нентным тестом и  представляет собой набор 
из N «элементарных» (ИФА) n тестов от N (1 ≤ 
n ≤ N) лунок тест-системы, где N – количество 
тестируемых антигенов, равное размеру пред-
ставительной выборки. Корректный подход 
к  обработке данных эксперимента основан 
на  предположении, что реакция на  каждый 
n-й антиген независима от другого и скорость 
выработки антител к  каждому антигену по-
стоянна и  не  отличается в  пределах экспери-
мента. Результат теста, вследствие детерми-
нированности набора тестируемых пищевых 
антигенов, состоящий из  связанных между 
собой логикой формирования тест системы 
«(IgGi) n иммунных откликов» (n– индекс ан-

тигена, i-индекс специфического G антитела), 
должен рассматриваться как цельный персо-
нифицированный «(IgGi) n иммунный ответ». 
Результат представляет собой интегральную 
ответную реакцию иммунной системы чело-
века, отождествляемую с  результатом взаи-
модействия in vitro сыворотки крови с N раз-
личными антигенами. Каждый элементарный 
«(IgGi) n иммунный отклик», определяемый 
в  эксперименте с  ИФА через величину опти-
ческой плотности для п-й лунки тест систе-
мы, пропорционален не общей концентрации 
IgG, а  концентрации специфических к  n–му 
антигену-(АГ)n антител-(АТ)i в  составе им-
мунных комплексов, образованных на  базе 
прореагировавших пар «(АГ)n – «(АТ)i» [3]. 
Именно величина концентрации специфиче-
ских антител (IgG) i в составе иммунных ком-
плексов, а не величина концентрации общего 
IgG, является измеряемой величиной в  диа-
гностике иммунопатологических реакций III 
типа на основе ELISA IgG. При этом концен-
трация общих IgG в образце сыворотки крови 
конкретного пациента, может варьироваться 
в широком диапазоне величин [4].

Методология эксперимента с ELISA IgG ба-
зируется на априорном предположении о кор-
реляции величины измеряемой концентрации 
специфических антител (IgG)i с  уровнем ги-
перчувствительности III типа к  тестируемо-
му n-му антигену. На  основании теории ста-
тистических методов обработки результатов 
экспериментов, предложена физически и  ма-
тематически корректная методология нахож-
дения критерия «норма-патология» на основе 
исследования вида функции распределения 
плотности вероятности (ФРПВ) «(IgGi)n им-
мунных откликов» по шкале измерений [5].

Характерная структура ФРПВ «(IgGi)n им-
мунных откликов», полученная при тестиро-
вании представительной выборки пациентов 
с  различными типами тест-систем, позволя-
ет предположить, что иммунная система че-
ловека в  подавляющем большинстве случаев 
относительно слабо реагирует на  различие 
в  физико-химических и  «аллергенных» свой-
ствах большинства пищевых антигенов из то-
лерантной пищевой среды обитания. Этот, 
статистически достоверно регистрируемый 
эффект, проявляется в  виде наличия сплош-
ной части спектра ФРПВ «(IgGi)n иммунных 
откликов», сосредоточенной в  области ма-
лых значений амплитуд иммунных реакций. 
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И  только ряд пищевых антигенов вызывает 
строго персонифицированные аномальные 
реакции, проявляющиеся в  виде дискретных 
аномальных откликов в  спектре ФРПВ, рас-
средоточенных по всей шкале измерений.

Эта закономерность наблюдается для лю-
бых типов тест систем ELISA IgG с различным, 
методологически корректно составленным, 
статистически представительным набором 
пищевых антигенов. Определение критерия 
«норма–патология» и  нахождение «продук-
тов- антагонистов» сводится при этом к  вы-
явлению совокупности антигенов, «образую-
щих» ансамбль дискретных откликов ФРПВ, 
или аномальную область вариационного ряда 
«(IgGi) n иммунных откликов», которая всегда 
адекватно соответствует области с  аномаль-
ными дискретами в ФРПВ [1,2].

Нахождение списка «продуктов-антагонис-
тов» по  результатам ELISA IgG, является 
необходимым, но  недостаточным критери-
ем построения корректной и  эффективной 
«элиминационой диеты». Последующим и  до-
статочным критерием является выявление 
персонифицированных «кластеров пищевой 
интолерантности» пациента, определяющих 
конкретный характер гиперчувствительно-
сти III типа. Анализ подобных «кластеров» дает 
возможность обосновать персонифицирован-
ную «элиминационную диету» и ввести режим 
«антигенного щажения» на  период естествен-
ного катаболизма специфических IgG (до 3-4х 
месяцев). Профессионально подготовленный 
врач должен сопоставить результаты тестов, 
и  в  наблюдаемый период пациента вернуть 
в адаптивную пищевую среду.

Исследование динамики ФРПВ для пациен-
тов с  различными симптомами заболеваний, 
ассоциированных с  иммунопатологическими 
реакциями III типа, показало, что спектр ФРПВ 
с  минимальным количеством аномальных от-
кликов характерен для пациентов с минималь-
ным уровнем воспаления III типа. Сопоставле-
ние вида ФРПВ с анамнезами представительной 
выборки пациентов, позволило предположить 
существование статистически достоверной кор-
реляции между степенью диссипации сплошно-
го спектра в ФРПВ и степенью выраженности 
воспаления III типа у  конкретного пациента 
к  тестируемому набору пищевых антигенов. 
На основании исследования представительной 
выборки результатов тестирования ELISA IgG 
были сделаны следующие выводы:

1. вид ФРПВ «(IgGi)n иммунных откликов», 
или соответствующего ей ранжированного 
ряда вариантов «(IgGi)n иммунных откликов», 
уникален и персонифицирован для каждой им-
мунной системы конкретного человека;

2. содержит необходимую и  достаточную 
информацию для физически и  математически 
корректного определения критерия «норма-па-
тология» и может играть роль специфического 
маркера степени выраженности гиперчувстви-
тельности III типа по IgG признаку;

3. исследование отдельных «(IgGi)n иммун-
ных откликов» или их комбинаций вне «(IgGi) n 
иммунного ответа», внесение артефактных ре-
ферентных значений, «зональных моделей», или 
искусственно вводимых уровней селекции для 
определения критерия «норма-патология», бес-
смысленно с физической точки зрения, некор-
ректно с  математической и  может приводить 
к  существенным ошибкам в  определении пер-
сонифицированного набора «продуктов-анта-
гонистов» и составлении эффективной «элими-
национной диеты» по результатам ELISA IgG.

Таким образом, использование предложен-
ной методологии в  обосновании «элиминаци-
онной диеты», с  клинической точки зрения, 
позволяет существенно снизить или элими-
нировать избыточную антигенную нагрузку 
на иммунную систему и сформировать щадя-
щий персонифицированной режим, способ-
ствующей восстановлению иммунологиче-
ского гомеостаза. Предлагаемая физическая 
модель эксперимента с  многокомпонентным 
ELISA (IgGi)n» и  методологический подход 
к  обработке данных могут служить основой 
для унифицированной корректной диагности-
ки гиперчувствительности III типа к пищевым 
антигенам вне зависимости от концентрации 
общих IgG в момент проведения измерений.
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DIAGNOSIS OF FOOD HYPERSENSITIVITY MEDIATED THROUGH TYPE 

III IMMUNOPATHOLOGICAL REACTIONS

1Rosenstein A. Z., 1Rosenstein M. Yu., ²Kondakov S. E., ³Cherevko N. A.

1ImmunoHeath Clinic, New York, USA; ²Moscow State University, Moscow, ³SSMU, Tomsk, Russia

A new methodological approach to processing and interpretation of multicomponent ELISA IgG data 
is presented. Th e possibility of determining the correct criterion of “norm-pathology” based on a study 
of the form of the distribution function of the probability density of «IgG immune responses” in «IgG 
immune reaction” is demonstrated. Th e possibility of a unifi ed diagnostics of a specifi c type III hypersen-
sitivity in patients with diff erent levels of “food disadaptation” and symptoms of pathological reactions to 
food antigens is shown.

По современным представлениям имму-
нопатологические реакции III типа (гипер-
чувствительность III типа) развиваются к ан-
тигенам недорасщепленных до  мономеров 
пищевых белков, в случаях их активного транс-
цитоза на фоне высокой проницаемости эпи-
телиального барьера кишечника. Реакции III 
типа являются частью защитных реакций им-
мунной системы, поддерживающих элимина-
цию антигена любого происхождения в соста-
ве иммунных комплексов cо специфическими 
антителами субклассов IgG. В ситуации, когда 
некое критическое количество пищевых анти-
генов попадает в кровь постоянно, концентра-
ция образующихся циркулирующих и  фик-
сированных иммунных комплексов может 
достигать уровня, при котором физиологиче-

ские системы выведения не справляются с из-
быточной антигенной нагрузкой. В результате 
возникает хроническая рециркуляция средне – 
и низкомолекулярных иммунных комплексов, 
которые фиксируются посредством специфи-
ческих FcR к IgG на клетках тканей – мишеней 
и могут вызывать локальные воспалительные 
процессы, являющиеся потенциальной при-
чиной возникновения ряда системных хро-
нических иммунокомплексных заболеваний, 
связанных с  поражением сосудов, суставов, 
паренхиматозных органов, тканей нервной 
системы, кожи.

Эффективным методом снятия избыточ-
ной антигенной пищевой нагрузки является 
обоснованная «элиминационная диета», по-
строенная по результатам теста ELISA IgG [1] 

ДИНАМИКА СПЕЦИФИЧЕСКИХ IgG К ПИЩЕВЫМ 

АНТИГЕНАМ, КАК ПЕРСОНИФИЦИРОВАННЫЙ МАРКЕР 

СОСТОЯНИЯ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ ЧЕЛОВЕКА

 Розенштейн М. Ю.1,  Розенштейн А. З.1,  Кондаков С. Э.2, 

 Черевко Н. А.3

1Клиника ImmunoHeath, Нью-Йорк, США;² МГУ, Москва, ³ СибГМУ, Томск, Россия

Выявлены статистически достоверные закономерности в  динамике специфических 
«(IgGi)n иммунных ответах» до  и  после «элиминационной диеты», позволяющие нахо-
дить корреляции между характеристиками специфических «(IgGi)n иммунных ответов» 
и  клиническо-иммунологической эффективностью лечения «элиминационной диетой». 
Предложен новый подход в  оценке иммунореабилитации и  обосновании персонифици-
рованной «элиминационной диеты», как метода антигенной разгрузки в лечение ряда за-
болеваний, обусловленных иммунопатологическими реакциями III типа.

Ключевые слова: иммунопатологические реакции III типа, ELISA IgG, элиминационная 
диета, гиперчувствительность III типа.
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и  предполагающая персонифицированное 
исключение ряда «продуктов-антагонистов» 
из  рациона пациента [2]. Однако до  на-
стоящего времени не  существовало мето-
дологического инструмента, позволяющего 
количественно и  качественно оценить кли-
нико-иммунологическую эффективность на-
значаемой персонифицированной «элимина-
ционной диеты».

Цель настоящей работы: поиск и  обосно-
вание статистических корреляций в  дина-
мике «IgG иммунных ответов» на  пищевые 
антигены, позволяющих оценить клинико-
иммунологическую эффективность «элими-
национной диеты», составленной на  основе 
результатов многокомпонентного ELISA IgG.

Для проведения исследований была взя-
та статистически представительная выборка 
динамических результатов тестов пациентов 
(М >>1000) в РФ, США и ЕС различных этни-
ческих групп, полов и возрастных категорий, 
соблюдающих принципы рекомендованной 
«элиминационной диеты» в течение 4-х меся-
цев. По результатам первичного и повторного 
тестирования, был проведен статистический 
сравнительный анализ следующих характери-
стик «(IgGi)n иммунных ответов» до  и  после 
«элиминационной диеты»:
-  дискретных вариационных рядов специфи-

ческих «(IgGi)n иммунных откликов», полу-
ченных при первичном и  вторичном тести-
ровании,

-  графических образов «(IgGi)n иммунных от-
ветов», представленных в  виде огибающих 
вариационных рядов «(IgGi)n иммунных 
откликов», совмещенных на  одном графике 
в  координатах «индекс продукта  – (IgGi)n 
иммунный отклик»,

-  графических образов «(IgGi)n иммунных 
ответов», представленных в  виде функ-
ций распределения плотности вероятно-
сти (ФРПВ) «(IgGi)n иммунных откликов» 
по  шкале измерения в  координатах «вели-
чина ФРПВ – амплитуда иммунного откли-
ка» (n – индекс антигена, i – индекс специ-
фического G антитела).

Анализ характерных и  типичных резуль-
татов подобных сравнений для представи-
тельной статистической выборки повторных 
ELISA IgG тестов, позволил разработать сле-
дующие методологические приемы оценки 
эффективности используемой «элиминацион-
ной диеты»:

1. совмещение в  одной системе координат 
«продукт-отклик» двух дискретных вариаци-
онных рядов специфических «(IgGi)n иммун-
ных откликов», полученных при первичном 
и  вторичном тестировании, позволяет от-
четливо проследить динамику реакции ор-
ганизма на  тестируемые пищевые антигены, 
вызывающие аномально высокие реакции им-
мунной системы до и после периода строгого 
соблюдения четырехмесячной «элиминацион-
ной диеты».

Статистически достоверно наблюдаемое 
исчезновение ряда «(IgGi)n иммунных от-
кликов» с аномально высокими амплитудами 
реакций после 4-х месяцев строгой «элими-
национной диеты», можно связать со  сняти-
ем иммунокомплексной стресс-реакции, обу-
словленной соответствующими пищевыми 
антигенами. Наоборот, устойчивое сохране-
ние характерных «(IgGi)n иммунных откли-
ков», несмотря на соблюдение «элиминацион-
ной диеты», отражает гастроинтестинальные 
иммуннокомплексные реакции воспаления, 
связанные вероятно с  генетическими реали-
зованными проявлениями ферментопатий. 
Необходимо отметить, что при подобной ди-
намике, использование принципов ротацион-
ной диеты [3], не просто бесполезно, но может 
приводить к негативным эффектам, что часто 
и наблюдается в клинической практике.

2. Сравнение графических образов «(IgGi) n 
иммунных ответов», представленных в  виде 
огибающих вариационных рядов «(IgGi)n 
иммунных откликов» или ФРПВ «(IgGi)n им-
мунных откликов» позволяет качественно 
и  количественно оценивать изменение сум-
марного (для всех тестируемых антигенов) 
уровня концентраций специфических (IgGi) 
в  кровотоке после 4х месячного соблюде-
ния «элиминационной диеты». Это измене-
ние выражается в  уменьшении площади под 
огибающей «(IgGi) n иммунного ответа» по-
сле «элиминационной диеты» по  сравнению 
с первичным тестом.

Подобное сравнение является наиболее ин-
формативным инструментом исследования 
эффективности «элиминационной диеты».

3. Сравнение вида графических образов 
«(IgGi)n иммунных ответов» представляемых 
в  виде ФРПВ «(IgGi)n иммунных откликов», 
после «элиминационной диеты» по  сравне-
нию с  первичным тестом, позволяет просле-
дить как уменьшение количества аномальных 
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дискретных «(IgGi)n иммунных откликов» 
при повторном тестировании по  сравнению 
с  первичным, так и  появление сплошной ча-
сти спектра, расположенной в области малых 
значений амплитуд иммунных реакций.

Таким образом, оценка в динамике 4-х ме-
сячного соблюдения персонифицированной 
«элиминационной диеты» в сочетании с кон-
трольными исследованиями позволяют сде-
лать следующие основные выводы:

1. динамика изменения вида распределения 
частот специфических «(IgGi)n иммунных от-
кликов» от диссипированного спектра к сплош-
ному, отражает клинико-иммунологическую 
эффективность применения персонифици-
рованной «элиминационной диеты» и период 
реабилитации в результате снижения антиген-
ной нагрузки в иммунной системе со стороны 
тестируемого набора пищевых антигенов;

2. диссипация спектра частот в  ФРПВ 
специфических «(IgGi)n иммунных откли-
ков» является признаком сохраняющегося 
иммунокомплексного воспаления, связанного 
вероятно с  генетическими реализованными 
проявлениями ферментопатий к  тестируемо-
му набору пищевых антигенов;

3. полученные статистически достоверные 
результаты, показывающие «восстановление» 

сплошной части спектра в  ФРПВ специфиче-
ских «(IgGi)n иммунных откликов» после кли-
нически успешного периода строгой «элими-
национной диеты», позволяют рассматривать 
характерный графический образ ФРПВ, как до-
стоверный маркер состояния реактивности им-
мунной системы индивида по IgG признаку;

4. использование в  клинической практике 
данной физической модели обработки и  ин-
терпретации результатов ELISA IgG и  мето-
дологии сравнительного анализа графических 
образов специфических «(IgGi) n иммунных 
ответов» может стать объективным критери-
ем оценок иммунореабилитации и  клинико-
иммунологической эффективности соблюде-
ния персонифицированной «элиминационной 
диеты» в заболеваниях, обусловленных имму-
нопатологическими реакциями III типа.
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Statistically signifi cant patterns in the dynamics of specifi c «(IgGi) n immune response” before and 
aft er “elimination diet” have been detected, allowing us to fi nd correlations between the characteristics of 
the specifi c «(IgGi) n immune responses” and the clinical and immunological eff ectiveness of treatment 
utilizing the “elimination diet”. A new approach to the evaluation and justifi cation of immunorehabilita-
tion based on personalized “elimination diet” as a method of antigen-unloading treatment of a number of 
diseases caused by type III immunological reactions is suggested.
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В определённых условиях условно-пато-
генные энтеробактерии (УПЭ) приобретают 
существенное этиологическое значение, яв-
ляясь нередко причиной острых кишечных 
инфекций, бактериурии, бактериемии, ин-
фекций мочевыводящих органов и т. д. Кроме 
того, УПЭ способны вызывать патологиче-
ские процессы у  людей с  нарушениями нор-
мальной резистентности организма, играя 
роль возбудителей вне- и внутрибольничных 
инфекционных осложнений у  ослабленных 
и  тяжёлобольных, что связано проявлением 
потенциальных факторов патогенности, и мо-
жет стать причиной возникновения различ-
ных нозологических форм заболеваний, в том 
числе и у детей раннего возраста [1, 4, 5].

При проведении микробиологических ис-
следований клинического материала различ-
ного происхождения бактериологическую 
службу и  клиницистов интересуют скорость 
получения результата, с  выделением и  иден-
тификацией культур, что является важным 
компонентом для начала своевременной этио-
тропной терапии [4].

В связи с этим разработка современных им-
мунобиологических препаратов для ускоренной 
идентификации УПЭ, в  частности, клебсиелл, 
является актуальной задачей для практическо-
го здравоохранения. В связи с отсутствием осо-
бенностей клинической картины заболеваний, 

вызываемых УПЭ, правильный и своевремен-
ный диагноз клебсиеллёзной инфекции может 
быть поставлен только на основании бактерио-
логической диагностики [2, 3, 5]. К  питатель-
ным средам для выделения клебсиелл относятся 
дифференциально-диагностические питатель-
ные среды, в  которых заложен принцип фер-
ментации лактозы или инозита [4, 5]. Однако 
для определения принадлежности выделенных 
культур к  клебсиеллам необходима постанов-
ка целого ряда подтверждающих тестов [2, 3], 
а, следовательно, это потребует значительного 
времени (от 3-х до 5-ти суток).

Целью настоящего исследования было 
получение питательной среды для ускорен-
ной диагностики клебсиеллёзной инфекции 
на основе выявления внутриклеточного видо-
специфического фермента клебсиелл.

В работе использовали отечественные су-
хие питательные среды и основы (НПО «Пи-
тательные среды» г. Махачкала): питательный 
агар (СПА), панкреатический гидролизат ка-
зеина (ПГК), пептон из  сои, экстракт кормо-
вых дрожжей (ЭКД), а  также парааминобен-
зойная кислота (ПАБК), глюкоза, индикатор 
бромтимоловый синий, трис-буфер, натрий 
углекислый, бриллиантовая зелень и 5-амино-
салициловая кислота (5-АСК).

Для контроля качества среды использова-
ли музейные культуры, полученные из ФГУП 

ПРЕПАРАТ ДЛЯ УСКОРЕННОЙ ДИАГНОСТИКИ 

ИНФЕКЦИЙ, ВЫЗВАННЫХ ЭНТЕРОБАКТЕРИЯМИ 

НА ОСНОВЕ ВЫЯВЛЕНИЯ ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО 

ФЕРМЕНТА У КЛЕБСИЕЛЛ

 Саидова П. С.,  Омарова С. М.,  Горелова В. Г.,  Алиева А. И., 

 Исаева Р. И.,  Алиева С. Ф.

Дагестанская государственная медицинская академия, Махачкала, Россия

Разработан препарат для ускоренной диагностики клебсиеллёзной инфекции на основе 
выявления внутриклеточного видоспецифического фермента потенциально патогенных 
для человека клебсиелл: 5-аминосалицилат-декарбоксилазы. Состав предлагаемой среды 
позволяет обеспечить высокую чувствительность препарата и дифференцирующие свой-
ства в  сравнении с  известными традиционными средами. Выделение и  идентификация 
клебсиелл на предлагаемой среде осуществляется в один этап, что существенно сокращает 
сроки постановки диагноза.

Ключевые слова: инфекции, условно-патогенные энтеробактерии, питательная среда.
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ГИСК имени А. А. Тарасевича. Физико-хими-
ческие и  биологические свойства препарата 
определяли в  соответствии с  МУК (М.,1980; 
М.,1977) для контроля качества разрабатывае-
мых питательных сред.

В процессе конструирования питательной 
среды изучали три варианта питательного 
агара: на  панкреатическом гидролизате ка-
спийской кильки (СПА), на  соевом пептоне 
и  на  панкреатическом гидролизате казеина 
(ПГК). Все три варианта питательного агара 
по содержанию аминного азота (100±10мг%), 
хлоридов (0,6±0,1мг%) и  прочности студня 
(320±20г) были идентичны. Тем не менее, рост 
тест-штаммов на них через 20-24 ч инкубации 
при (37±1)°С отличался.

Лучший рост отмечался при посеве штам-
мов K. pneumoniae на образце с СПА, который 
и был выбран в качестве питательной основы 
конструируемого препарата. Для выявления 
фермента 5-аминосалицилатдекарбоксилазы 
клебсиелл, в состав среды ввели 5-АСК, а для 
дифференциации клебсиелл – от других УПЭ, 
не расщепляющих 5-АСК. Селективные свой-
ства среды обеспечили введением в  состав 
бриллиантовой зелени. С целью стимулирова-
ния роста тест-штаммов K. pneumoniae в среду 
ввели ПАБК и ЭКД.

Сравнительная характеристика диффе-
ренцирующих свойств питательных сред для 
выделения и идентификации клебсиелл пока-
зала, что на средах Эндо и инозит агаре диф-
ференцировать колонии клебсиелл от других 

УПЭ не  возможно из-за сходства окраски 
(красные – на среде Эндо и жёлтые – на ино-
зит агаре). На предлагаемой среде только клеб-
сиеллы формировали колонии коричневого 
цвета с  коричневым преципитатом вокруг, 
что является следствием расщепления 5-АСК 
5-аминосалицилатдекарбоксилазой клебсиелл 
с  образованием пара-аминофенола, который 
под действием кислорода воздуха образует 
полимер коричневого цвета. Следовательно, 
в  дальнейшей идентификации клебсиелл не-
обходимости не было, в то время как подозри-
тельные на клебсиеллы колонии, выделенные 
на средах Эндо и инозит-агаре, требовали по-
становки ряда подтверждающих тестов. Пред-
лагаемая среда позволяет идентифицировать 
патогенные для человека клебсиеллы одновре-
менно с их выделением, т. е. в один этап.

Таким образом, использование предлагае-
мой среды позволит ускорить диагностику 
клебсиеллёзной инфекции и  сократит время 
на исследование.
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PREPARATION FOR THE RAPID DIAGNOSTICS OF INFECTIONS 

CAUSED BY ENTEROBACTERIA ON THE BASIS OF THE IDENTIFICATION 

OF INTRACELLULAR ENZYME FROM KLEBSIELLA

Saidova P. S., Omarova S. M., Gorelova V. G., Alieva A. I., 

Isayeva R. I., Alieva S. F.

Dagestan State Medical Academy, Makhachkala, Russia

For the rapid diagnostics of Klebsiella infection the preparation was developed that identifi es the 
species-specifi c intracellular enzyme potentially pathogenic for human Klebsiella that is 5-aminosalicy-
late decarboxylase. Th e composition of the proposed medium enables high sensitivity and diff erentiating 
properties of the preparation in comparison with known conventional fl uids. Isolation and identifi cation 
of Klebsiella in the proposed environment is carried out in one step, which signifi cantly reduces the time 
of diagnostics.
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Актуальность и  цель работы. ВГЧ-6 типа 
является серьезным претендентом на  роль 
этиологического агента ряда неврологиче-
ских заболеваний, таких как фебрильные су-
дороги, рассеянный склероз и  ВГЧ-6-ассо-
циированные менингиты и  энцефалиты [1]. 
Активное изучение вируса ведется в  онколо-
гии, так как известны случаи нозофарингеаль-
ных карцином и рака шейки матки, где кофак-
тором выступает ВГЧ-6 [2].

Роль ВГЧ-6 в  возникновении глазной па-
тологии только начинает изучаться. Одним 
из  важных вопросов является адекватная 
оценка результатов общепринятых диагно-
стических методов – ПЦР (определение ДНК 
возбудителя) и  ИФА (выявление антител  – 
маркеров хронической и активной инфекции) 
применительно к заболеваниям глаз.

Цель работы  – cеродиагностика и  ПЦР-
исследование крови на ВГЧ-6 при разных кли-
нических формах офтальмопатологии.

Материалы и  методы. Всего обследовано 
159 человек (86 мужчин и 73 женщины, в воз-
расте от 4 до 82 лет). Распределение по клини-

ческим формам: язвы роговицы – 59 чел, в т. ч. 
центральные – 45; бельмо роговицы – 25  чел.; 
болезнь кератотрансплантата – 13 чел.; увеи-
ты – 55 чел., в т. ч. кератоувеиты – 3, передние – 
43, периферические – 9; травмы глаза – 7 чел. 
Материалом исследования служила кровь 
(n=159).

ПЦР в  реальном времени проводили 
146 пациентам (система CFX96TM в комплек-
се с  термоциклером C1000). Для выделения 
ДНК из  биоматериала использовали тест-
систему РеалБест ДНК-экстракция (кровь). 
Для определения ДНК вируса использовалась 
тест-система РеалБест ДНК ВГЧ-6 («Вектор-
Бест», Россия). Часть материала исследова-
лась на  базе лаборатории молекулярной диа-
гностики «Института молекулярной генетики 
РАН» (зав. лаб. – к. м.н. В. В. Демкин). ДНК вы-
деляли с использованием набора ДНК-сорб-В 
(AmpliSens, ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзо-
ра, РФ) согласно инструкции производителя.

Серологическая диагностика с  помощью 
иммуноферментного анализа (ИФА) была 
проведена 110 пациентам в  сыворотке крови 

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ВПГ6-ИНФЕКЦИИ 

ПРИ РАЗНЫХ КЛИНИЧЕСКИХ ФОРМАХ 

ОФТАЛЬМОПАТОЛОГИИ
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С целью изучения роли ВГЧ-6 в развитии заболеваний глаз проведено ПЦР-исследование 
(146) и серологическая диагностика крови на наличие маркеров хронической (IgG-антитела, 
110) и активной инфекции (IgM-антитела, 40) ВГЧ-6. Установлено, что ВГЧ-6 типа может 
выявляться у пациентов с разными клиническими формами заболевания глаз как в хро-
нической, так и в активной форме инфекции, а ДНК вируса обнаруживаться в крови. По-
лученные данные позволяют предположить, что комплексное лабораторное обследование 
(серологическая диагностика и  ПЦР) на  разные, в  том числе малоизученные офтальмо-
тропные инфекции (в частности – ВГЧ-6 типа), является неотъемлемым этапом постанов-
ки правильного диагноза офтальмологическим больным.

Ключевые слова: вирус герпеса человека 6 типа, заболевания глаз, кровь, полимеразная 
цепная реакция, серологическая диагностика.
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(СК): определялись маркеры хронической ин-
фекции – IgG-антитела (тест-системы «Вектор 
Бест», Россия). Маркеры активной инфекции 
(IgM-антитела) определялись в СК у 40 паци-
ентов (тест-системы «Vidia», Чехия).

Параллельное одновременное исследова-
ние крови на  наличие серологических мар-
керов (IgG-антитела, IgM-антитела) и  ДНК 
вируса было проведено 40 пациентам. Ста-
тистическая обработка полученных данных 
проведена по  системе «BIOSTATD-1998» 
(описательная статистика, критерии χ 2, Фи-
шера и Стъюдента).

Результаты. Серологическое исследование 
показало, что маркеры хронической инфек-
ции (IgG-антитела) были обнаружены у 68,5% 
обследованных (74 из 108), IgM-антитела вы-
явились у  трети пациентов (32,5%; 13 из  40). 
ДНК вируса была обнаружена только у 20,5% 
больных (30 из 146).

Результаты комплексного исследования 
(серодиагностика и  ПЦР) крови показали, 
что положительными хотя  бы на  один тест 
оказались 90% (36 из  40) обследованных; 
свободными от  инфекции  – только 10% па-
циентов (4 из  40). Наиболее часто выявля-
лись IgG-антитела  – маркеры хронической 
инфицированности (29 из 40 случаев, 72,5%); 
ДНК ВГЧ-6 в  крови была обнаружена у  18 
из 40 больных (45%); маркеры активной инфек-
ции (Ig M-антитела) – у трети обследованных 
(13 из  40; 32,5%). Положительными по  всем 
трем тестам (IgG, IgM-антитела и ДНК) оказа-
лись только 5 из 40 пациентов (12,5%)

Дифференцированный анализ результатов 
исследования крови показал, что половина 
обследованных пациентов (20 из 40; 50%) име-
ли в крови серологические маркеры хрониче-
ской инфекции (IgG-антитела), при этом часть 
из них (8 из 40, 20%), на фоне вирусемии (ДНК). 
Маркеры активации хронической инфекции 
(IgG, IgM-антитела) были обнаружены у 9 из 40 
обследованных (22,5%). Признаки первичного 
инфицирования (только IgM-антитела) встре-
чались вдвое реже  – в  4 из  40 случаев (10%). 
Следует отметить, что маркеры первичной ак-
тивной инфекции (IgM-антитела) выявлялись 
с одинаковой частотой независимо от наличия 
или отсутствия ДНК в крови.

В результате исследования выяснилось, что 
маркеры инфицированности ВГЧ-6 в  разных 
сочетаниях встречались во  всех нозологиче-
ских группах. Пациенты с  патологией сосу-
дистой оболочки глаза (увеитами различного 
генеза) в 7 из 12 случаев (58,3%) имели в крови 
маркеры хронической инфекции (IgG -антите-
ла). Обращает внимание то, что больные с рев-
матоидными увеитами на  фоне вирусемии 
(ДНК в крови была обнаружена у всех 7 паци-
ентов) в 57,1% случаев (4 из 7) имели в крови 
серологические маркеры активации хрониче-
ской инфекции (IgG, IgM-антитела). Высокий 
процент инфицированности в данной нозоло-
гической группе, скорее всего, связан с  тера-
пией препаратами иммуносупрессивного дей-
ствия (метипред, метотрексат и др.), которые, 
вероятно, привели к  снижению иммунитета 
с последующим инфицированием ВГЧ-6.

Более половины (8 из 15, 53,3%) пациентов 
с язвами роговицы различной этиологии (в том 
числе послеоперационными) имели маркеры 
хронической инфекции  – IgG-антитела. Се-
рологические маркеры первичной активной 
инфекции (IgM-антитела) были обнаружены 
у 26,7% (4 из 15) обследованных с язвами, при 
этом зависимости от  наличия ДНК вируса 
в крови выявлено не было.

Половина (3 из  6, 50%) больных с  поство-
спалительными бельмами роговицы имели 
в крови маркеры активации хронической ин-
фекции (IgG и  IgM-антитела), что позволяет 
думать о  негативной роли ВГЧ-6 типа в  воз-
никновении и течении данной патологии.

У трех пациентов в различных клинических 
группах (язвы неизвестной и  бактериальной 
этиологии, бытовые травмы глаза) была выяв-
лена ДНК вируса в крови на фоне отсутствия 
серологических маркеров (IgG, IgM-антитела). 
Отсутствие иммунного ответа может быть обу-
словлено иммуносупрессивным действием ле-
карственных препаратов, иммунодефицитами 
различного генеза или другими факторами.
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LABORATORY DIAGNOSTICS OF THE HUMAN 

HERPES VIRUS TYPE 6 IN DIFFERENT CLINICAL 

FORMS OF OPHTHALMOPATHOLOGY

Svetlova E.1, Slepowa O.1, Denisova E.1, Kovaleva L.1, Eremeeva E.1, 

Makarov P.1, Kugusheva A.1, Vahova E.1, Andryushin A.1, Demkin V.2

1Moscow Helmholtz Research Institute of Eye Diseases, Laboratory of immunology and virology; 
2Institute of Molecular Genetics RAS, Laboratory of molecular diagnostics, Moscow, Russia

To study the role of HHV-6 in the development of eye diseases PCR tests (146) and serodiagnosis of 
blood for the markers of chronic (IgG antibodies, 110) and active (IgM antibodies, 40) HHV-6 infection 
were conducted. It was established that HHV-6 can be detected in patients with diff erent clinical forms 
of ophthalmopathology both in chronic and active forms and the viral DNA can be found in blood. Th e 
obtained data suggest that complex laboratory testing (serodiagnosis and PCR) for various infections, 
including understudied ophthalmic infections (HHV-6, in particular) is an essential step in the correct 
diagnosis of ophthalmologic patients.

Актуальность и  цель работы. Легочные 
моллюски являются объектом интереса иссле-
дователей в разных областях биологии – зоо-
логия, паразитология и сравнительная имму-
нология. Во многом это обусловлено участием 
этих животных в жизненном цикле трематод, 
которые используют их в  качестве промежу-
точного хозяина. Кроме того, моллюски ис-
пользуются в  качестве модели в  сравнитель-
но-иммунологических исследованиях. Как 

известно, защитные реакции моллюсков 
на  различные патогены обеспечиваются кле-
точными и гуморальными составляющими ге-
молимфы. Циркулирующие клетки гемолим-
фы моллюсков традиционно разделяют на два 
основных типа – гиалиновые клетки и грану-
лоциты. Подробный морфологический анализ 
позволяет выделить в каждой из этих популя-
ций несколько разных морфотипов, предпо-
ложительно характеризующих разные стадии 

НОВЫЙ МЕТОД РАЗДЕЛЕНИЯ ПОПУЛЯЦИЙ 

ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ГЕМОЦИТОВ 

ЛЕГОЧНЫХ МОЛЛЮСКОВ С ПОМОЩЬЮ 

ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ

 Серебрякова М. К.1,2,  Прохорова Е. Е.2,  Токмакова А. С.2, 

 Кудрявцев И. В.1,3,  Полевщиков А. В.1,3,  Атаев Г. Л.2

1ФГБУН «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург; 2Российский 
государственный педагогический университет им. А. И. Герцена, Санкт-Петербург; 

3Школа биомедицины Дальневосточного федерального университета, 
Владивосток, Россия

В работе предлагается новый подход к  определению популяций циркулирующих ге-
моцитов легочных моллюсков с помощью проточной цитофлуориметрии, позволяющий 
не только выделить классические популяции гранулоцитов и гиалиноцитов, основываясь 
на их морфологии, но и разделить их на отдельные субпопуляции, различающиеся, по всей 
видимости, по метаболической активности и содержанию лизосом.

Ключевые слова: гемоциты, проточная цитометрия, легочные моллюски, популяцион-
ный состав, Planorbarius corneus.
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созревания и степень метаболической актив-
ности в клетках [1]. Анализ соотношения раз-
ных типов гемоцитов моллюсков в норме и при 
заражении является важным шагом к понима-
нию иммунных реакций этих животных. Наи-
более удобным методом для проведения таких 
экспериментов, обеспечивающим высокую 
производительность и  статистическую до-
стоверность, является проточная цитометрия. 
Однако на сегодняшний день этот метод мало 
используется в исследовании иммунных реак-
ций беспозвоночных, как в  силу отсутствия 
специфических реагентов, так и  из-за недо-
статка простых и удобных подходов к типиро-
ванию их клеток. Целью данной работы было 
разработать новый метод анализа популяци-
онного состава гемоцитов легочных моллю-
сков, основанный на оценке содержания в них 
нуклеиновых кислот и лизосом.

Материалы и  методы. В  работе исполь-
зовали флуоресцентные красители SYTO62 
Red Fluorescent Nucleic Acid Stain (далее 
SYTO62) и LysoTracker® Green DND-26 (далее 
LysoTracker) (Life Technologies, США). От-
личительной чертой красителей семейства 
SYTO® является способность спонтанно про-
никать через клеточные мембраны и  связы-
ваться с  нуклеиновыми кислотами в  клетке. 
Такого рода взаимодействие сопровождает-
ся многократным увеличением флуоресцен-
ции, тогда как в отсутствие связывания с ли-
гандами флуоресценция данных красителей 
крайне низка [2]. Красители LysoTracker® яв-
ляются ацидофильными флуоресцентными 
красителями, способными диффундировать 
через плазмалемму и накапливаться в лизосо-
мах, что дает возможность разделять общий 
пул циркулирующих клеток на  отдельные 
популяции по  содержанию лизосом [3]. При 
исследовании гемоцитов моллюсков, способ-
ность к  фагоцитозу различных популяций 
которых существенно различается, этот пара-
метр оказывается особенно значимым.

В работе использовали моллюсков Planor-
barius corneus (Gastropoda, Pulmonata, Planor-
bidae). Гемолимфу собирали из  кровеносного 
синуса в головном отделе моллюсков с помо-
щью пипетки Пастера, изготовленной из ней-
трального стекла. Свежевыделенную гемолим-
фу смешивали в соотношении 1:1 с раствором 
Чернина, после чего добавляли красители 
SYTO62 и  LysoTracker, получая финальную 
концентрацию красителей 1 мкМ. Образцы 

инкубировали 10 мин в  темноте на  льду, и, 
по  завершении инкубации, сразу анализиро-
вали на проточном цитометре BD Accuri™ C6 
(BD Biosciences, США). Для каждой из клеток 
оценивали следующие параметры: прямое 
светорассеяние, пропорциональное размеру 
клетки, боковое светорассеяния, характеризу-
ющее структуру клетки, и интенсивность флу-
оресценции красителей LysoTracker и SYTO62. 
Обработку результатов проводили в  про-
граммном обеспечении Kaluza™ v.1.3 (Beckman 
Coulter, США).

Результаты и обсуждение. По параметрам 
прямого и  бокового светорассеяния в  гемо-
лимфе P. corneus можно выделить три попу-
ляции циркулирующих гемоцитов, разли-
чающихся по  структуре и  размеру. В  состав 
первой популяции входят клетки наименьше-
го из  всех размера, с  простой организацией 
цитоплазматического компартмента, что соот-
ветствует морфологическим характеристикам 
гиалиноцитов. Вторая популяция клеток об-
ладает более высокими параметрами прямо-
го и бокового светорассеяния, что свидетель-
ствует о более сложной структуре и крупных 
размерах. Клетки, составляющие эту популя-
цию, могут рассматриваться как гранулоциты. 
Клетки наибольшего размера с наиболее слож-
ной структурой могут быть отнесены к отдель-
ной фракции. По уровню флуоресценции кра-
сителей SYTO62 и  LysoTracker в  общем пуле 
циркулирующих гемоцитов выделяются пять 
популяций клеток. Первая характеризуется 
средним уровнем накопления клетками лизо-
сомального красителя и низкой способностью 
накапливать SYTO62. Вторую популяцию от-
личает от популяции 1 более высокий уровень 
содержания в клетках SYTO62, в то время как 
интенсивность флуоресценции LysoTracker 
остается на том же уровне. Третья популяция 
характеризуется повышением флуоресценции 
обоих красителей. Максимальный уровень 
флуоресценции SYTO62 наблюдается в  двух 
популяциях, различающихся по  способности 
накапливать LysoTracker  – в  четвертой попу-
ляции уровень флуоресценции данного кра-
сителя максимальный, а  пятой  – минималь-
ный среди всех клеток.

Способность витальных красителей се-
мейства SYTO® связываться с  нуклеиновыми 
кислотами очень удобна для использования 
в  проточной цитометрии, в  первую очередь, 
при отделения клеток от дебриса. Кроме того, 
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изменение уровня флуоресценции данных 
красителей может свидетельствовать об  из-
менении количества РНК в клетках, что явля-
ется отражением протекающих в клетке мета-
болических процессов. Именно это свойство 
определяет возможность их использования 
для разделения популяций циркулирующих 
гемоцитов беспозвоночных, как, например, 
в работе Гринченко и др. [4]. В свою очередь 
красители семейства LysoTracker® позволяют 
отделять фагоцитирующие клетки от  клеток 
другой специализации [5]. Совместное ис-
пользование вышеописанных красителей дает 
возможность выделить среди общего числа 
гемоцитов не только характерные популяции 
гиалиноцитов и гранулоцитов, но и разделить 
их на  отдельные субпопуляции, основываясь 

на их функциональных и метаболических осо-
бенностях.
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NEW METHOD FOR DETERMINATION OF PULMONATA 

HEMOCYTES BY FLOW CYTOMETRY

Serebriakova M. K.1,2, Prokhorova E. E.2, Tokmakova A. S.2, Kudryavtsev I. V.1,3, 

Polevshchikov A. V.1,3, Ataev G. L.2

1Federal State Budgetary Scientifi c Institution “Institute of Experimental Medicine”, St.-Petersburg; 
2Herzen State Pedagogical University of Russia, St.-Petersburg; 3School of Biomedicine of Far Eastern 

Federal University, Vladivostok, Russia

New method for determination of pulmonata hemocytes subpopulations with the help of fl ow cy-
tometry is proposed. Th is method allows dividing the fraction of circulating hemocytes into the separate 
populations not only by morphological features but also by the diff erence in metabolic processes and 
lysosomal content.

Актуальность. Особое внимание к  про-
блеме ПС в настоящее время обусловлено его 
частой манифестацией в  молодом трудоспо-

собном возрасте, увеличением числа тяже-
лых, атипичных, инвалидизирующих форм 
заболевания, таких как псориатический ар-

ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ ПРОГНОЗА 

РАЗВИТИЯ ПСОРИАТИЧЕСКОГО АРТРИТА

 Смольникова М. В.,  Смирнова С. В.,  Барило А. А.

Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера, 
Красноярск, Россия

Особое внимание к проблеме псориаза (ПС) в настоящее время обусловлено увеличе-
нием числа тяжелых, атипичных, инвалидизирующих форм заболевания, таких как псо-
риатический артрит (ПсА). Приведены результаты исследования особенностей клеточного 
и гуморального звена иммунитета у 97 больных псориазом. Определены маркеры форми-
рования ПС и ПсА.

Ключевые слова: псориаз, псориатический артрит, иммунопатогенез, иммунологиче-
ские показатели
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трит (ПсА) [1]. При отсутствии адекватного 
лечения у больных ПсА наблюдается прогрес-
сирующее поражение суставов и  серьезные 
ограничения физической активности, ведущие 
к  инвалидизации [2]. Доказано, что основу 
иммунологических нарушений при ПС и ПсА 
составляет активация клеточного иммунного 
ответа с  ведущей ролью Т-лимфоцитов [4,5]. 
В  патогенезе ПС и  ПсА иммунологическим 
нарушениям отводится приоритетная роль, 
причем данные патологии рассматриваются 
как Th 17/Th 1-зависимые аутоиммунные забо-
левания [3]. Изучение иммунологических осо-
бенностей развития ПсА позволит установить 
новые маркеры прогрессирования патологии 
и ориентировать клиницистов в направлении 
патогенетически обоснованной коррекции вы-
явленных нарушений, что поможет предотвра-
тить формирование тяжелых форм ПС и бла-
гоприятно повлиять на прогноз заболевания.

Цель работы. На  основании изучения 
основных показателей клеточного и гумораль-
ного звена иммунитета установить иммуноло-
гические маркеры, имеющие прогностическое 
значение в отношении формирования ПсА.

Материалы и методы. Обследовано 97 боль-
ных ПС в  возрасте от  18 до  66 лет, которые 
с учетом клинических проявлений были раз-
делены на  3 группы: 1 группа  – больные ПС 
(n=49), 2 группа – больные ПсА (n=48), 3 груп-
па  – практически здоровые доноры крови 
(n=45), сопоставимые по полу и возрасту. Все 
больные обследованы в  прогрессирующую 
стадию кожного процесса до начала проведе-
ния симптоматической и  патогенетической 
терапии. Степень тяжести псориатического 
процесса, выражаемая международным ин-
дексом PASI (Psoriasis Area and Severity Index – 
индекс оценки степени тяжести ПС) оценива-
лась с  использованием стандартизированной 
бальной системы оценки основных клиниче-
ских симптомов. Значения PASI до  9,9 балла 
включительно рассматривали как легкую сте-
пень тяжести ПС, 10,0–15,9 баллов – как сред-
нюю степень тяжести, 16 баллов и более – как 
тяжелую степень псориатического процесса. 
Популяционный и субпопуляционный состав 
лимфоцитов крови оценивали с  помощью 
непрямой иммунофлюоресценции с  исполь-
зованием моноклональных антител к  CD3, 
CD4, CD8, CD16, CD19. Концентрация IgA, 
IgM, IgG, ЦИК (C3d и C1q) в сыворотке крови 
определялась с  помощью твердофазного им-

муноферментного анализа. Статистическую 
обработку полученных результатов проводи-
ли с  использованием прикладных программ 
«Statistica 6.0». Полученные результаты пред-
ставлены в виде: Me (25%; 75%). Для всех видов 
статистического анализа различия считались 
статистически достоверным при достигнутом 
уровне значимости р<0,05.

Результаты. В 1 группе у  10 (20,4%) боль-
ных отмечена легкая степень тяжести, у  21 
(42,9%) – средняя, у 18 (36,7%) – тяжелая сте-
пень заболевания. Во 2 группе 7 (14,5%) боль-
ных ПС имели легкую, 7 (14,5%) – среднюю, 34 
(71,0%)  – тяжелую степень течения кожного 
процесса.

При исследовании иммунологических по-
казателей в обеих группах больных ПС выяв-
лен выраженный дисбаланс клеточного звена 
иммунитета. При анализе экспрессии класте-
ров дифференцировки Т-лимфоцитов в обеих 
группах больных ПС выявлены статистически 
значимые увеличения содержания субпопуля-
ций CD3+, CD8+, CD16+-лимфоцитов в сравне-
нии с контрольной группой.

При изучении особенностей показателей 
клеточного звена иммунитета при ПС и  ПсА 
в  зависимости от  степени тяжести клиниче-
ского течения заболевания было установлено, 
что в группе больных с тяжелой степенью те-
чения ПсА отмечается достоверное снижение 
содержания CD3+-лимфоцитов в  сравнении 
с  группой больных с  тяжелой степенью ПС: 
75,0% (74,0; 80,0) и  81,0% (77,0; 86,0), соот-
ветственно, p1,2=0,01. Возможной причиной 
снижения в крови CD3+-лимфоцитов по мере 
увеличения тяжести ПсА является их мобили-
зация в очаг воспаления либо истощение ме-
ханизмов иммунной защиты. При сравнении 
больных ПС и ПсА легкой и средней степени 
тяжести заболевания достоверных различий 
в количестве CD3+, CD8+, CD4+ Т-лимфоцитов, 
CD16+, CD19+-клеток не выявлено.

При изучении особенностей гуморально-
го звена иммунитета в  обеих группах боль-
ных ПС независимо от  степени тяжести за-
болевания выявлено статистически значимое 
снижение уровня IgA, IgМ, IgG в  сравнении 
с контрольной группой. У больных со средней 
степенью тяжести ПС выявлен более высокий 
уровень IgG в  сравнении с  группой больных 
ПС с  легкой степенью тяжести заболевания: 
10,7 г/л (9,1; 12,6) и 7,1 г/л (6,9; 8,1), соответ-
ственно, p1,2=0,002.
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При изучении уровня ЦИК в обеих группах 
больных ПС выявлены более высокие уровни 
ЦИК-C1q в  сравнении с  контрольной груп-
пой: 1,8 мг IgG/мл (1,6; 2,3), 2,0 мг/мл (1,5; 2,7), 
1,6 мг IgG/мл (1,3; 2,0), соответственно, p1,2=0,07, 
p1,3=0,04, p2,3=0,02. Кроме того, в группе боль-
ных ПсА отмечается статистически значимое 
увеличение концентрации ЦИК-C3d в  срав-
нении с контрольной группой: 23,2 мг IgG/мл 
(17,0; 36,2) и  18,8  мг IgG/мл (14,0; 23,5), соот-
ветственно, p1,3=0,04. Следовательно, при ПсА 
происходит гиперактивация классического 
и  альтернативного путей комплемента, что 
подтверждает роль аутоиммунных процессов 
в развитии суставного синдрома. В зависимо-
сти от тяжести клинического течения заболе-
вания в группах больных ПС и ПсА было уста-
новлено, что активация альтернативного пути 
комплемента свидетельствует о  формирова-
нии тяжелого течения ПС с  генерализацией 
процесса либо прогрессировании ПС в  ПсА. 
Так, при ПС легкой степени тяжести уровень 
ЦИК-C3d в сыворотке крови достоверно ниже, 
чем при ПсА легкой, средней и тяжелой степени 
тяжести заболевания: 15,6 мг IgG/мл (12,3; 18,6) 
против 35,3 мг IgG/мл (26,4; 46,5), 34,5 мг IgG/мл 
(21,3; 43,8) и 21,3 мг IgG/мл (13,0; 29,2), соответ-
ственно, р1,2=0,05; 0,02; 0,01. Уровень ЦИК-C3d 
при ПсА обратно пропорционален степени 
тяжести заболевания, что может быть обу-
словлено отложением иммунных комплексов 
в органах-мишенях в результате прогрессиро-
вания заболевания. В группе больных ПС вы-
явлены статистически значимые повышения 
ЦИК-C3d при тяжелом течении заболевания 
в сравнении с группой больных с легким тече-
нием ПС: 23,2 мг/мл (16,4; 31,4) и 15,6 мг/мл (12,3; 
18,6), соответственно, р1,2=0,01. В группе боль-

ных ПсА не выявлено достоверных различий 
в  концентрации CD8+, CD4+ Т-лимфоцитов, 
CD16+, CD19+-клеток и  уровне IgA, IgМ, IgG 
в  зависимости от  степени тяжести кожного 
процесса.

Гиперактивный гуморальный иммунный 
ответ с активацией классического и альтерна-
тивного путей комплемента свидетельствует 
о развитии патологического «иммунокомплекс-
ного» синдрома, который способствует форми-
рованию системной воспалительной реакции, 
которая проявляется генерализацией процес-
са, увеличением степени тяжести заболевания 
либо вовлечением в  патологический процесс 
суставов. Таким образом, наши исследования 
показали, что при ПС и ПсА наблюдаются из-
менения как клеточного, так и  гуморально-
го звена иммунитета. Выявлены маркеры ПС: 
увеличение содержания субпопуляций CD3+, 
CD8+-лимфоцитов и  уровня CD16+-клеток, 
а также снижение концентрации IgA, IgМ, IgG, 
активация классического пути комплемента. 
Маркерами формирования ПсА можно считать: 
снижение содержания CD3+-лимфоцитов, акти-
вация альтернативного пути комплемента.
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Special attention to the problem of psoriasis (PS) at the present time is determined by increasing inci-
dence of higher frequency of severe and disabling clinical forms, e. g., psoriatic arthritis (PsA). Th e review 
presents data on the particularities of cellular and humoral immunity examination in 97 psoriatic patients. 
In addition, there were determined markers for PS and PsA.
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Сообщения о  появлении новых болезней 
стали уже обычными для медицинской об-
щественности, в  частности, для микробио-
логов и  инфекционистов. Ярким примером 
этого является чума и псевдотуберкулез. Род 
Yersinia входит в семейство Enterobacteriaceae. 
Он ключает в  себя 17 видов бактерий, сре-
ди которых медицинское значение име-
ют три вида: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis 
и Y. enterocolitica. Известно, что Y. pestis – воз-
будитель чумы, одной из  наиболее грозных 
и  опустошительных болезней в  истории че-
ловека, эволюционировал из  Y. pseudotuber-
culosis и является клоном Y. pseudotuberculosis. 
Оба вида генетически почти идентичны. 
Переход Y. pseudotuberculosis в  Y. pestis сопро-
вождался утратой этим микробом многих 
и приобретением нескольких генов.

Актуальность проблемы иерсиниозов обу-
словлена тем, что ежегодно за рубежом и в Рос-
сийской Федерации регистрируются вспышки 
и  спорадические случаи заболеваний, вы-
званные Y. pseudotuberculosis и  Y. enterocolitica. 
Первостепенное значение для своевремен-
ного выявления этих заболеваний и  их ле-
чения имеет лабораторная диагностика. 
К  настоящему времени в  РФ разработан ал-
горитм диагностики иерсиниозов, включаю-
щий бактериологический, иммунологические 
и молекулярно-генетические методы. В сооб-
щении мы обсудим вопросы, касающиеся им-
мунологической диагностики иерсиниозов.

В РФ для серологической диагностики псев-
дотуберкулеза и иерсиниоза уже около 50 лет 
в  основном используются типовые системы 
для реакции агглютинации (РА) и реакции не-
прямой гемагглютинации (РНГА) [4]. Анализ 
результатов, полученных с помощью этих тест-
систем для серологической диагностики псев-
дотуберкулеза (01 серотип) и  иерсиниоза (03 
и 09 серотипы) показал их типоспецифичность 
и чувствительность. Однако псевдотуберкулез 
и  иерсиниоз могут вызывать также возбуди-
тели иных серотипов. В связи с этим у многих 
больных с  типичной клинической картиной 
антитела не  выявляются и, соответственно, 
они не получают необходимого лечения. Кроме 
того, имеются проблемы, связанные, в частно-
сти, с нестабильностью эритроцитарного диа-
гностикума, невысокой специфичностью, на-
коплением перекрестно реагирующих антител 
и поздние сроки подтверждения диагноза.

В связи с этим, нами была поставлена цель 
разработать с  использованием новых техно-
логий родовые, видовые и  типовые диагно-
стические системы для выявления антител 
к Y. рseudotuberculosis и Y. enterocolitica с более 
высокими показателями чувствительности, 
наглядности, надежности, простоты и опера-
тивности. К  настоящему времени в  РФ та-
кие диагностические системы для иммуно-
логической диагностики псевдотуберкулеза 
и иерсиниоза созданы, они испытаны в лабо-
раторных и клинических условиях, показана 
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их высокая чувствительность и  специфич-
ность [1, 2, 3, 5]. 

С помощью родового иерсиниозного эри-
троцитарного диагностикума в РНГА исследо-
ваны 224 сыворотки крови больных, заболева-
ние у которых было подтверждено выделением 
из  кала Y. pseudotuberculosis и  Y. enterocolitica 
разных серотипов. [5]. Антитела обнаружены 
у 100% больных.

Видовые системы для ИФА и РНГА сконстру-
ированы на основе белков наружной мембраны 
и белка Мм 45кД Y. pseudotuberculosis [1, 2]. С по-
мощью видового эритроцитарного псевдоту-
беркулезного диагностикума в  РНГА исследо-
ваны 237 сывороток от  158 больных, диагноз 
“псевдотуберкулез” у которых был подтвержден 
выделением культур Y. pseudotuberculosis 01, 03. 
04 серотипов. Процент положительных реак-
ций у больных псевдотуберкулезом, у которых 
был выделен возбудитель 01 cеротипа, составил 
83,5%, 03 серотипа – 84,9%, 04 серотипа – 93,5%. 
Титр реакций был 1:160–1:200 и выше.

Как показали результаты, РНГА с использо-
ванием этого диагностикума, сенситином в ко-
тором является белок Мм 45кДа Y. pseudotuber-
culosis, специфична, чувствительна и позволяет 
обнаружить антитела у больных псевдотубер-
кулезом уже на  первой неделе болезни. C по-
мощью видоспецифического диагностикума 
в  сыворотке крови можно обнаружить анти-
тела не  только к  01, но  и  к  03 и  04 сероварам 
возбудителя, что позволяет повысить качество 
диагностики псевдотуберкулеза.

Для выявления антител в сыворотке крови 
больных псевдотуберкулезом при конструи-
рования видовой тест-системы для ИФА в ка-
честве антигена использован один из токсинов 
Y. pseudotuberculosis – белок мм 45кД, Как уста-
новлено, процент подтверждения диагноза 
болезни с помощью ИФА был высоким и со-
ставил 78,5–85,4%.

Другая видовая тест-система для ИФА была 
создана на основе белка-порина, изолирован-
ного из внешней мембраны Y. pseudotuberculo-
sis, который также является видоспецифиче-
ским антигеном. Иммуноферментный анализ 
на основе порина позволил выявить антитела 
в сыворотке крови больных псевдотуберкуле-
зом (исследовано 117 сывороток) в  высоком 
проценте случаев к 01, 03 и 04 серотипам воз-
будителя [2].

В последние годы на  основе коньюгиро-
ванных наночастиц углерода сконструиро-

вана видовая неферментная система в  фор-
мате иммуно-мембранных технологий для 
определения антител к  возбудителю псевдо-
туберкулеза. Тест-система не  зависит от  ап-
паратурного регистрирующего оборудования 
и  обладает привлекательными процедурно-
аналитическими характеристиками: высокой 
чувствительностью, специфичностью, позво-
ляет сократить время на проведение исследо-
вания, а  также проста в  использовании, на-
глядна для оценки результатов [3].

Установлено, что безинструментальный 
способ диагностики псевдотуберкулеза путем 
прямой визуализации образующегося в  ходе 
специфического взаимодействия иммунного 
комплекса, состоящего из используемого в ка-
честве антигена белка Y. рseudotuberculosis и со-
ответствующих антител, позволяет определять 
не  только антитела к  возбудителю псевдоту-
беркулеза 0I cероварианта, но  и  других серо-
вариантов (02–08). Это значительно расширяет 
диагностический диапазон предлагаемого спо-
соба диагностики. Визуализация специфиче-
ского комплекса осуществляется конъюгатом 
G-белок-углерод в течение 15 минут.

Таким образом, для улучшения качества им-
мунодиагностики иерсиниозов, болезней, вы-
званных Y. pseudotuberculosisa и Y. enterocolitica, 
важно включение в  алгоритм исследования 
родовых, видовых и типовых тест-систем. Это 
позволит более качественно проводить диа-
гностику заболеваний, вызванных патогенны-
ми видами Yersinia, что будет способствовать 
своевременному лечению, а также проведению 
противоэпидемических и  профилактических 
мероприятий. В РФ постоянно ведутся исследо-
вания по поиску и разработке новых технологий 
для иммунологической диагностики инфекци-
онных болезней, в том числе иерсиниозов.
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Одним из  методов выявления изменений 
в  группе объектов в  ходе динамического на-
блюдения «до – после» является корреляцион-
ный анализ. Традиционный порядок вычисле-
ний состоит в расчете корреляционных связей 
(КС) между показателями в  моменты времени 
«до» и «после» с последующим их сравнением. 
Таким способом, например, изучали изменения 
в  иммунной сети группы больных на  разных 
стадиях хронического заболевания (пневмо-
нии) [1]. Наблюдали изменения структуры КС 
между уровнями бактериальных антител в раз-
ных видах биоматериалов (сыворотке крови, 
слюне, назальном секрете) детей после вакци-
нотерапии [2]. Как правило, число выявленных 
статистически значимых КС невелико по срав-

нению с теми, которые оказываются статисти-
чески незначимыми. Среди последних особый 
интерес представляют случаи одновременного 
отсутствия значимых корреляционных связей 
в обоих обследованиях – и «до» и «после».

Цель исследования – изучить возможность 
применения корреляционного анализа для по-
лучения дополнительной информации о взаи-
мосвязи изменений параметров иммунитета 
в  ходе их динамической оценки. Задачи ис-
следования: 1) предложить преобразование 
исходных данных, отражающее изменения 
параметров иммунитета в исследовании «до-
после» в  виде динамической характеристики 
(D); 2) провести корреляционный анализ пре-
образованных данных.

НОВЫЙ ПОДХОД К ИСПОЛЬЗОВАНИЮ 

КОРРЕЛЯЦИОННОГО АНАЛИЗА ПРИ ИЗУЧЕНИИ 

ДИНАМИКИ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ

 Феофанова Т. В.1,  Серова Т. А.2,  Бишева И. В.2, 

 Фошина Е. П.2,  Сходова С. А.2
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Предложено преобразование данных динамического наблюдения за группой объектов 
с последующим использованием его результатов при расчете парных корреляций. Новый 
подход апробирован на данных иммунологического исследования «до – после», в котором 
изучали изменения показателей иммунитета в группе больных в ходе вакцинотерапии. По-
казано, что данный подход позволяет получить дополнительную информацию об измене-
ниях в иммунной сети.

Ключевые слова: Иммунологические показатели, исследование «до – после», корре-
ляции.
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Материалы и  методы. У  больных (11 чел. 
18-50 лет) с  хроническими бактериальными 
инфекциями, проходивших назально-ораль-
ное лечение бактериальной вакциной ВП-4, 
дважды (до  и через 0,5-1,5 месяца после по-
следнего приема препарата) оценивали пара-
метры системного иммунитета: значения лей-
коцитов, лимфоцитов (Лф), CD-субпопуля ций 
лимфоцитов, иммунорегуляторный индекс 
(ИРИ) и  уровень общих иммуноглобулинов 
G, A, M – всего 23 показателя, а также уровень 
специфических антител к антигенам S. aureus 
(АтS.a.) и  Kl. pneumoniae (AтKl.pn.) G, A и  M 
изотипов в сыворотке крови, слюне и назаль-
ном секрете (14 показателей). Динамическую 
характеристику D для каждого показате-
ля иммунного статуса (ПИС) рассчитывали 
по формуле: D = ПИС2–ПИС1, где ПИС1 – зна-
чение показателя в первом обследовании «до», 
ПИС2 – во втором – «после». Величину коэф-
фициента корреляции (R) определяли мето-
дом Спирмена с p≤0,05.

Результаты. В  качестве основных резуль-
татов приведем статистически значимые КС, 
рассчитанные между значениями специфи-
ческих антител различных изотипов в слюне, 
сыворотке и  назальном секрете и  остальны-
ми ПИС, предварительно распределив их в 4 
группы. В группу 1 включены показатели, для 
которых КС были статистически значимы как 
«до» (R1, p1), так и «после» (R2, p2); в группу 2 – 
показатели, для которых КС были статистиче-
ски значимы только в  первом обследовании 
(R1, p1); в  группу 3  – показатели, для кото-
рых КС были статистически значимы толь-
ко во  втором обследовании (R2, p2); в  группу 
4 вошли показатели, корреляции между ко-
торыми были статистически незначимыми 
и «до» и «после», но оказались значимыми при 
расчете КС между преобразованными данны-
ми D (RD, pD).

При таком подходе в  группе 1 оказалась 
одна КС между АтS.a. и  AтKl.pn. A-изотипа 
в слюне с R1=0,76 (p1=0,046), R2=0,89 (p2=0,007) 
и статистически значимая КС между их значе-
ниями D (RD=0,88, pD=0,008).

Группа 2 содержала 17 КС, из  которых 
только одна корреляция между величина-
ми D имела статистически значимую оценку 
(RD=0,88, pD=0,008) между показателями АтS.a. 
G-изотипа в  сыворотке и  слюне. Параметры 
корреляции между этими  же показателями 
в  первом обследовании  – R1=0,90, p1=0,037. 

Остальные 16 КС не  имели статистически 
значимых оценок между значениями D соот-
ветствующих показателей иммунного статуса. 
Три КС из 16-ти включали только показатели 
специфического гуморального иммунитета: 
IgA AтKl.pn., IgG АтS.a. и  AтKl.pn. в  назаль-
ном секрете и  IgМ AтKl.pn. и  АтS.a. в  сыво-
ротке, с  диапазоном параметров 0,93≤R1≤0,97 
и  0,005≤p1≤0,008. Пять КС из  16-ти отражали 
связь показателей АтS.a. и AтKl.pn A и G изо-
типов в  слюне и  сыворотке с  ИРИ. Значения 
коэффициентов корреляции лежали в диапа-
зоне 0,81≤ R1≤0,97 c 0,005≤p1≤0,049. В двух слу-
чаях были выявлены КС между показателями 
специфического сывороточного иммунитета 
и  относительными показателями клеточного 
иммунитета: IgM АтS.a. – CD4+, (R1= 0,94) и IgA 
AтKl.pn. – Лф, (R1=–0,94) с  0,005≤p1≤0,014. 
Уровень общего IgM в сыворотке крови кор-
релировал с четырьмя показателями специфи-
ческого иммунитета: с IgG и IgА AтKl.pn. на-
зального секрета с одинаковыми значениями 
R1=–0,95, p1=0,014 и  с  IgM АтS.a. и  AтKl.pn. 
в  сыворотке (0,84≤R1≤0,89, 0,015≤p1≤0,019). 
Уровень общего IgA в  сыворотке крови кор-
релировал с  уровнем IgM АтS.a. в  сыворотке 
(R1=–0,77, p1=0,041) и  IgG АтS.a. в  слюне 
(R1=0,76, p1=0,049).

В группу 3 вошли 7 КС между показателя-
ми специфического иммунитета: IgG, IgA, IgМ 
АтS.a. и AтKl.pn. в сыворотке (3 связи), в на-
зальном секрете (5 связей) и в слюне (1 связь) 
и  показателями клеточного иммунитета: 
CD3+, CD4+, CD16+, CD19+ (как относительные 
величины, так и  абсолютные), а  также 2 КС 
между перечисленными показателями спец-
ифического иммунитета и  уровнем общего 
сывороточного IgA. Для всех КС абсолютные 
значения коэффициента корреляции лежали 
в  диапазоне 0,86≤R2 ≤0,97 с  0,005≤ p2≤0,037. 
Одна пара показателей имела дополнительно 
статистически значимую КС, рассчитанную 
для преобразованных данных D: IgG AтKl.pn. 
в  назальном секрете  – общий сывороточный 
IgA с RD=0,97 и pD=0,005.

В группу 4 вошли пять КС, полученных 
при анализе динамических характеристик 
показателей иммунитета. При этом стати-
стически значимые КС для этих показателей, 
рассчитанные по  данным первого и  второго 
обследования, отсутствовали. В  этих связях, 
с одной стороны находились показатели спец-
ифического иммунитета (IgG, IgA и IgM АтS.a 
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и  AтKl.pn. в  слюне и  сыворотке), а  с  другой 
стороны – показатели клеточного иммунитета 
(CD8+,%, CD16+,%, CD19+,%, ИРИ). Абсолют-
ное значение RD этих связей лежит в диапазо-
не 0,82–0,97 с 0,005≤pD≤0,037.

Обсуждение. При оценке статистических 
связей между показателями специфических 
АтS.a и AтKl.pn., значения которых определя-
ли в  сыворотке, слюне и  назальном секрете, 
в  общей сложности было выявлено 35 ста-
тистически значимых корреляций. Из  них 
27  (77,1%) были получены при анализе ис-
ходных данных первого и  второго исследо-
вания, а  8 (22,9%)  – при расчете корреля-
ционных связей между преобразованными 
данными  – динамическими характеристика-
ми параметров иммунитета (D). Из этих 8-ми 
корреляций, три связи (37,5%) приходились 
на  показатели, для которых уже существо-
вали статистически значимые КС либо «до» 
(1 связь), либо «после» (1 связь), либо «до» 
и «после» (1 связь). Пять связей (62,5%) меж-
ду значениями D показателей специфическо-
го иммунитета и  значениями D показателей 
клеточного иммунитета сопровождались от-
сутствием статистически значимых КС как 
«до», так и «после».

Таким образом, показано, что при ана-
лизе результатов исследования «до  – после» 
расчет коэффициентов корреляции между 
предложенными нами динамическими харак-
теристиками показателей иммунитета позво-
ляет получить дополнительную информацию 
о  статистически значимых связях между раз-
личными компонентами иммунной системы. 
Биологический смысл корреляции между ди-
намическими характеристиками двух показа-
телей иммунитета заключается в одновремен-
ном пропорциональном изменении значений 
двух показателей иммунитета у каждого объ-
екта данного исследования. Можно предполо-
жить, что именно «динамические корреляции» 
отражают реакцию иммунной системы на дей-
ствие внешних факторов, одним из  которых 
в нашем примере является вакцина ВП-4.
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Th e conversion of the data dynamic monitoring of a group of objects with the subsequent use of its 
results for the calculation of pair correlations is suggested. Th is new approach was tested on data from 
immunological studies “before – aft er”, where the changes in indicators of immunity in the group of pa-
tients during vaccinotherapy were studied. It is shown that this approach allows obtaining the additional 
information on the changes in the immune network.
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Особенность рака щитовидной железы за-
ключается в том, что при условии отсутствия 
метастазов и  при полном удалении опухоли 
вероятность рецидива низка. Поэтому сво-
евременное обнаружение метастазов может 
позволить перевести эту патологию в  разряд 
безрецидивных. Кроме того, оценка наличия 
метастазов до  операции позволит выбрать 
адекватный, по возможности органосохраня-
ющий объём хирургического вмешательства. 
Существующие дооперационные методы об-
наружения метастазов при раке щитовидной 
железы обладают невысокой эффективностью 
и  высоко инвазивны. Поэтому актуальным 
является поиск лабораторных маркеров, кото-
рые с высокой надежностью будут указывать 
на наличие метастазов, в том числе скрытых, 
при раке щитовидной железы.

Сегодня известно, что одним из  ключевых 
механизмов контроля пролиферации ткани яв-
ляется иммунная система [1]. Аутореактивные 
лимфоциты и продуцируемые ими аутоантите-
ла ограничивают рост и пролиферацию тканей. 
В  свою очередь, аутореактивные лимфоциты 
находятся под контролем антиидиотипических 

лимфоцитов. Нарушение в системе регуляции, 
например, избыточная активность антиидио-
типических лимфоцитов, может быть причи-
ной опухолевого роста. Ранее нами был прове-
ден сравнительный анализ уровня аутоантител 
к  различным антигенам (тиреоглобулин, ре-
цептор тиреотропного гормона, нативная ДНК, 
анионные белки эндотелия сосудов), а  также 
и  антиидиотипических антител к  тиреогло-
булину у  больных раком щитовидной железы 
с  метастазами и  без метастазов. Достоверные 
различия между исследуемыми группами были 
выявлены в уровне антиидиотипических анти-
тел против антител к тиреоглобулину. Поэтому 
целью данной работы являлось исследование 
возможности использования антиидиотипиче-
ских антител против антител к тиреоглобулину 
в качестве маркера метастазирования при раке 
щитовидной железы.

Все исследованные больные раком щито-
видной железы находились на  стационарном 
лечении в  БУЗ УР РКОД им.  С. Г. Примушко 
МЗ УР, г. Ижевск. Кровь у больных забирали 
до операции. В плазме крови определяли уро-
вень антиидиотипических антител (АИАТ) 

АНТИИДИОТИПИЧЕСКИЕ АНТИТЕЛА К ТИРЕОГЛОБУЛИНУ 
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Существующие дооперационные методы обнаружения метастазов при раке щитовидной 
железы обладают невысокой эффективностью и высоко инвазивны. Поэтому актуальным 
является поиск лабораторных маркеров, которые с высокой надежностью будут указывать 
на наличие метастазов, в том числе скрытых, при раке щитовидной железы. Целью данной 
работы являлось исследование возможности использования антиидиотипических антител 
против антител к тиреоглобулину в качестве маркера метастазирования при раке щито-
видной железы. Было обнаружено, что используя уровень аутонтител к тиреоглобулину 
и антиидиотипических антител к аутоантителам к тиреоглобулину в паре, можно надежно 
дифференцировать рак щитовидной железы с метастазами и рак щитовидной железы без 
метастазов. Более того, высокий уровень антиидиотипических антител к  аутоантителам 
к тиреоглобулинуу больных раком без обнаруживаемых метастазов может быть маркером 
неблагоприятного прогноза.

Ключевые слова: антиидиотипические антитела, метастазы, рак щитовидной железы, 
тиреоглобулин.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 171

против аутоантител к  тиреоглобулину (ТГ) 
и  уровень аутоантител (АУАТ) к  тиреоглобу-
лину с  помощью тест-системы производства 
МИЦ «Иммункулус». Для определения анти-
идиотипических антител против антител к ти-
реоглобулину использовали принцип конку-
рентного ингибирования реакции связывания 
антител к тиреоглобулину с тиреоглобулином 
в присутствии исследуемой сыворотки. В ка-
честве источника антител к  тиреоглобулину 
использовали сыворотку от  больных ауто-
иммунным тиреоидитом в  эффективных для 
конкуренции разведениях. Анализируемые 
пробы предварительно истощали от  антител 
к тиреоглобулину. Уровень исследуемых анти-
тел выражали в  у. е. – оптическая плотность 
реакции связывания антител с антигеном.

Обнаружили, что у  43% больных раком 
щитовидной железы с подтвержденными ме-
тастазами в  шейных или паратрахеальных 
лимфоузлах АИАТ против АУАТ к ТГ не опре-
деляются (группа I), у  57% выявлен относи-
тельно высокий уровень АИАТ против АУАТ 
к ТГ 0,343±0,027 у. е. (группа II). У больных ра-
ком щитовидной железы без метастазов уро-
вень АИАТ против АУАТ к ТГ (0,185±0,083 у. е.) 
ниже, чем у  больных раком с  метастазами. 
В 23% исследованных случаев не удается диф-
ференцировать рак с метастазами от рака без 
метастазов.

Исследование уровня АУАТ к  ТГ показа-
ло, что у  больных раком щитовидной железы 
с метастазами он составил: в группе I – 0,997± 
0,084 у. е., в группе II – 1,087±0,174 у. е. Уровень 

АУАТ к ТГ у больных раком без метастазов – 
0,794±0,038 у. е. Обнаружено, что в тех случаях, 
где уровень АИАТ против АУАТ к ТГ не позво-
ляет различить рак щитовидной железы с ме-
тастазами от  рака без метастазов, дифферен-
цировать данные состояния рака щитовидной 
железы можно с помощью уровня аутоантител 
к ТГ. Таким образом, используя уровень ауто-
антител к тиреоглобулину и антиидиотипиче-
ских антител к аутоантителам к тиреоглобули-
ну в паре, можно надежно дифференцировать 
рак щитовидной железы с  метастазами и  рак 
щитовидной железы без метастазов.

Более того, высокий уровень АИАТ против 
АУАТ к ТГ у больных раком без обнаруживае-
мых метастазов может быть маркером небла-
гоприятного прогноза. Так, у одного из иссле-
дованных больных с диагнозом папиллярный 
рак без метастазов мы обнаружили уровень 
АИАТ против АУАТ к ТГ, равный 0,37 у. е., что 
указывало на  наличие метастазов. Действи-
тельно, менее чем через 4 месяца у  данного 
пациента были обнаружены метастазы в лим-
фоузлах шеи.

Таким образом, уровень антиидиотипи-
ческих антител к  аутоантителам к  тиреогло-
булину может быть использован как маркер 
метастазирования в  дифференциальной диа-
гностике рака щитовидной железы.
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ANTI–IDIOTYPIC ANTIBODIES TO ANTI-THYROGLOBULIN 

ANTIBODIES CAN DETECT METASTATIC THYROID CANCER
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Existing methods for preoperative detection of metastases in cancer of the thyroid gland have low 
effi  ciency and highly invasive. Th erefore it is urgent to fi nd laboratory markers which will indicate meta-
static thyroid cancer with high reliability. Th e aim of this study was to investigate the possibility of using 
anti-idiotypic antibodies against antibodies to thyroglobulin as a marker of metastatic thyroid cancer. It 
has been found that it is possible to reliably diff erentiate thyroid cancer without metastasis and metastatic 
thyroid cancer by using the level of anti-thyroglobulin autoantibodies and the level of anti-idiotypic anti-
bodies against anti-thyroglobulin autoantibodies in pairs. Moreover, high level of anti-idiotypic antibod-
ies against anti-thyroglobulin autoantibodies in patients without detectable metastases may be a marker 
of poor prognosis.

Keywords: anti-idiotypic antibodies, metastasis, thyroid cancer, thyroglobulin.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Диагностические системы172

В настоящее время широко распростране-
ны приборные методы иммуноанализа, позво-
ляющие производить количественное опреде-
ление аналита (иммуноферментный (ИФА), 
иммунофлуоресцентный (ИФлА), хемилюми-
нисцентный анализ (ИХлА)). Применение та-
ких методов ограничено рамками лабораторий, 
оснащенных соответствующими приборами, 
имеющими в своем штате персонал с достаточ-
ной квалификацией. Проблема «зависимости 
от прибора» не является столь острой для раз-
витых стран с  высоким уровнем финансиро-
вания системы диагностических лабораторий 
и развитой логистикой. В то же время, для раз-
вивающихся стран оснащение лабораторий не-
обходимыми считывающими приборами и на-
лаживание системы транспортировки образцов 
до  этих лабораторий является существенной 
проблемой, особенно если территория страны 
значительна. Это стимулирует разработку ме-
тодов бесприборного тестирования: простых, 
оперативных, позволяющих использовать их 
повсеместно, независимо то  уровня техниче-
ского оснащения. К тест-системам, пригодным 
для реализации таких методов, относятся им-
мунохроматографические, иммунофильтраци-
онные, дот блот тесты, объединенных общим 
термином «point-of-care» (POC). Такие тесты 
весьма популярны не только в развивающихся, 
но и в развитых странах, ввиду отличного соот-

ношения простоты постановки и аналитических 
характеристик. Несмотря на  это количествен-
ные и  полуколичественные тесты в  основном 
остаются инструментальными, а  большинство 
POC тестов являются качественными. Полуко-
личественными является и  ряд неинструмен-
тальных агглютинационных, флокуляционных 
тестов, однако их постановка достаточно тру-
доемка (необходимость титрования, инактива-
ции, истощения пробы) и, зачастую, длитель-
на. Современный научно-технический уровень 
позволяет создавать диагностические инстру-
менты, сочетающие в  себе преимущества тра-
диционных инструментальных методик, таких 
как ИФА и  простоту POC тест-систем. Ярки-
ми примерами подобных инструментов явля-
ются тест-наборы ImmunoComb и  CombScan 
(Alere, США), ViraStripe (Viramed, Германия), 
а также специализированные устройства и про-
граммно-аппаратные комплексы для обработки 
результатов широкого спектра форматов POC, 
стоимость которых значительно ниже, чем на-
пример у традиционного ИФА-ридера: Scannex 
(Норвегия), EDCO (США). Положительными 
сторонами применения средств цифровой обра-
ботки является возможность получения более 
объективных результатов, облегчение обмена 
данными между медицинскими учреждениями, 
расширения возможностей POC. Несомненно, 
перечисленные устройства оцифровки изобра-

КОНСТРУИРОВАНИЕ И ОПТИМИЗАЦИЯ ИНТЕРПРЕТАЦИИ 

РЕЗУЛЬТАТОВ НЕИНСТРУМЕНТАЛЬНОГО СТОЛБНЯЧНОГО 

СЕРОЛОГИЧЕСКОГО ТЕСТА

 Храмцов П. В.1,2,  Бочкова М. С.1,  Раев М. Б.1.2

1ФГБУН «Институт экологии и генетики микроорганизмов»; 2ФГБОУ ВПО «Пермский 
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Сконструирована и оптимизирована неинструментальная дот блот тест-система для по-
луколичественного определения столбнячного антитоксина в сыворотке крови человека при 
помощи углеродных наночастиц, функционализированных G белком стрептококка. Твердо-
фазный иммуносорбент представляет собой нитроцеллюлозную мембрану, сенсибилизи-
рованную столбнячным анатоксином в концентрации 0,1 мг/мл. Процедура анализа пред-
полагает последовательную инкубацию иммуносорбента в  исследуемой сыворотке крови 
и диагностикуме. Считывание результатов производится при помощи сканирования поверх-
ности иммуносорбента и последующего программного анализа полученного изображения. 
Концентрация антитоксина выражается в условных единицах относительно калибровочного 
графика и характеризует наличие защитного титра антител и степень защиты.

Ключевые слова: серологическая диагностика, валидация, столбняк.
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жений могут быть столь же недоступны в раз-
вивающихся странах, как и  ИФА- или ИФлА-
ридеры, поэтому в  настоящее время в  целом 
ряде научных работ для анализа данных исполь-
зуется обычный офисный сканер, а  обработка 
данных производится при помощи специали-
зированных бесплатных программ (ImageTool, 
разработка университета штата Техас, США, 
imageJ, создана в Национальном институте здо-
ровья, США), что значительно облегчает вне-
дрение технологии в практику.

Целью настоящей работы являлось кон-
струирование неинструментальной дот блот 
тест-системы, предназначенной для полуко-
личественного определения антител к  столб-
нячному анатоксину.

Ранее в  нашей лаборатории были разра-
ботаны дот блот тесты, предназначенные для 
определения титров поствакцинальных анти-
тел к дифтерии, столбняку и коклюшу в одной 
постановке [1]. В ходе обсуждения результатов 
работы профильными специалистами была от-
мечена излишняя громоздкость тест-системы, 
связанная с необходимостью титрования иссле-
дуемой пробы. Для устранения этой проблемы 
и упрощения процедуры анализа было принято 
решение создать диагностическую систему, ко-
торая позволит полуколичественно определять 
целевые антитела при использовании един-
ственного разведения исследуемой сыворотки 
крови. Технической основой для реализации 
нашей идеи стало применение метода цифро-
вой обработки результатов иммуноанализа.

Методы. Образцы сывороток крови вак-
цинированных от  столбняка детей были по-
лучены из  ГДКП № 5, г. Перми. Сыворотки 
крови хранили при температуре –20 °C. Кон-
центрацию антител к столбнячному анатокси-
ну сыворотках определяли при помощи ИФА-
набора («Euroimmun», Германия).

Процедура иммуноанализа. На диски из ни-
троцеллюлозной мембраны диаметром 5  мм 
(«Bio-Rad», США) сорбировали столбнячный 
анатоксин («Микроген», Россия), разведенный 
до целевой концентрации в нейтральном фос-
фатном буфере (ЗФР). Синтезированный таким 
образом иммуносорбент трехкратно промы-
вали ЗФР с 0,05% Твином-20 (ЗФРТ). На один 
цикл промывки каждого диска уходило 5 мин 
и 300 мкл буфера. Затем сенсибилизированные 
анатоксином диски инкубировали со  100 мкл 
исследуемой сывороткой крови, разведенной 
в ЗФРТ с 1% БСА. После очередной промывки 

производили детекцию антител к  анатоксину 
при помощи диагностикума, представляюще-
го собой суспензию углеродных наночастиц, 
конъюгированных с G белком стрептококка [2]. 
Диски вновь промывали описанным образом 
и  высушивали. По  окончании анализа в  цен-
тре диска проявлялось темное пятно, степень 
окрашивания которого зависела от концентра-
ции антител в  образце. Поверхность дисков 
сканировали при помощи сканера Canon Lide 
600f (программа для сканирования Canoscan 
Toolbox последней версии, режим сканиро-
вания: оттенки серого, разрешение 600 dpi). 
Полученные изображения обрабатывали при 
помощи программы imageJ (NIH, США). Про-
граммную обработку каждого диска проводили 
следующим образом: при помощи инструмен-
та Measure детектировали степень окрашива-
ния в  зоне сорбции анатоксина и  в  трех при-
легающих участках (фон). Далее из показателя 
интенсивности окрашивания в  зоне сорбции 
анти-лиганда вычитали среднее значение ин-
тенсивности окрашивания фона. Полученное 
значение характеризовало уровень специфиче-
ского сигнала для каждого из дисков. Именно 
это значение в дальнейшем использовалось для 
построения калибровочных графиков.

Основной целью разработки системы полу-
количественной детекции антител к столбняч-
ному анатоксину являлось создание простого, 
массово применимого теста для контроля эф-
фективности вакцинации от столбняка. В свя-
зи с  этим результат анализа должен характе-
ризовать состояние гуморального иммунитета 
к  столбняку у  пациента (серопозитивный или 
серонегативный, какова приблизительная дли-
тельность защиты, если серопозитивный). В свя-
зи с этим полуколичественная оценка иммуни-
тета к  столбняку производилась относительно 
трех опорных значений концентрации антиток-
сина в  сыворотке: >0,1 МЕ/мл  – серопозитив-
ный, 0,1-0,5 МЕ/мл – кратковременная защита, 
0,5 МЕ/мл – 1 МЕ/мл – необходима ревакцина-
ция или серологический контроль через 3 года, 
>1 МЕ/мл – необходима ревакцинация или се-
рологический контроль через 5 лет и более.

В ходе оптимизации анализа мы добивались 
наибольшей разрешающей способности именно 
в этом диапазоне концентраций антитоксина.

Для построения калибровочных графиков 
использовали 1-й международный стандарт 
ВОЗ препарата столбнячного анатоксина (ТЕ-3, 
NIBSC, Соединенное Королевство). Полученные 
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калибровки приводили к  виду логистической 
кривой с  5 параметрами при помощи онлайн-
сервиса elisaanalysis.com. Оценку параллелизма 
и линейности анализа проводили в соответстви-
ями с протоколом, приведенным в работе [3].

Результаты. В ходе исследования был про-
тестирован ряд сенсибилизирующих концен-
траций столбнячного анатоксина (0,2  мг/мл, 
0,1 мг/мл, 0,05 мг/мл, 0,025 мг/мл, 0,012 мг/мл). 
Было установлено, что со снижением концен-
трации анатоксина на твердой фазе происхо-
дит более интенсивное «насыщение» центров 
специфического связывания иммуносорбента. 
Вследствие этого показатели диагностическо-
го сигнала достигают значений, близких к мак-
симальным, при незначительном увеличении 
концентрации антител в пробе, что приводит 
к неоптимальной форме калибровочной кри-
вой. Наилучшая разрешающая способность 
анализа была достигнута при сенсибилизации 
твердой фазы анатоксином в  концентрации 
0,05 мг/мл. Схожий эффект имеет увеличение 
длительности инкубации с исследуемой сыво-
роткой. Из  трех использовавшихся в  работе 
режимов инкубации: 15 мин., 30 мин., 60 мин., 
оптимальным был признан первый.

Рабочее разведение сыворотки подбирали 
в соответствии с целевым диапазоном концен-
траций антитоксина: от 0,1 до 1 МЕ/мл. В соот-
ветствии с калибровочным графиком, достаточ-
ная воспроизводимость анализа (коэффициент 
вариации < 10%) наблюдалась в диапазоне кон-
центраций калибратора от 0,007 МЕ/мл и выше. 
Таким образом, для получения точного резуль-
тата, сыворотки необходимо разводить 1:10.

Для оценки линейности и параллелизма ис-
пользовали рассчитанное уравнение логисти-

ческой кривой с  пятью параметрами (ввиду 
его громоздкости мы не будем приводить его 
целиком, а лишь укажем значения параметров: 
a=123,955, b= –0,424, c=0,037, d= –3,135, g=2,418, 
коэффициент детерминации R2=0,991). Для 
оценки параллелизма ряд сывороток крови 
с  концентрациями антитоксина в  диапазоне 
от  0,1 до  1 МЕ/мл был исследован в  4-х по-
вторностях каждая. Коэффициенты вариации 
для рассчитанных относительно уравнения 
логистической кривой концентраций аналита 
были ниже 20%, что свидетельствует о нали-
чии параллелизма [3]. Аналогичным образом 
была продемонстрирована линейность анали-
за в диапазоне от 0,007 МЕ/мл и выше.

Таким образом, в ходе выполнения исследова-
ния была сконструирована неинструментальная 
диагностическая система для полуколичествен-
ного определения столбнячного антитоксина 
в сыворотке крови человека, а также оптими-
зирована процедура анализа. Особенностью 
разработанного теста является достаточно вы-
сокая оперативность (длительность анализа 
менее полутора часов), простота, возможность 
документирования результатов. Особенностью 
теста является применение системы обработки 
изображений для количественной оценки уров-
ня аналитического сигнала и повышения объек-
тивности интерпретации результатов.
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Non-instrumental dot blot test-system for semi-quantitative determination of tetanus toxoid in human 
blood serum using carbon nanoparticles functionalized with streptococcal G protein was constructed and op-
timized. Solid-phase immunosorbent is represented by nitrocellulose membrane sensitized by tetanus toxoid 
in a concentration of 0,1 mg/mL. Analytic procedure suggests sequential immunosorbent incubation in blood 
serum and diagnosticum. Reading off  the results is realized via the surface immunosorbent scanning and sub-
sequent program analysis of the resulting image. Toxoid concentration is expressed in conventional units rela-
tively to calibration curve and indicates the presence of protective antibody titers and degree of protection.

Keywords: serological diagnosis, validation, tetanus.
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РЕГУЛЯТОРНЫЕ И ЭФФЕКТОРНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ 

Т-ЛИМФОЦИТОВ ПРИ АТОПИЧЕСКОМ ДЕРМАТИТЕ 

У ДЕТЕЙ, АССОЦИИРОВАННЫМ С ГРИБАМИ РОДА 

КАНДИДА

 Агафонова Е. В.,  Велижинская Т. А.

ГОУ ВПО Казанский государственный медицинский университет, Казань, Россия

У детей с атопическим дерматитом, осложненным кандидозной инфекцией (АДКИ), про-
водилось изучение популяциий и субпопуляций Т-лимфоцитов – CD3+19–, CD3+4+, СDЗ+8+, 
CD3–19+, CD16/56+3–,  CD16/56+3+, CD3–8+, CD3+4–8–, CD4+8+, CD4+25+hi, CD4+62L+, CD4+62L–. 
Показано, что Т-лимфопения при АДКИ сочетались со снижение основных субпопуляций 
Т-лимфоцитов CD3+4+, CD3+8+. Выявлено снижение CD4+лимфоцитов, экспрессирующих 
рецепторы хомминга (CD62L+4+), и повышение субпопуляции эффекторов, мигрирующих 
в ткани (CD4+62L–). Также при АДКИ выявлено повышение субпопуляций Т-лимфоцитов 
с регуляторной/супрессорной активностью – CD16/56+3+, CD3–8+, CD3+4–8-, CD4+8+ что ас-
социируется с хронизацией кандидозной инфекции

Ключевые слова: атопический дерматит осложненный кандидозной инфекцией, дети, 
регуляторные и эффекторные субпопуляции Т лимфоцитов.

В формирование и  реализации атопиче-
ского дерматита (АД) у  детей ключевая роль 
принадлежит аллергическому воспалению 
с  вовлечением в  процесс различных имму-
нокомпетентных клеток. Иммунными на-
рушениями определяется не  только тяжесть 
АД, но  и  формирование осложненных форм, 
в частности связанных с персистенцией гриб-
ковых патогенов [1]. Особое внимание в  им-
мунопатогенезе различных заболеваний уде-
ляется изучению регуляторных субпопуляций 
лимфоцитов, обладающих супрессорной/регу-
ляторной активностью. В  настоящий момент 
внимание исследователей приковано к  трем 
основным субпопуляциям регуляторных кле-
ток: CD4+CD25+hi -Т-лимфоцитам, Тh3 и Тr1, 
или индуцибельным регуляторным клеткам 
(Tir) [2, 3]. В последних исследованиях пред-
лагается концепция участия регуляторных 
Т-кле ток, оказывающих воздействие на  Th 1 
и Тh 2 лимфоциты в аллергическом иммунном 
ответе [2]. В  связи с  вышеизложенным цель 
исследования – изучить популяции и субпо-
пуляции лимфоцитов с оценкой роли некото-
рых регуляторных субпопуляций при АД у де-

тей, осложненным кандидозной инфекцией 
(АДКИ).

Материалы и методы. Обследованы 66 детей 
в возрасте от 3 до 15 лет с АДКИ. АД характе-
ризовался преимущественно тяжелым (83,3%; 
SCORAD более 60) и среднетяжелым течением 
(16,7%; SCORAD 30–60). Диагностика канди-
доза включала культуральные микологические 
исследования и наличие повышенного уровня 
маннанового антигена Candida albicans (метод 
иммуносенсоров, Казанский НИИЭМ) в  сы-
воротке крови. В  контроле обследована груп-
па здоровых детей (cопоставимые по возрасту, 
N=26). Популяции и субпопуляции лимфоци-
тов исследовались методом ПЦФ с применени-
ем двух и  трехпараметрического анализа вы-
делялись линейные – CD3+19–, CD3+4+, СDЗ+8+, 
CD3–19+, CD16/56+3– и  субпопуляции c регу-
ляторной активностью  – CD16/56+3+, CD3–8+. 
CD3+4–8-, CD4+8+,  CD4+25+hi, CD4+62L+, CD4+ 

62L–. Статистическая обработка материала про-
водилась методами вариационной статистики 
(М, m, t-критерию Стьюдента).

Результаты и  обсуждение. По сравне-
нию с  контрольной группой при АДКИ ре-
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гистрировалась лейкопения (4370,0×106/л, 
р<0,05) и  лимфопения (1830,0×106/л; р<0,05). 
При исследовании популяционного про-
филя лимфоцитов имело место снижение 
СD3+19– (61,42%;1123,0×106/л  – p<0,05, p<0,05) 
и  увеличением CD3–56+/16+-лимфоцитов 
(20,16%; p<0,05). Изучение линейных субпо-
пуляций Т-лим фоцитов выявило снижение 
CD3+4+ (31,45%; 575,9×106/л  – p<0,05; p<0,05 
cоответственно) и  субпопуляции СTLТ-лим-
фоцитов (510,2×106/л; p<0,05). Таким образом, 
Т-лим фопения при АДКИ сочетались со  сни-
жение основных субпопуляций Т-лим фоцитов. 
В популяции СD4+-лимфоцитов нами изуча-
лись субпопуляции – CD62L+4+, CD62L+4–. 
CD62L+4+-субпопуляция Т-хелперов, экс-
прессирующая рецепторы хом минга – неак-
тивированные Т-хелперы, по некоторым дан-
ным, популяция “наивных” лимфоцитов [4]. 
CD4+62L– высокодифференцированные эф-
фекторы, мигрирующие в  очаги воспаления 
и  характеризующихся высокой способно-
стью к  продукции IFN-γ, что ассоциирует-
ся с  Th 1 девиацией иммунного ответа. При 
АДКИ регистрировалось снижение субпо-
пуляции CD62L+4+ (19,41%; 357,2×106/л  – 
p<0,05, p<0,05) и повышение CD4+62L– (18,05%; 
329,6×109/л – p<0,05, p<0,001). Потеря селек-
тинового маркера придает субпопуляции 
CD62L+4+ – новые качества c приобретением 
свойств клеток-эффекторов, мигрирующих 
в  органы. По  видимому, повышение мигра-
ции субпопуляции СD4+ в кожу при АДАГРС 
связано с прогрессирующей Т-лимфопенией 
и  уменьшением субпопуляции Т-хелперов. 
У детей с АДКИ регистрировалось достовер-
ное нарастание субпопуляции CD4+CD25+Hi 
(8,47%; 82,9×106/л – p<0,05, p<0,05). Важ-
нейшей функцией Treg является их сдержи-
вающая роль в  развитии иммунного вос-
паления  [2], однако в  конечном итоге эта, 
в определенной степени компенсаторная ре-
акция, приводит к негативным последствиям 
в  виде ослабления эффективности протек-
тивного иммунитета, способствуя генерали-
зации и хронизации инфекции, что является 
значимым фактором иммунологических на-
рушений при АДКИ. При изучении субпопу-
ляции CD16/56+3+ регистрировалось ее по-
вышение в  относительных (12,86%, p<0,001) 
значениях по сравнению с группой контроля. 
Большинство исследователей считают по-
пуляцию NKТ ответственной за  реализа-

цию цитокинового взрыва [5], в  том числе, 
включающего повышенную выработку ин-
терлейкинов Тh2 профиля в  ответ на  анти-
генную стимуляцию. Другие исследовате-
ли относят NKT лимфоциты к  популяции 
Т-регуляторных клеток, приобретающих су-
прессорные характеристики в процессе анти-
генной стимуляции. В работах последних лет 
установлена роль ключевого транскрипци-
онного фактора FOXP3 в  управлении регу-
ляторной функции iNKT, что дает основание 
отнести их к адаптивным регуляторным клет-
кам [5]. Таким образом при АДКИ нами про-
демонстрированно нарастание адаптивных 
субпопуляций Т-лимфоцитов с  регулятор-
ной/супрессорной активностью, что по  ви-
димому является одним из факторов наруше-
ния иммунопатогенеза и  прогрессированию 
осложненного течения АД. При изучении 
“малых” минорных субпопуляций лимфо-
цитов выявлено повышение СD3–8+ (9,16%; 
112,5×106/ – p<0,05, p<0,05). Клетки с  фено-
типом CD8+3– рассматривают как субпопуля-
цию НК-клеток с  регуляторными функция-
ми [2, 5]. В  литературе также обсуждается 
вопрос о  функциональных свойствах этой 
субпопуляции, им приписываются функции 
Th 3 лимфоцитов, Т супрессоров, NК подоб-
ную активность, не исключают также, что эти 
примитивные (по  репертуару Т клеточного 
рецептора) клетки, способны изменять свой 
фенотип при изменении цитокинового фона. 
В  последние годы субпопуляции CD3–CD8+ 
отводят функции индуцированных на пери-
ферии регуляторных Т-лимфоцитов. Также 
при АДКИ регистрировалось увеличение 
субпопуляции CD4+8+ (14,68%; 0,3×106/л  – 
p<0,05, p<0,05). Имеются сообщения о  вы-
бросе из тимуса ранних клеток с фенотипом 
кортикальных тимоцитов при иммунодефи-
цитных состояниях, по  некоторым данным 
функционально данная популяция клеток 
недостаточна активна. Вместе с тем в работах 
последних лет показано что циркулирующие 
CD4+CD8+ Т-клетки содержат зрелые эффек-
торные лимфоциты, специфичные для анти-
генов и  принимают участие в  адаптивном 
иммунном ответе против инфекционных 
возбудителей. По видимому, выраженное по-
вышение субпопуляции CD4+CD8+ в  нашем 
исследовании определяется 2 механизмами- 
как выбросом их из  тимуса, что отражает 
мобилизацию иммунной системы, так и  на-
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растанием доли эффекторных лимфоцитов 
при персистенции грибковых патогенов. На-
ряду с популяцией DP выделяется и минорная 
субпопуляция – ”естественные подавители” 
CD3+4–8– (DNCD3 клетки) [3, 5]. DNCD3 клет-
ки составляют около 1-3% лимфоцитов пе-
риферической крови у взрослых. нами выяв-
лено достоверное повышение субпопуляции 
CD3+4– 8– при АДКИ (2,32%: 42,2±5,8 – p<0,05, 
p<0,05). Иммунофенотипические исследо-
вания показали, что одна из основных фрак-
ций DNCD3 имеет фенотип клеток памяти. 
Высказывается предположение, что DNCD3, 
избегая негативного отбора в тимусе, мигри-
руют на периферию, образование DNCD3 мо-
жет происходить и  путем повторной диффе-
ренцировки СD3+4+-тимоцитов. Cтимуляция 
грибковыми антигенами в присутствии ИЛ-2 
активированныых CD4+ Т-клеток приводит 
к увеличению данной субпопуляции на пери-
ферии и повышенной выработке ими супрес-
сорного цитокина ИЛ-10. Указанные двойные 
негативные тимоциты входят в состав субпо-

пуляции CD4– Т-клеток, отнесенных к феноти-
пу Th 3 регуляторных клеток. Таким образом, 
при АД у детей осложненном персистенцией 
грибковых патогенов один из возможных ме-
ханизмов супрессии антигенпротективного 
иммунного ответа, связан с накоплением ин-
дуцированных на  периферии Т-лимфоцитов 
с  регуляторной активностью, что является 
одним из  иммуносупрессорных механизмов 
способствующих хронизации кандидозной 
инфекции.
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REGULATORY AND EFFECTOR SUBPOPULATIONS 

OF T-LYMPHOCYTES IN ATOPIC DERMATITIS IN CHILDREN, 

ASSOCIATED WITH FUNGI OF THE GENUS CANDIDACANDIDA

Agafonova E. V., Velizhinskaya T. A.

Kazan State Medical University, Kazan, Russia

In children with atopic dermatitis complicated by Candida infection (ADKI) conducted the study 
populations and subpopulations of T-lymphocytes – CD3+19–, CD3+4+, СD3+8+, CD3–19+, CD16/56+3–, 
CD16/56+3+, CD3–8+, CD3+4–8–, CD4+8+, CD4+25+hi, CD4+62L+, CD4+62L–. It has been shown that T-lym-
phopenia ADKI when combined with the reduction in major subpopulations of T lymphocytes CD3+4+, 
CD3+8+. Reduction of CD4+ lymphocytes expressing receptors homminga (CD62L+4+) and increased ef-
fector subpopulation of migrating in the tissue (CD4+ 62L–). Also, when ADKI found an increase subpop-
ulations of T lymphocytes with regulatory/suppressive activity – CD16/56+3+, CD3–8+. CD3+4–8–, CD4+8+ 
is associated with chronicity of Candida infection.
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Актуальность. Жировая ткань является 
источником синтеза белка α-фактора некроза 
опухоли (α-ФНО). По  данным ряда авторов 
повышение уровня ФНО-α имеет прямую за-
висимость со  степенью ожирения, а  также 
отрицательно коррелирует с активностью ли-
попротеинлипазы в жировой ткани. В прове-
денном нами исследовании средний уровень 
ФНО-α не имел достоверных различий у боль-
ных с  нормальной, избыточной массой тела 
и ожирением [3].

Метаболический синдром влияет на течение 
БА, усиливая бронхоспастический синдром. 
Течение, степень тяжести и  лечение БА сим-
патомиметиками и  глюкокортикостероидами 
также воздействуют на изменения структуры 
и гормонального статуса МС [2]. Развитие БА 
сопровождаются развитием иммунного дис-
баланса, а  именно изменением цитокинового 
спектра с  повышением содержания в  сыво-
ротке крови провоспалительных цитокинов 
и снижением уровня противовоспалительных 
цитокинов. Роль липоцитов в  развитии МС 
и атеросклероза до конца не выявлена, однако 
известно, что цитокины и адипокины оказы-
вают прямое и  непрямое действия на  атеро-
генез, вызывают активацию тромбогенеза [4]. 

Возможно, что провоспалительные цитокины 
ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-1β играют не  последнюю 
роль в развитии МС и АГ [1,5].

Цель исследования. Изучение особенностей 
цитокинового статуса у детей больных бронхи-
альной астмой с метаболическим синдромом.

Материал и методы исследования. Концен-
трацию цитокинов: интерлейкинов  – IL-1β; 
IL-4; IL-6; IL-8 определяли методом иммуно-
ферментного анализа с использованием набо-
ров реактивов производства ООО «Цитокин» 
(Санкт-Петербургский НИИ особо Чистых 
Биопрепаратов). Для реализации этого мето-
да использованы два вида моноклональных 
антител с различной эпитопной специфично-
стью к IL-1β; IL-4; IL-6; и IL-8.

Обследовано 53 детей БА с  МС, средний 
возраст – 10,44±0,2 г. На момент включения 
в  исследование среднее значение индекса 
массы тела (ИМТ) составило 24,79±3,94, ОТ/
ОБ  – 0,9±0,01. Группа сравнения состояла 
из 46 детей в возрасте от 6 до 14 лет (в среднем 
(10,44±0,2г) нормальной массой тела. Первая 
группа больных находились на  стандартной 
терапии (в  виде сочетания редуцированной 
по калориям диеты с адекватными физически-
ми нагрузками), вторая – помимо стандартной 

ОСОБЕННОСТИ ИММУНОЛОГИЧЕСКОГО 

СТАТУСА У ДЕТЕЙ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ 

С МЕТАБОЛИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ

 Азизова Н. Д.

Республиканский специализированный научно-практический медицинский центр 
Педиатрии МЗ РУз, Ташкент, Узбекистан

Изучены особенности изменения иммунологического статуса у  53 детей с  БА и  его 
взаимосвязи с другими проявлениями МС на фоне избыточной массы тела. Исследования 
показали повышение уровня иммунологических показателей в сыворотке крови у боль-
ных детей, и эти показатели могут рассматриваться как важнейшие факторы патогенетиче-
ских механизмов формирования этих заболеваний. Предложенные дифференцированные 
схемы лечения с  использованием препарата метформин и  немедикаментозной терапией 
в комплексе традиционной терапии у детей БА школьного возраста с МС оказывает по-
ложительное влияние на  клиническое течение заболевания, способствует улучшению 
иммунологических показателей приводящих к сокращению сроков пребывания больных 
в стационаре.

Ключевые слова: бронхиальная астма, дети, метаболический синдром, иммунологиче-
ские параметры.
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терапии получала препарат метформин. Кри-
териями исключения были врождённая эндо-
кринная патология, вторичная артериальная 
гипертензия (АГ), длительная гормональная 
терапия (более 1 месяца) сахарного диабета 
первого типа, а также возраст детей до 3 лет.

Результаты исследования. Обследовано 
53 детей БА с МС, средний возраст – 10,44±0,2 г. 
На момент включения в исследование среднее 
значение индекса массы тела (ИМТ) состави-
ло 24,79±3,94, ОТ/ОБ  – 0,9±0,01. Группа срав-
нения состояла из  46 детей в  возрасте от  6 
до  14  лет (в  среднем (10,44±0,2г) нормальной 
массой тела. Первая группа больных находи-
лись на стандартной терапии (в виде сочетания 
редуцированной по калориям диеты с адекват-
ными физическими нагрузками), вторая – по-
мимо базисной терапии получала метформин.

Определение уровней сывороточных цито-
кинов в  группах обследованных больных по-
казали достоверное повышение концентрации, 
ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8 у больных II груп-
пы в сравнении с I группой. При наблюдении 
за детьми в течение 12 месяцев отмечены по-
ложительные изменения со стороны иммуно-
логических показателей. Следует отметить, что 
наличие МС у больных с БА сопровождалось 
более высоким уровнем провоспалительной 
цитокинемии. При этом выявлены достовер-
ные различия в содержании провоспалитель-
ных цитокинов в  сравниваемых II  группe 
больных в зависимости I группы.

При исследовании детей этих групп наблю-
дался ряд статистически достоверных отли-
чий от показателей здоровых детей.

Во II группе, спустя 6 и 12 месяцев, иммуно-
логический статус наблюдаемых детей, характе-
ризовался достоверным снижением показате-
лей ИЛ-1β – 167±25 и 120,4±23 соответственно 
по  отношению к  показателю I группы через 6 
и 12 месяцев 286±21 и 269±22 соответственно, 
т. е. практически приблизились к контрольным 
значениям. Наблюдалось положительная досто-
верная динамика со стороны ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-8 
и  ФНО-α показателей по  сравнению с  детьми 
I группы (Р от <0,01 до <0,001), однако остава-
лось выше контрольной величины.

Таким образом, проведенные исследова-
ния позволяют сделать заключение о том, что 
предложенные дифференцированные схемы 
лечения в группе детей БА с МС препаратом 
метформин в сочетании с немедикаментозной 
терапии детей, спустя 6 и 12 месяцев, приво-

дило, к  снижению 2 раза частоты рецидивов 
заболеваний БА и  стабилизацию иммуноло-
гических показателей. Число детей со снижен-
ной фагоцитарной активностью сократилось 
в  2,5 раза. Комплексный подход в  терапии 
не  только вызывает клинический эффект, 
но и способствует восстановлению основных 
параметров провоспалительных и  противо-
воспалительных цитокинов в  сравнительно 
ранние сроки. Обобщая полученные данные, 
можно сказать, что у детей бронхиальной аст-
мой с МС, изменения показателей иммунной 
системы могут рассматриваться как важней-
шие факторы патогенетических механизмов 
формирования этих заболеваний.

Наиболее универсальным и  эффективным 
методом борьбы с  большинством факторов 
риска развития МС является снижение массы 
тела при ее избытке. Эффективность возрас-
тает при сочетании рационального питания 
и  индивидуально подобранной физической 
нагрузки.

Включение препарата метформин и немеди-
каментозной терапии в  состав традиционной 
терапии детей, спустя 6 и 12 месяцев после вы-
писки из  стационара, приводило, к  снижению 
в 2 раза частоты повторных заболеваний БА 
и  стабилизацию иммунологических и  функ-
циональных показателей, оказался эффективен 
по отношению всех составляющих МС: сниже-
ние массы тела, артериальной гипертензии, дис-
липидемии и ИР, значительно уменьшился риск 
каждого компонента. Однако перед традицион-
ным лечением, уменьшение частоты массы тела 
и  дислипидемии в  1-й группе по  сравнению 
со 2-й группой оказалось недостоверным.

Проведенные исследования позволяют 
сделать вывод о том, что предложенные диф-
ференцированные схемы лечения с использо-
ванием препарата метформин и немедикамен-
тозной терапии в  комплексе традиционной 
терапии у детей БА школьного возраста с МС 
оказывает положительное влияние на  кли-
ническое течение заболевания, способствует 
улучшению иммунологических показателей 
приводящих к  сокращению сроков пребыва-
ния больных в стационаре.

Оценка результатов катамнестических на-
блюдений за  детьми в  течение года показала 
уменьшением частоты повторных заболева-
ний БА и  улучшением метаболических пока-
зателей, способствующих повышению каче-
ства лечения.
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FEATURES OF THE IMMUNE STATUS IN CHILDREN 

WITH BRONCHIAL ASTHMA AND METABOLIC SYNDROME

Azizova N. D.

Republican Specialized Scientifi c and Practical Medical Center of Pediatrics Ministry 
of Health of the Republic of Uzbekistan, Tashkent, Uzbekistan

Particularly studied the immunological status changes in 53 children with asthma and its relationship 
to other forms of MS on the background of overweight. Studies have shown improvement of immuno-
logical parameters in the serum of sick children, and these fi gures can be considered as the most impor-
tant factors of pathogenic mechanisms of formation of these diseases. Established, objective performance 
criteria for non-drug and drug therapy in children with asthma and MS. Th e proposed diff erentiated 
treatment regimens using metformin and non-pharmacological treatment in combination of traditional 
therapy in children of school age with asthma MS has a positive eff ect on the clinical course of the disease, 
improves immunological parameters resulting in a shortened hospital stay.

Key words: bronchial asthma, children, metabolic syndrome, immunological parameters.

Атопический дерматит (АД) занимает одно 
из  ведущих мест в  структуре аллергических 

заболеваний [1]. Не утратило своей значимо-
сти изучение различных звеньев патогенеза 

ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИГИПОБАРОТЕРАПИИ НА КЛИНИКО-

ИММУНОЛОГИЧЕСКУЮ ЭФФЕКТИВНОСТЬ И ДИНАМИКУ 

ГОРМОНОВ ГИПОФИЗАРНО-ТИРЕОИДНОЙ СИСТЕМЫ 

У ДЕТЕЙ С АТОПИЧЕСКИМ ДЕРМАТИТОМ

 Алеманова Г. Д.1,  Попова Л. Ю.1,  Бегун Д. Н.1,  Амантурлиева М. Е.1, 

 Погребнова Е. И.2,  Анисимова Т. М.1

1ГБОУ ВПО «Оренбургский государственный медицинский университет»; 
2ГАУЗ ООКБ № 2 Областной детский центр аллергологии и клинической иммунологии, 

Оренбург, Россия

В  работе представлены данные об  эффективности лечения гипоксибаротерапией 
(ГГБТ) детей с атопическим дерматитом. Клинический эффект ГГБТ проявлялся снижени-
ем индекса «SCORAD» с формированием клинической ремиссии у 75% больных. Положи-
тельная иммунологическая динамика характеризовалась снижением уровня IL-4, общего 
IgЕ и, напротив, повышением содержания IL-10 через 3 месяца после ГГБТ по сравнению 
с данными до лечения. Повышение уровня Т 3 в пределах возрастной нормы способствует 
включению адаптационно-компенсаторных реакций тиреоидной системы.

Ключевые слова: атопический дерматит, цитокины, гипоксигипобаротерапия, тиреоид-
ные гормоны.
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АД, в том числе и иммунных механизмов его 
формирования. Тиреоидные гормоны, об-
ладая чрезвычайно широким спектром дей-
ствия, контролируют состояние практически 
всех органов и  тканей и  могут изменяться 
и  при не  тиреоидных заболеваниях [2]. Су-
щественные проблемы в  терапии АД у  детей 
определяют актуальность применения не-
медикаментозных методов лечения на  этапе 
реабилитации, в  частности гипоксигипоба-
ротерапии (ГГБТ). При этом сведения об  из-
менении цитокинового и  тиреоидного стату-
са у детей с АД при применении ГГБТ весьма 
ограничены.

Цель исследования. Оценить влияние ГГБТ 
на  клинико-иммунологическую эффектив-
ность и динамику тиреоидных гормонов у де-
тей, страдающих АД средней степени тяжести 
в периоде ремиссии.

Материалы и  методы. Обследованы 28 де-
тей в возрасте от 6 до 13 лет: 18 девочек (64%) 
и 10 мальчиков (36%) с распространенной фор-
мой АД средней степени тяжести, которые по-
лучили курс ГГБТ в условиях гипобарической 
барокамеры «Урал-1». Длительность лечения 
составила 24 сеанса продолжительностью 
3  часа. Во  время проведения ГГБТ пациенты 
не получали медикаментозного лечения. Оцен-
ку тяжести клинических проявлений прово-
дили на основании оценки индекса «SCORAD» 
в  период обострения АД. Для оценки эффек-
тивности лечения в  год предшествующий 
курсу лечения в барокамере и в последующий 
за  ним сравнивались клинические признаки 
АД (динамика индекса «SCORAD») и длитель-
ность ремиссии. Группу контроля составили 
10 условно здоровых детей того же возраста.

Уровень ИЛ-4, ИЛ-10, общего IgЕ и  кон-
центрацию тиреотропного гормона (ТТГ), 
трийодтиронина (Т 3) и тироксина (Т 4) в сы-
воротке крови определяли методом ИФА 
с использованием коммерческих тест систем 
«Протеиновый контур» и «АлкорБио» до и че-
рез 3 месяца после лечения в барокамере. Ста-
тистическая обработка данных проводилась 
в  программе Statistica 10.0. Исследованные 
параметры имели распределение отличное 
от  нормального, поэтому описывались при 
помощи медианы и  интерквартильного раз-
маха. Для сравнения количественных пере-
менных в зависимых группах использовался 
непараметрический дисперсионный анализ. 
Пороговый уровень статистической значи-

мости различий при сравнении переменных 
принят при р<0,05.

Результаты исследования и  обсуждение. 
Наследственная отягощенность по  АД вы-
являлась у  43% (n=12) детей. На  раннем ис-
кусственном вскармливании находились 46% 
(n=13) детей. Продолжительность заболевания 
до 5 лет отмечалась у 18% (n=5) больных. В пе-
риод обострения АД у пациентов преобладали 
лихеноидные (35,7%) и  эритематозно  – сква-
мозные (28,6%) формы заболевания. Рецидивы 
обострения АД отмечались преимущественно 
в осеннее – зимний период (82%). В структуре 
сопутствующей патологии у  25% (n=7) боль-
ных диагностировался хронический гастрит. 
Динамика значений индекса «SCORAD» через 
3 месяца и 1 год после ГГБТ составила 19 (12-24) 
и  6 (2-7) баллов соответственно по  сравне-
нию с  периодом обострения заболевания  – 
34 (27-38) балла, р<0,001. Ремиссия в течение 
года отмечалась у 75% пациентов. До проведе-
ния ГГБТ у больных сохранялся повышенный 
уровень ИЛ-4, ИЛ-10 и общего IgЕ в сыворот-
ке крови по  сравнению с  нормой. Развитие 
IgE-опосредуемых аллергических реакций 
в  условиях хронизации аллергического вос-
паления при АД, сопровождается изменением 
соотношения Тh1 и Th 2- клеток с повышени-
ем активности Тh2-клеток (увеличение про-
дукции ИЛ-4). Взаимодействие Т-хелперных 
лимфоцитов с  В-лимфоцитами и  связанная 
с  ним активация синтеза ИЛ-4 способствует 
переключению с  синтеза IgM на  синтез IgE. 
Положительная иммунологическая динамика 
проявлялась достоверным (р<0,001) снижени-
ем уровня ИЛ-4 через 3 месяца после ГГБТ (37 
(30–45) пг/мл) по сравнению с данными до ле-
чения (53,0 (39,1–63,8) пг/мл) и, напротив, по-
вышением (р<0,05) содержания противовос-
палительного цитокина ИЛ-10 (30,6 (30,6–34,3) 
и 24,9 (13,9–29,4 пг/мл) соответственно). Уро-
вень общего IgЕ достоверно снизился сразу 
после ГГБТ с 249 (30–727) до 61 (23–98) МЕ/л 
(р<0,05). Полученный иммунологический эф-
фект ГГБТ отражает поляризацию цитокинов 
в сторону Th 1 профиля.

Клиническое и  УЗИ исследование не  выя-
вили патологии щитовидной железы у данной 
группы больных. До  курса ГГБТ у  детей при 
средней степени тяжести АД в периоде ремис-
сии уровень ТТГ, Т 3 и Т 4 в сыворотке крови 
находился в  пределах нормативного интерва-
ла. После ГГБТ и через 3 месяца содержание Т 3 
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повысилось в пределах нормативного значения 
(2,1 (1,7–3,4) и  2,5 (2,1–2,2) нмоль/л (р<0,05) 
соответственно) по  сравнению с  его уровнем 
до баролечения 1,7 (1,5–1,9) нмоль/л, что может 
свидетельствовать о  включении адаптацион-
но – компенсаторных реакций тиреоидной си-
стемы. Краткосрочные и длительные эффекты 
йодтиронинов синергичны с  катехоламинами. 
Адаптация к  умеренной высотной гипоксии 
характеризуется увеличением запасов катехо-
ламинов надпочечников, через взаимодействие 
с которыми осуществляются основные физио-
логические эффекты ТГ [3].

Таким образом, проведенными исследо-
ваниями установлено, что ГГБТ в период ре-
миссии АД приводит к  выраженному кли-
ническому эффекту, который проявляется 
существенным удлинением ремиссии у  75% 
больных и  снижением значения индекса 
«SCORAD» через 3 месяца и  один год после 
баролечения. Иммунологические эффекты 
ГГБТ проявляются снижением уровня ИЛ-4, 
общего IgЕ и, напротив, повышением уровня 

ИЛ-10 через 3 месяца после баролечения (дли-
тельный структурный след адаптации). ГГБТ 
способствует повышению адаптационно  – 
компенсаторных реакций тиреоидной систе-
мы, что выражается в повышении концентра-
ции Т3 после ГГБТ и через 3 месяца в пределах 
нормативного значения.

Полученные данные расширяют терапевти-
ческие возможности ГГБТ и свидетельствуют 
о целесообразности ее включения в програм-
му реабилитационных мероприятий у  боль-
ных с  АД, что имеет высокое практическое 
значение.
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Th e paper presents the data abaut the eff ect hypoxihypobarotherapy (HHBT) in atopic dermatitis chil-
drens. Th e pronounced clinical eff ect of the HHBT was evident in thedownward change in the index 
«SCORAD» together with the formation of the clinical remission among the 75% of patients. Th e positive 
immunological dynamics was characterized by the decrease of such levels as IL-4 and the total IgE and, 
on the contrary, by the increase of the level of IL-10 three months aft er the HHBT in comparison with 
the datareceived before the treatment. Th e increase of the level of T3 within the expected range for age 
promotes the activating of the adaptational-compensatory reactions of the thyroid system.
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В структуре причин перинатальной смерт-
ности в  России, по  данным Росстата, преоб-
ладают внутриутробная гипоксия и асфиксия 
при рождении  – 51,6%, врожденные анома-
лии  – 12,8% и  респираторные нарушения  – 
11,8%. В  то  же время среди причин смерти 
детей первой недели жизни доминируют ре-
спираторные расстройства, которые состав-
ляют 32,3% [2].

Частота вентилятор-ассоциированных пнев-
моний (ВАП) у  новорожденных колеблется 
в  пределах от  37,6% до  58%; летальность до-
стигает 10% [3, 4].

Исследование показателей местного имму-
нитета дыхательных путей во  время прове-
дения «агрессивной» респираторной терапии 
в условиях колонизации нозокомиальной ми-
крофлорой является актуальным и  перспек-
тивным направлением современной иммуно-
логии и педиатрии [1, 5].

Цель исследования – определить характер 
микробного биоценоза респираторного трак-
та и факторов врожденного иммунитета у но-
ворожденных.

Материалы и  методы. Исследования были 
проведены в ОРИТ родильного дома РКБ г. Ма-
хачкала с 2012 по 2014 гг. При проведении бак-
териологического исследования клинического 
материала (кровь, трахеобронхиальный аспи-
рат) от новорожденных детей (173) с подозре-
нием на пневмонию было изучено 936 клиниче-

ских образца, выделено и  идентифицировано 
до  вида (рода) 587 штаммов микроорганиз-
мов. Все выделенные и  идентифицированные 
культуры протестированы на  чувствитель-
ность к антибактериальным препаратам (МУК 
4.2.1890-04). Для исследования экспрессии 
генов врожденного иммунитета TLR2, TLR4, 
HBD-1, HBD-2, TNFα и  NFkB из  клиническо-
го материала проводили выделение РНК с ис-
пользованием набора «РИБОсорб» (ИЛС, РФ). 
Проводили ОТ-реакцию с  использованием 
набора «ОТ-1» (Синтол, РФ). Для приготов-
ления ПЦР-смеси в  реакциях использовали 
HotStartTaq DNA Polymerase (Синтол, РФ). ПЦР 
проводили в амплификаторе для ПЦР-РВ ДТ-
96 (ДНК-технология, РФ). Определение уровня 
экспрессии генов проводилось относительно 
экспрессии гена β-актина.

Результаты. У  большинства новорожден-
ных были выделены грамнегативные микро-
организмы (93%), среди которых преобладали 
энтеробактерии (79%).

Пневмония, обусловленная К. pneumonia 
(33%), у  большинства новорожденных име-
ла острое течение. При ВАП, вызванных 
Ps. aeruginosa (22%), чаще, чем при других, 
отмечался геморрагический синдром (у 10 
из 35 детей). Пневмония, возбудителем кото-
рой являлась E. coli (24%), протекала с выра-
женными проявлениями инфекционного ток-
сикоза чаще, чем в других группах детей. При 

КЛИНИКО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ 

И ИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ ВЕНТИЛЯТОР-

АССОЦИИРОВАННЫХ ПНЕВМОНИЙ У НОВОРОЖДЕННЫХ
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В результате исследования показано, что этиологическая структура ВАП у новорожден-
ных представлена широким спектром микроорганизмов: Klebsiella pneumonia, Pseudomonas 
aeruginisa, Escherichia coli, кокковой флорой и др. У пациентов выявлено иммунодефицит-
ное состояние связанное со сниженной экспрессией генов TLR2 и TLR4.

Ключевые слова: новорожденные, вентилятор-ассоциированные пневмонии, микроор-
ганизмы, иммунодефицит, врожденный иммунитет, TLR.
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ВАП, вызванных S. epidermidis (26%), более 
чем у двух третей детей наблюдались тяжелые 
формы и острое течение (у 12 из 15 детей). Ле-
тальность в этой группе составила 20% (умерло 
3 детей). Результаты исследования на внутри-
утробное инфицирование свидетельствуют 
о  превалировании грамположительных воз-
будителей в клиническом материале от ново-
рожденных с  ВАП над грамотрицательными 
бактериями и грибами рода Candida.

С целью определения тактики этиотропной 
антибактериальной терапии, был проанализи-
рован уровень резистентности к антибактери-
альным препаратам – 103 микроорганизмов.

Выделенные штаммы K. pneumoniae про-
являли резистентность к  большинству анти-
биотиков и сохраняли 100% чувствительность 
к  имипенему и  меропенему. Высокую рези-
стентность к антибиотикам также проявляли 
штаммы некоторых видов энтеробактерии. 
Большинство штаммов S.epidermidis прояв-
ляли резистентность к  14 из  20 исследуемых 
антибиотиков, сохраняя чувствительность 
к  рифампицину, ванкомицину, линкомицину 
и амоксициллину.

Показатели врожденного иммунитета – Toll-
подобные рецепторы (TLR2, TLR4) экспресси-
ровались как на эпителиальных клетках верх-
них дыхательных путей, как у новорожденных 
с ВП, так и у детей с ВАП. У новорожденных 
с ВП уровни экспрессии распознающих струк-
тур были достоверно снижены в два раза. Экс-
прессия гена TLR2 снижалась в 6,2 раза у паци-
ентов с Klebsiella pneumoniae и в два и более раз 
при смешанной инфекции. Уровни экспрессии 
гена TLR4 были снижены более чем в три раза 
при инфекции, вызванной Esherihia coli.

На следующем этапе были определены уров-
ни экспрессии генов HBD-1 и HBD-2 в эпите-
лиальных клетках верхних дыхательных путей 
у новорожденных. Экспрессия гена HBD-2 уве-
личивается в 2,3 раза у детей, у которых опреде-
лялся инфекционный возбудитель, но при этом 
отсутствовали клинические проявления пнев-
монии. Помимо дефенсинов, был проведен 
анализ экспрессии генов провоспалительного 
цитокина TNFα и фактора транскрипции NFkB 
в эпителиальных клетках верхних дыхательных 
путей в исследуемых группах. У детей, у кото-
рых выявляли инфекционные возбудители, 
но  не было клинических проявлений, показа-
тель цитокина возрастал более чем в два раза. 
В  группах с внутриутробным инфицировани-
ем, с пневмонией новорожденных, вызванной 
E.coli, Ps. aeruginosa, кокками и при смешенной 
инфекции показатель TNFα возрастал в  3-4 
раза относительно показателя в группе сравне-
ния. Уровень экспрессии гена NFkB достовер-
но увеличивался только в  группах пациентов 
с  внутриутробным инфицированием плода 
(в 2,5 раза) и у новорожденных с пневмонией-
вызванной кокковой микрофлорой (в 3,1 раз).
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Th e study shows that the etiological structure of VAP in neonates presents a wide range of microorgan-
isms: Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginisa, Escherichia coli and other. Patients have immune-
defi cient conditions associated with decreased TLR2 and TLR4 gene expression.
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Актуальность и  цель работы. Бета-эндор-
фин  – нейропептид из  группы эндорфинов, 
который секретируется клетками нервной 
и  иммунной систем и  является эндогенным 
лигандом опиатных рецепторов. Большой 
практический интерес представляют имму-
номодулирующие эффекты бета-эндорфина. 
Важнейшее значение для реализации его вли-
яния на  функции иммунной системы имеют 
процессы клеточной кооперации, реализуемые 
за  счет цитокиновых взаимодействий. Высо-
кая скорость расщепления β-эндорфина про-
теазами крови, церебро-спинальной жидкости 
и других биологических сред определяет отно-
шение к нему как к молекуле короткодистант-
ного действия, способной оказывать кратков-
ременные биологические эффекты [1, 2]. Еще 
в 1998 году Sandin J. et al. продемонстрировали, 
что скорость расщепления β-эндорфина в пери-
ферической крови составляет 25 пмоль/ мин [1]. 
Также было установлено, что отщепление пяти 
C-концевых аминокислотных остатков сопро-
вождается почти полной потерей активно-
сти пептида [2]. Тем не  менее, наличие в  ор-
ганизме сложнейших регуляторных систем 
дает возможность предполагать существова-
ние опосредованных, отсроченных по  време-
ни эффектов. Ранее нами было показано, что 
бета-эндорфин в  разных экспериментальных 
условиях способен оказывать выраженное 
влияние на продукцию IL-2, IL-4 и IFN-γ – ци-
токинов, играющих важную роль в  Th 1/Th 2 
поляризации иммунного ответа [3, 4].

Цель настоящей работы – исследовать вли-
яние бета-эндорфина в зависимости от време-
ни введения на продукцию IL-2, IL-4 и IFN-γ 
спленоцитами мыши in vivo.

Материалы и  методы. Эксперимент вы-
полнен на  белых беспородных мышах сред-
ней массой 25–33 г. Животные содержались 
в условиях лабораторного вивария, при есте-
ственном освещении и  свободном доступе 
к корму и воде.

Бета-эндорфин (Skytek laboratories, США) 
вводили однократно внутрибрюшинно в  объ-
еме 150 мкл. Все животные были разбиты 
на 2 группы: 1-я – контрольная (физиологиче-
ский раствор), 2-я – β-эндорфин в концентра-
ции 0,0005 мкг/кг. Одну половину животных 
выводили из  эксперимента спустя 1 час по-
сле введения препаратов, другую часть  – че-
рез 6  часов путем декапитации под эфирным 
наркозом. Спленоциты выделяли в  асептиче-
ских условиях и  культивировали в  пластико-
вых круглодонных 96-луночных планшетах 
при 37  °C, во влажной атмосфере с 5% содер-
жанием CO2 в течение 24 или 48 часов. Каждая 
культура содержала 5*105 клеток в 0,2 мл пол-
ной культуральной среды, которую готовили 
ex tempore на основе среды RPMI 1640 («Gibco 
Live Technology», США). В качестве индуктора 
цитокиновой секреции использовали конкана-
валин А (КонА) в концентрации 20 мкг/мл, ко-
торый вносили непосредственно в культуры.

Концентрацию цитокинов определяли в су-
пернатантах 24-часовых (IL-2) или 48-часовых 
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Исследовано влияние бета-эндорфина в  зависимости от  срока его введения экспери-
ментальным животным на продукцию IL-2, IL-4 и IFN-γ спленоцитами мыши. Установле-
но, что увеличение времени между инъекцией пептида и началом культивированием спле-
ноцитов может играть важную роль в регуляции их секреторной активности, в частности, 
продукции IL-2 и IL-4.
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(IL-4, IFN-γ) культур методом твердофазного 
иммуноферментного анализа с  помощью на-
боров Bender Medsystems (Австрия) согласно 
методике, предложенной производителем.

Статистическую обработку результатов 
проводили с  помощью однофакторного дис-
персионного анализа и  апостериорного LSD-
критерия Фишера.

Результаты. При оценке влияния пепти-
да на  продукцию IL-4 наблюдалось усиление 
Кон А – индуцированной продукции как через 
1 ч, так и через 6 ч после инъекции. Следует 
отметить, что эффект был более выраженным 
при введении β-эндорфина за 6 часов до нача-
ла культивирования. При этом на спонтанную 
продукцию IL-4 спленоцитами β-эндорфин 
влияния не оказывал. В отличие от IL-4, про-
дукция IFN-γ статистически значимо не  из-
менялась под воздействием пептида ни в сти-
мулированных, ни  в  спонтанных культурах, 
а также не зависела от временного фактора.

Продукция IL-2, индуцированная Кон А, 
не изменялась под влиянием пептида незави-
симо от времени его инъекции. В то же время 
на  спонтанную продукцию IL-2 зарегистри-
ровано разнонаправленное влияние бета-эн-
дорфина, определяемое сроками его введения. 
Так, при выделении спленоцитов через час по-
сле инъекции бета-эндорфина, наблюдалось 
угнетающее влияние пептида на  секрецию 

IL-2, тогда как через 6 ч после его введения 
был выявлен стимулирующий эффект на уро-
вень IL-2 в культурах спленоцитов.

Таким образом, характер влияния бета-
эндорфина на  продукцию IL-2 и  IL-4 мыши-
ными спленоцитами определяется временем, 
прошедшим от  момента введения пептида 
до  выделения спленоцитов. Учитывая высо-
кую скорость расщепления бета-эндорфина 
протеазами биологических жидкостей, отсро-
ченные эффекты, зарегистрированные в дан-
ном эксперименте, могут являться результатом 
подключения иных, центральных механизмов 
регуляции, активированных опиоидной си-
стемой.

Работа поддержана грантом программы 
Президиума РАН «Молекулярная и клеточная 
биология».
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THE DEPENDENCE OF BETA ENDORPHIN INFLUENCE 

ON IL-2, IL-4, IFN-γ SECRETION BY MOUSE SPLENOCYTES 

ON THE TIME FACTOR
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Th e beta endorphin’ infl uence on IL-2, IL-4 and IFN-γ production of a mouse splenocytes depending 
on the term of its introduction by an experimental animal is investigated. It is established that the increase 
in time between an peptide injection and the beginning splenocyte’s cultivation can play an important role 
in regulation of their secretory activity, in particular, of production of IL-2 and IL-4.

Key words: beta-endorphin, cytokines, splenocytes, IL-2, IL-4, IFN-gamma.
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Введение. Возрастная макулярная дегене-
рация (ВМД)  – хроническое, необратимое, 
прогрессирующее поражение центрального 
отдела сетчатки. Доказательства прямой зави-
симости частоты заболевания от возраста по-
зволяют говорить об  инволюционном харак-
тере заболевания и рассматривать возраст как 
серьезный фактор риска [1]. Несмотря на мно-
гочисленные исследования, патогенез ВМД 
во  многом не  расшифрован. Имеются свиде-
тельства (в  основном экспериментальные) 
о  важной роли иммунологических факторов 
в возникновении и развитии заболевания [2]. 
Показано, что видоизмененный в  процессе 
старения ретинальный пигментный эпителий 
(РПЭ) приобретает иммуногенные свойства 
и  становится эпицентром хронического ло-
кального воспаления. Прогрессирование за-
болевания ассоциируется с локальной ишеми-
ей клеток пигментного эпителия и активацией 
РПЭ, накоплением тканеспецифических ауто-
антител; у большинства больных с ВМД ауто-
антитела выявляются и в сыворотке крови [3]. 
Высказано предположение, что одним из им-
мунологических механизмов, способствую-
щих развитию и  прогрессированию ВМД, 
являются нарушения в  (суб) популяционном 
составе лимфоцитов периферической крови. 
Однако целенаправленные исследования это-
го вопроса в  эксперименте не  проводились, 
а в клинике единичны [4].

Цель работы. Исследование (суб) попу-
ляционного состава лимфоцитов у  больных 
ВМД различной степени тяжести в сравнении 
со  здоровыми лицами пожилого (риск ВМД) 
и молодого возраста

Материал и методы. Всего в исследование 
было включено 47 человек. Первую группу со-
ставили 18 здоровых лиц молодого возраста 
(средний возраст 27,7 ± 4,03 лет; контрольная 
группа). В  остальные группы, сформирован-
ные с  согласно клинической классификации 
ВМД (AREDS) [5] вошли 29 человек: во  вто-
рую группу  – 11 практически здоровых до-
норов пожилого возраста без признаков 
офтальмопатологии (AREDS1; группа риска 
ВМД; средний возраст 57,1±11,8 лет), тре-
тью группу – 9 пациентов с начальной стади-
ей ВМД (AREDS2; возраст 53,2±11,5 года) и  9 
больных с  промежуточной стадией ВМД со-
ставили 4  группу (AREDS3; средний возраст 
57,1±11,8  лет). Материалом исследования слу-
жили пробы цельной крови, взятой из  локте-
вой вены натощак в  утренние часы (с  9 00-1000 
ч) при помощи вакуумных систем в пробирки 
Vaсuette® c антикоагулянтом К3EDTA. Иммуно-
фенотипирование проводили методом лазер-
ной проточной цитофлуориметрии на цитоме-
тре BD FACSCanto II (Becton Dickinson, CША) 
с  использованием системы моноклональных 
антител Multitest 6-Color TBNK Reagent в про-
бирках BD TruСount (Becton Dickinson, CША). 

(СУБ) ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ 

ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С ВОЗРАСТНОЙ 

МАКУЛЯРНОЙ ДЕГЕНЕРАЦИЕЙ

 Балацкая Н. В.,  Еремеева Е. А.,  Слепова О. С., 

 Куликова И. Г.,  Сорожкина Е. С.

ФГБУ «МНИИ Глазных болезней им. Гельмгольца» Минздрава России, Москва, Россия

В статье представлены результаты исследования (суб) популяционного состава лимфо-
цитов периферической крови у пациентов с ранними стадиями возрастной макулярной де-
генерации (ВМД) в сравнении со здоровыми лицами пожилого и молодого возраста. Повы-
шение абсолютного и относительного количества СD3+СD8+, СD3+СD4+СD8+ субпопуляций, 
В-лимфоцитов, высокая частота их повышенного содержания в крови пациентов с началь-
ной и промежуточной стадиями ВМД и здоровых лиц старшего возраста, позволяют думать 
о возможной роли сдвигов в содержании данных субпопуляций в патогенезе ВМД.

Ключевые слова: лимфоциты, (суб) популяции, возрастная макулярная дегенерация.
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Лизис эритроцитов и  фиксацию лейкоцитов 
производили с помощью лизирующего раство-
ра BD FACSTM Lysing Solution (Becton Dickinson, 
CША). Относительное и  абсолютное содер-
жание популяций и  субпопуляций лимфоци-
тов определялось в  программе Canto (Becton 
Dickinson, CША), с выделением анализируемо-
го региона по общей популяции, экспрессирую-
щей CD45+ антиген и по гранулярности клеток 
(CD45+PerCP-Cy5,5*/SSC); использовались ме-
ченые флуорохромами антитела к СD3+ (FITC), 
CD4+ (PE-Cy7*), CD8+ (APC-CY7*), CD16+/56+ 
(PE), CD19+ (APC*), позволяющие дифферен-
цировать клетки: Т-лимфоциты (CD3+), Т-хел-
перы (CD3+CD4+CD8-), T-цитотоксические 
(СD3+CD4-CD8+), T-дубль позитивные (СD3+ 

CD4+CD8+), NK-клет ки – натуральные киллеры 
(CD16+СD56+), В-лим фоциты (CD19+), вычис-
лить соотношение субпопуляций СD3+CD4+/ 
СD3+CD8+  – иммунорегуляторный индекс 
(ИРИ), отражающий баланс T-хелперов и  ци-
тотоксических Т-клеток (СD4+/ СD8+).

Статистическая обработка данных проведена 
с помощью программного комплекса Professio-
nal BioStat для Windows Version 2009 (t - крите-
рий Стьюдента, критерии Фишера и χ 2), уро-
вень статистической значимости: p < 0,05.

Результаты исследования. Сравнение ре-
зультатов исследования двух групп людей без 
явных признаков офтальмопатологии выявило 
тенденцию к снижению абсолютного числа лим-
фоцитов (CD45+) и общей популяции Т- клеток 
(СD3+) (1,16±0,29×109/л) в старшей возрастной 
группе (риск ВМД; AREDS1) по  сравнению 
с  молодыми людьми. Характерной особенно-
стью группы здоровых лиц пожилого возрас-
та явилось статистически значимое повыше-
ние практически в 2 раза как абсолютного, так 
и  относительного количества Т- «дубль пози-
тивных» СD3+СD4+СD8+-лимфоцитов по срав-
нению с «молодым» контролем (1,28±0,8×109/л 
и 0,54±0,31×109/л; р<0,005). При исследовании 
(суб) популяционного состава крови паци-
ентов с  ВМД было обнаружено, что в  обеих 
клинических группах (AREDS2 и  AREDS3) 
происходило дальнейшее, статистически зна-
чимое, повышение содержания (как абсолют-
ного, так и процентного) Т- «дубль позитив-
ных» клеток до  0,02±0,002×109/л (1,17±0,5%; 
р<0,005) и  0,022±0,014×109/л (1,14±0,67%; 
р<0,005). Кроме этого, начальная и  промежу-
точная стадии ВМД характеризовались до-
стоверным ростом количества B-лимфоцитов: 

абсолютного и  относительного при AREDS2 
(0,31±0,18×109/л; 17,2±6,8%) и  абсолютного 
при AREDS3 (0,24±0,05×109/л) по отношению 
к контрольной группе молодых добровольцев 
(0,19±0,06×109/л; 10,57±3,11%) и группе здоро-
вых лиц пожилого возраста (0,19±0,05×109/л; 
11,7±0,6%; р<0,005). На стадии AREDS3 отме-
чалась тенденция к повышению процентного 
содержания Т- цитотоксических (СD3+СD8+) 
лимфоцитов. Полученные данные были под-
тверждены результатами индивидуального 
анализа. Так, для лиц пожилого возраста (груп-
па риска ВМД) в 73% случаев отмечено повы-
шение относительного количества Т- «дубль 
позитивных» клеток, почти в половине случаев 
(45%) – снижение (суб) популяции СD3+СD8+, 
и, как следствие последнего, повышение им-
мунорегуляторного индекса СD4+/СD8+ (в 64% 
случаев). Начальные изменения при AREDS2 
характеризовались дальнейшим достовер-
ным увеличением частоты случаев повыше-
ния процентного содержания СD3+СD4+СD8+ 
лимфоцитов (89%); в  56% случаев отмечался 
рост субпопуляции цитотоксических клеток. 
Практически у половины пациентов этой груп-
пы отмечен рост относительного количества 
B-лимфоцитов. На  промежуточной стадии 
(AREDS3) аналогичные сдвиги в (суб) популя-
ционном составе лимфоцитов были выявлены 
уже в гораздо большем числе случаев: СD3+СD8+ 

клетки и B-лимфоциты в 67% и (суб) популя-
ция Т- «дубль позитивных» клеток – в 78% слу-
чаев. Следует отметить, что (суб) популяцию 
СD3+СD8+, а  в  последнее время и  Т- «дубль 
позитивных» клеток принято рассматривать 
в аспекте защиты от инфекций. В нашем случае 
увеличение частоты случаев повышения этих 
(суб) популяций в крови, отмеченных при на-
чальной (AREDS2) и промежуточной стадиях 
ВМД (AREDS3) может служить определенным 
свидетельством влияния инфекционного фак-
тора. Это согласуется с  полученными нами 
данными и  мнением ряда исследователей 
о возможной роли хламидий и вирусов груп-
пы герпеса как факторах, способствующих 
прогрессированию ВМД на  фоне ослабления 
иммунитета.

Выводы. Показано, что пожилой воз-
раст, начальная и  промежуточная стадии 
ВМД ассоциируются с  более или менее вы-
раженными сдвигами в  (суб) популяцион-
ном составе лимфоцитов крови по  срав-
нению с  контролем – здоровыми лицами 
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молодого возраста («нормой»). Повышение 
абсолютного и  относительного количества 
СD3+СD8+, СD3+СD4+СD8+ субпопуляций, 
а также B-лимфоцитов и высокая частота их 
повышенного содержания в  крови пациен-
тов с начальной и промежуточной стадиями 
ВМД и здоровых лиц старшего возраста, по-
зволяют думать о  возможной роли сдвигов 
в содержании данных субпопуляций в пато-
генезе ВМД. Полученные данные представля-
ются важными для расшифровки предпосы-
лок развития, критериев прогнозирования, 
разработки дифференцированного подхода 
к лечению ВМД.
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PERIPHERAL BLOOD SUBPOPULATION OF LYMPHOCYTES 

OF PATIENTS WITH AGE-RELATED MACULAR DEGENERATION

Balatskaya N. V., Eremeeva E. A., Slepova O. S., 

Kulikova I. G., Sorozhkina E. S.

Moscow Helmholtz Research Institute of Eye Diseases, Moscow, Russia

Th e article presents the results of the research peripheral blood lymphocytes (sub) рopulation in the of 
patients with early stages with age-related macular degeneration in comparison with healthy elderly and 
young adults. Th e increase in the absolute and percent amount of СD3+СD8+, СD3+CD4+СD8+ subpopu-
lations and B-lymphocytes, the high frequency of their high content in the blood of patients with early and 
intermediate stages of AMD and healthy older people, suggests a possible role of changes in the content of 
these subpopulations in the pathogenesis of AMD.

Поскольку более половины человечества 
(3,6 млрд.) инфицированы различными штам-

мами Helicobacter pylori (H.p.) с  поражением 
желудка и  12-и перстной кишки с  развити-

ВЛИЯНИЕ ВИРУСНЫХ АССОЦИАЦИЙ 

И ХЕЛИКОБАКТЕРНОЙ ИНТОКСИКАЦИИ НА 

ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК КРОВИ

 Беляев Д. Л.1,  Бабаянц А. А.1,  Долгина Е. Н.2, 

 Фролова И. С.1,  Антоненко С. М.1

1ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России; 2Институт аллергологии 
и клинической иммунологии, Москва, Россия

В 80–85% хронические моно и микст инфекции, вирусы группы герпеса 1-6 типов в со-
четании с эндотоксинами Н.р. и других Гр– бактерий сопровождаются значительным угне-
тением в 2-4 раза индуцированной продукции клетками крови интерферонов-α и -γ. От-
дельные сочетания хронических вирусных инфекций и бактериальных антигенемий могут 
частично стимулировать продукцию интерферонов, что необходимо учитывать при обсле-
довании, лечении и иммунокоррекции.

Ключевые слова: вирусы герпеса, Helicobacter pylori, интерфероны-α и -γ.
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ем функциональной диспепсии, хронических 
воспалительных изменений слизистых обо-
лочек, а  85–95% взрослого населения по-
жизненно инфицированы вирусами группы 
герпеса, сочетания этих инфекционных забо-
леваний представляют наибольший интерес 
для исследований микст-инфекций и  выбора 
оптимальных схем обследования, монито-
ринга и лечения. При смешанных инфекциях 
микробно-вирусной этиологии существенно 
изменяется функциональная активность кле-
ток крови, определяемая по индуцированной 
продукции интерферонов-α,  -γ (ИФ-α, ИФ-γ) 
и других цитокинов [1–4]. 

Цель работы. Изучение роли вирусов груп-
пы герпеса (1, 4, 5 и 6 типов) и их ассоциаций 
при микст-инфекциях в сочетании с Н.р. хро-
нической инфекцией и антигенемиями других 
Гр– бактерий в формировании вторичных им-
мунодефицитов. 

Материалы и  методы. Под наблюдением 
было 315 больных (б-х) с  различными про-
явлениями герпетических и папилломавирус-
ных инфекций, функциональной диспепсии, 
хронических гастритов, цистита и  частых 
респираторных заболеваний. Антитела (АТ) 
и  антигены (АГ) вирусов группы герпеса 
(ВГГ) определяли с помощью наборов фирмы 
Вектор-Бест, Новосибирск. АГ и  АТ четырех 
видов микоплазм и уреаплазмы уреалитикум, 
а  также АГ кишечных инфекций определяли 
методом непрямых реакций агглютинации [3]. 
Определение активности ИФ-α и -γ проводили 
методом биологического титрования на куль-
туре клеток [2–4]. 

Результаты. 315 образцов крови, содержа-
щие большое количество АТ к ВГГ (в 2-18 раз 
выше диагностических титров (д. т.) были раз-
делены на  группы: I  – в  160 были обнаруже-
ны АТ к  Н.р. и  69 из  них содержали АГ Н.р. 
и АТ к его АГ в высоких титрах, 68 образцов 
содержали только АТ к Н.р. в титрах выше д. т. 
(д. т.=30 ИФЕ) и в 25 образцах титры АТ были 
ниже д. т. (12±2,4 ИФЕ) но  в  9  случаях (36%) 
в них присутствовали АГ Н.р.; во II в клетках 
крови у 170 б-х присутствовали АГ ВГГ: в 93 – 
АГ одного вируса, а в 77 АГ 2, 3 или 4-х виру-
сов; в III группе были обнаружены АГ других 
Гр– бактерий (шигелл, сальмонелл, иерсиний 
всего 51) и  39 из  них не  содержали АГ Н.р.; 
в IV группе кроме высоких титров АТ к ВГГ АГ 
вирусов и АГ бактерий не было. Часть образ-
цов I, II и III групп содержала АГ нескольких 

бактерий и/или вирусов и бактерий. У б-х с ла-
тентными герпетическими моно-инфекциями 
(ВПГ1, ВЭБ-4т, ЦМВ-5т, ВГ6т) ИФ-α была сни-
жена по сравнению с показателями у доноров 
(247±14,8 n=46, 256,8±17,9 n=19, 247,5±29,3 
n=16, 206,7±27,7 n=12, 330,6±9,6 ед/мл n=60, 
р<0,001). Для микст-инфекций была получе-
на аналогичная закономерность (194,7±17,3 
n=38, 221,8±18,2 n=37, 254,7±27,4 n=20, 
213,9±23,3 n=24 р<0,002). Наибольшей актив-
ностью по продукции ИФ-γ обладали клетки 
б-х с ЦМВ микст-инфекцией (20,6±2,5 n=20), 
а наименьший – с ВГ6 (15,3±1,3 n=24, р<0,05). 
Ассоциации с  ЦМВ и  ВЭБ способствовали 
частичному росту ИФ-γ, а  ВГ6 и  ВПГ1 угне-
тали продукцию при всех сочетаниях микст-
инфекций, (23,1±3, n=9 и  12,3±1,2 n=11, 
р<0,003) и во всех группах отмечалось досто-
верное снижение продукции ИФ-γ по  отно-
шению к норме (20,6±2,49 n=20, 18,5±1,5 n=37, 
15,3±1,3 n=24, 32,93±0,97 ед/мл n=60, р<0,001). 
В группах с АГ Н.р. в крови как с АГ вирусов 
(n=35) так и без них (n=28) ИФ-α и -γ практиче-
ски не различались между собой но были сни-
жены по отношению к норме (ИФ-α 250,3±14,5 
ИФ-γ 18,2±1,4 n=35; ИФ-α 220±16,1 ИФ-γ 
18,6±1,5 n=28 р<0,001), хотя в подгруппах с от-
дельными вирусами например с АГ ВПГ1 раз-
личия были достоверны и зависели от количе-
ства АГ Н.р. (АГ Н.р.++ n=6 ИФ-γ 28±2,98 и АГ 
Н.р.+ n=7 ИФ-γ 16,6±2,6 р<0,02). Показатели 
ИФ-α и –γ в группах с высокими титрами АТ 
к 2–5 ВГГ и с АГ Гр– бактерий включая Н.р. без 
вирусных АГ тоже не отличались но были до-
стоверно снижены по отношению к показате-
лям у здоровых доноров (n=67 ИФ-γ 18,3±1,5 
и  n=70 ИФ-γ 18,6±1,4, р<0,001). Присутствие 
бактериальных и вирусных АГ а также их со-
четаний разнонаправленно влияло на  титры 
ИФ-α и  -γ. Так сочетания антигенемии ВГ6 
с  ВПГ1 вместе с  бактериальным эндотокси-
козом сопровождалось более выраженным 
угнетением ИФ-α и  -γ, а  сочетания с участи-
ем ЦМВ меньше подавляли функциональную 
активность клеток крови. При распределении 
всех образцов с АГ вирусов и бактерий по ак-
тивности ИФ-γ обнаружено что по  уровню 
ИФ-γ от 9,2±0,25 до 17±0,56 и до 31,8±0,4 со-
держание вирусных АГ снижалось  – 126%, 
111%, 106%, а  содержание бактериальных АГ 
возрастало – 47%, 57%, 64%. Анализ возраст-
ных характеристик у б-х с моно- и микст- ви-
русными инфекциями показал, что макси-
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мальные изменения ИФ-γ были у б-х среднего 
возраста и зависели от природы вирусов. Если 
в первой (средний возраст 23,1±1,9) и третьей 
(60,3±1,3) возрастных группах показатели 
ИФ-γ в  большинстве случаев мало отлича-
лись, то во второй (36,5±1,8) отмечено макси-
мальное снижение ИФ-γ у б-х с ВГ6 (13,6±1,6 
n=10) и  минимальное с  ЦМВ (27,7±2,2 n=12, 
р<0,001). В группах с ВПГ1 и ВЭБ показатели 
ИФ-γ также были ниже чем в  группе с  ЦМВ 
(20±1,7 n=30 и 27,7±2,2 n=12 р<0,015 и 19,2±1,9 
n=26 р<0,012 соответственно), но больше чем 
с  ВГ6 (13,6±1,6 n=10 и  20±1,7 n=30 р<0,047 
для ВПГ1). При хронических моно- и  микст-
инфекциях с участием ЦМВ (суммарно во всех 
возрастных группах) отмечено меньшее сни-
жение ИФ-γ и  по  сравнению с  ВГ6т 21,6±1,7 
n=32 и  16,3±1,3 n=32 р<0,016 хотя в  обеих 
группах показатели были ниже чем у  здоро-
вых лиц по  ИФ-α и  -γ (ЦМВ 252±19,8 n=32 
и  ВГ6 210,6±19 n=32 по  отношению к  норме 
р<0,001). Для ЦМВ и  ВПГ1 значения ИФ-γ 
были больше в средней возрастной группе чем 
в младшей и старшей (16,7±2,9 n=7 и 27,7±2,2 
n=12 р<0,001 для ЦМВ и для ВПГ1 чем в млад-
шей 13,3±3 n=13 и 20,4±1,2 n=28 р<0,014). При 
хронических латентных инфекциях с участием 
ВГГ в сочетании с хроническими шигеллезами, 

сальмонеллезами, иерсиниозами и хеликобак-
терной инфекцией, определяемой в том числе 
и только по присутствию АГ или АТ выше д. т. 
(в  динамике), с  учетом возможной локализа-
ции Н.р. не  только в  желудочно-кишечном 
тракте [5], у большинства б-х отмечается вы-
раженный дефицит ИФ-α и -γ, причем различ-
ные вирусные ассоциации и  бактериальные 
АГ могут оказывать как стимулирующее, так 
и  угнетающее действие на  функциональную 
активность иммунокомпетентных клеток кро-
ви, что необходимо учитывать при проведе-
нии лечебных мероприятий.
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EFFECT OF VIRAL ASSOCIATIONS AND H. PYLORI INTOXICATION 

ON FUNCTIONAL ACTIVITY OF BLOOD CELLS

Belyaev D. L.1, Babayants A. A.1, Dolgina E. N.2, 

Frolova I. S.1, Antonenko S. M.1

1“N.F. Gamaleya FRCEM”; 2Institute of Allergology and Clinical Immunology, 
Moscow, Russia

In 80–85% chronic latent mono and mixed infections caused by viruses of the herpes group are ac-
companied by signifi cant inhibition of induced production of interferon-α and -γ by blood cells in 2-4 
times, and association with bacterial antigenes burden this oppression. Certain combinations of chronic 
viral infections and bacterial antigenemia may party stimulate the production of interferons. Th e wide 
spreading of these chronic infections necessitates a comprehensive survey of patients in case of detecting 
at least one of the listed diseases, and the defi nition of interferon-α and -γ production especially in young 
and old age may enhance the eff ectiveness of pathogenetic and etiotropic treatment.

Key words: herpes viruses, Helicobacter pylori, interferons-α и -γ.
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Распространенный гнойный перитонит 
(РГП), несмотря на  достижения современной 
медицины в  области абдоминальной хирур-
гии, по-прежнему остается одним из  самых 
серьезных заболеваний. Летальность при РГП 
колеблется на уровне от 11 до 40%, а в случае 
генерализации инфекции и развития полиор-
ганной недостаточности может достигать 80% 
[2, 3]. Тяжесть течения РГП, а так же характер 
и  особенности развития различных ослож-
нений, как правило, определяются не  только 
тяжестью основного патологического про-
цесса и  адекватностью проводимого лечения, 
но и во многом зависит от изменений, проис-
ходящих в  системе иммунитета [1, 3, 4]. Важ-
ным компонентом этой системы являются 
лимфоциты, активно вовлекающиеся в  про-
цессы борьбы с вирусным и бактериальным за-
ражениями [1,4]. Все лимфоциты делятся на В- 
и Т-клетки. B-лимфоциты (CD19+) составляют 
10-15% от всех лимфоцитов и играют важную 
роль в  обеспечении гуморального иммуните-
та. При контакте с антигеном или будучи ак-
тивированными клетками презентирующими 
антиген, B-лимфоциты трансформируются 

в плазматические клетки, способные к продук-
ции антител [1, 3, 4]. В-клетки подразделяются 
на В-клетки памяти (CD19+ CD27+), обеспечи-
вающие иммунную память и наивные В-клетки 
(CD19+ CD27-), готовые к активации и обеспе-
чению противобактериальной защиты. Также 
В-лим фоциты можно разделить на  В2-клетки 
(CD19+ CD5-), являющиеся основной попу-
ляцией В-клеток. И  В1-клетки (CD19+ CD5+), 
минорную популяцию, составляющую около 
5% от  общей популяции, они локализуются 
в основном в барьерных тканях [1, 4, 5]. Т-лим-
фоциты (CD3+) составляют 70-80% от  всех 
лимфоцитов крови и  играют важную роль 
в  приобретённом иммунном ответе, обеспе-
чивая распознавание и  уничтожение клеток, 
несущих чужеродные антигены. Они усили-
вают действие моноцитов, NK-клеток, а также 
принимают участие в переключении изотипов 
иммуноглобулинов. T-лимфоциты подразде-
ляются на Т-хел перы (CD3+ CD4+) и Т-киллеры 
(CD3+ CD8+), различающиеся выполняемыми 
функциями [1,3,5].

Целью данного исследования явилась оцен-
ка фенотипического состава лимфоцитов 

ИССЛЕДОВАНИЕ ФЕНОТИПИЧЕСКОГО СОСТАВА 

ЛИМФОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ РАСПРОСТРАНЕННЫМ 

ГНОЙНЫМ ПЕРИТОНИТОМ В ЗАВИСИМОСТИ 

ОТ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ

 Беленюк В. Д.1,  Мошев А. В.1,  Кашникова Е. С.1, 

 Савченко А. А.1,  Борисов А. Г.1,  Черданцев Д. В.2, 
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Гнойный перитонит является одной из  самых серьезных проблем в  современной аб-
доминальной хирургии. В целях обеспечения всестороннего подхода к данной проблеме 
нами были проанализированы количественные и качественные изменения, коснувшиеся 
состояния Т-киллеров, Т-хелперов и регуляторных Т-лимфоцитов, а так же В-клеток па-
мяти и наивных В-лимфоцитов. В ходе исследования были обнаружены количественные 
и  качественные изменения фенотипического состава лимфоцитов. Было зафиксировано 
увеличение количества иммунокомпетентных клеток, активно задействованных в процес-
сах борьбы с воспалением. В то же время в отдельных группах наблюдалось угнетение ак-
тивационных процессов, связанных с системой иммунитета.
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у больных с распространенным гнойным пери-
тонитом в зависимости от степени тяжести.

Материалы и  методы. На  базе Краснояр-
ского краевого гнойно-септического центра 
Краевой клинической больницы г. Красно-
ярска обследовано 32 пациента с  острыми 
хирургическими заболеваниями и  травмами 
органов брюшной полости, осложнившими-
ся РГП, в возрасте 30-65 лет (средний возраст 
пациентов составил 46 лет). Из исследования 
были исключены пациенты, у  которых при-
чиной РГП являлись: острый деструктивный 
панкреатит (панкреонекроз), тотальный ме-
зентериальный тромбоз, онкологические за-
болевания, туберкулёз, беременность. Все 
пациенты были разделены на  группу средне 
тяжелых (n=23) и группу тяжелых пациентов 
(n=9). В качестве контроля на базе краснояр-
ского краевого центра крови № 1, было обсле-
довано 40 относительно здоровых людей ана-
логичного возрастного диапазона.

Гематологическое исследование проводи-
лось на автоматическом анализаторе «XE-5000» 
(Sysmex, Япония). Иммунофенотипирование 
лимфоцитов проводили методом проточной 
цитометрии с  использованием прямой пя-
тицветной иммунофлуоресценции цельной 
периферической крови с  использованием 
моноклональных антител (BeckmanCoulter, 
USA), меченных FITC (fl uoresceinisothiocya-
nate), PE (phycoerythrin), ECD (phycoerythrin-
TexasRed-X), PC5 (phycoerythrin-cyanin 5) 
и PC7 (phycoerythrin-cyanin 7). Использовали 
следующие антитела: CD45-FITC, CD4-RD1, 
CD8-ECD, CD3-PC5, CD19-PE, CD25-PC7, 
CD127-PE, CD62L-FITC, CD27-PC7, CD5-FITC, 
CD23-PC7. Пробоподготовку осуществляли 
по стандартной методике [5]. Лизис эритроци-
тов проводили по безотмывочной технологии 
с использованием реагента VerasLyse (Beckman 
Coulter, США). Анализ окрашенных клеток 
проводили на  проточном цитофлуориметре 
Cytomics FC-500 (BeckmanCoulter, USA)  [5]. 
В каждой пробе анализировали не менее 50000 
лимфоцитов. Все исследования выполнены 
с  информированного согласия испытуемых 
и в соответствии с этическими нормами Хель-
синской Декларации 2001 г.

Статистический анализ осуществляли в па-
кете прикладных программ Statistica 8.0 (StatSoft  
Inc., 2007). Описание выборки производили 
с помощью подсчета медианы (Ме) и интерк-
вартального размаха в виде 25 и 75 проценти-

лей (С25-С75). Достоверность различий между 
показателями независимых выборок оценива-
ли по непараметрическому критерию Манна-
Уитни (Mann-Whitney U test).

Результаты и  обсуждение. На  основании 
проведенного исследования, у  пациентов 
с РГП, по сравнению с контрольной группой 
были выявлены количественные и качествен-
ные изменения в  фенотипическом составе 
лимфоцитов. Было обнаружено достоверное 
увеличение содержания общих лейкоцитов 
при РГП в сравнении с контролем, сохраняю-
щееся в ходе всего лечения.

В группе тяжелых пациентов, несмотря 
на  увеличение количества Т-лимфоцитов, 
было отмечено уменьшение числа клеток несу-
щих CD25, указывающее на снижении количе-
ства активированных Т-лимфоцитов. В группе 
среднетяжелых пациентов было обнаружено 
значительное снижение количества цито-
токсических Т-клеток (р<0,05). Значительно 
увеличилось количество Т-хелперов (р<0,01) 
и  регуляторных Т-клеток (р<0,001). Было за-
фиксировано увеличение количества цито-
токсических Т-лимфоцитов экспрессирующих 
CD62L (р<0,001). Это может указывать на ак-
тивацию процессов миграции клеток в  оча-
ги воспаления. В  группе тяжелых пациентов 
было зафиксировано достоверное повышение 
количества общих Т-лимфоцитов (р<0,05). До-
стоверно увеличилось содержание Т-хелперов 
(р<0,01), в  то же время уровень цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов осталось неизменным. 
Увеличилось количество Т-хелперов экспрес-
сирующих CD62L (р<0,001). Также возрос 
уровень экспрессии самого маркера (р<0,01). 
Это указывает на  активацию процессов ми-
грации клеток. При анализе В-клеточного зве-
на иммунитета в первой группе было показа-
но значительное снижение В1-клеток (р<0,01), 
относительно контрольной группы. Осталь-
ные популяции В-клеток не подверглись зна-
чительным изменениям. В  то  же время зна-
чительно повысилось количество В2-клеток 
(р<0,05) и  В-клеток памяти (р<0,05) экспрес-
сирующих CD23, что указывает на активацию 
В-клеточного звена и усиление гуморального 
иммунитета. Во  второй группе, по  аналогии 
с  первой, значительному снижению подвер-
глась популяция В1-клеток (р<0,01). Также 
значительно снизилось количество В-клеток, 
несущих CD23 (р<0,01). Значимо снизилась 
экспрессия CD23, на поверхности всех субпо-
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пуляций В-клеток (р<0,01). Подобная карти-
на указывает на снижение уровня активации 
В-лимфоцитов и, как следствие, торможение 
гуморального иммунного ответа, первопри-
чиной которого может являться системное 
истощение ресурсов организма.

Заключение. В  ходе исследования были 
обнаружены количественные и качественные 
изменения фенотипического состава лимфо-
цитов, указывающие на  различную степень 
активации процессов, протекающих в системе 
иммунитета, в зависимости от степени тяжести 
РГП. В группе среднетяжелых пациентов было 
зафиксировано увеличение количества клеток 
иммунной системы, активно задействованных 
в  процессах борьбы с  воспалением. В  то же 
время отмечалось увеличение эффективно-
сти функционировании самих клеток, на что 
указывает повышение экспрессии активаци-
онных маркеров в  рамках всех исследуемых 

субпопуляций. В группе с тяжелыми пациен-
тами активационные процессы были значи-
тельно замедлены, на что указывает снижение 
экспрессии активационных маркеров на фоне 
классического алгоритма развития изменений 
в рамках иммунной системы.
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RESEARCH OF STATUS OF LYMPHOCYTES IN PATIENTS 

WITH PURULENT PERITONITIS IN PREVALENCE DEPENDING 

ON THE SEVERITY

Belenyuk V. D.1, Moshev A. V.1, Kashnikova E. S.1, Savchenko A. A.1,  

Borisov A. G.1, Cherdantsev D. V.2, Pervova O. V.2, Shapkina V. A.2

1FGBNU “Scientifi c Research Institute of Medical Problems of the North”; 2IPO Medical University 
“Krasnoyarsk State Medical University. prof. VF Voyno-Yasenetsky”, Krasnoyarsk, Russia

Purulent peritonitis is one of the most serious problems in modern abdominal surgery. In order to 
ensure a comprehensive approach to this issue, we have analyzed the quantitative and qualitative changes 
that are taking the state of killer T-cells, T-helper cells and regulatory T-lymphocytes, as well as memory 
B cells and naive B cells. Th e study found qualitative and quantitative changes of phenotypic lymphocytes. 
Was recorded increase in the number of immune cells, actively involved in the fi ght against pathogenesis. 
At the same time in separate groups was observed inhibition of the activation processes associated with 
the immune system.

Keywords: peritonitis, lymphocytes, fl ow cytometry.
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Снижение популяционного иммунитета, 
значительное расширение диагностических 
возможностей по  выявлению инфекцион-
ных агентов и рост частоты смешанных форм 
инфекционных процессов диктует необхо-
димость разработки новых схем обследова-
ния и  оценки роли отдельных возбудителей 
в  формировании тяжелых вторичных имму-
нодефицитов. Для предварительной оценки 
степени нарушения цитокиновой регуляции 
использовали индуцированную продукцию 
интерферонов клетками крови. Этот тест удо-
бен, экономически целесообразен и за 2–4 дня 
позволяет оценить уровень вторичных имму-
нодефицитов, которыми обычно сопровожда-
ется течение хронических микст-инфекций. 

Цель работы. Изучение возможной роли 
эндотоксикозов вызванных Гр– бактерия-
ми и  вирусных ассоциаций в  формирова-
нии вторичных иммунодефицитов, ассоции-
рованных с  индуцированной продукцией 
интерферонов-α и -γ (ИФ-α, и ИФ-γ). 

Материалы и  методы. Антигены (АГ) 
шигелл (Shigella fl exneri (S.fl .), Shigella sonnei 
(S. sonnei)), сальмонелл (Salmonella D/E (Salm.), 
иерсиний (Yersinia pseudotuberculosis (Y.pst), 
а  также Helicobacter pylori (Н.р.) определяли 
в  сыворотках крови больных (б-х) после де-

натурации посторонних белков и  антител 
(АТ) методом непрямой реакции агглютина-
ции [1, 2]. Исследована индуцированная про-
дукция клетками крови ИФ-α и  -γ у  295 б-х 
с титрами АТ к вирусам группы герпеса (ВГГ) 
в 2-16 раз выше диагностических титров (д. т.) 
при хронических микст-инфекциях с антиге-
немиями (в клетках крови АГ вирусов герпе-
са1, 4, 5 и 6 типа и в сыворотке крови для АГ 
Гр– бактерий). АТ и АГ вирусов группы герпеса 
определяли с помощью наборов Вектор-Бест 
(РФ). Индукцию интерферонов и их титрова-
ние проводили по стандартной методике опи-
санной ранее [1–3]. 

Результаты. Все образцы сывороток от 295 
б-х содержали АТ к 1–5 ВГГ и у 70 (I гр.) были 
обнаружены АГ ВГГ в  клетках крови, у  71 
(II гр.) в сыворотках были АГ Н.р. в двух раз-
личных концентрациях (Н.р.+ или Н.р.++), 
в  сыворотках III группы (46) содержались 
АГ других Гр– бактерий Salm., S.fl ., S.sonnei, 
Y.pst. В  отсутствии вирусных АГ в  подгруп-
пе с  низкой концентрацией АГ Н.р.+ (n=19, 
ИФ-α=256,8±16,8 ед/мл и  ИФ-γ=20,2±2 ед/
мл) индуцированная продукция интерферо-
нов была больше чем при высоких дозах АГ 
Н.р.++ (n=8, ИФ-α=185±31,1 и ИФ-γ=15,5±1,59, 
р<0,027 и  0,039). В  другой подгруппе при 

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК КРОВИ 

ПРИ ВИРУСНЫХ МИКСТ-ИНФЕКЦИЯХ 

С БАКТЕРИАЛЬНЫМИ ЭНДОТОКСИКОЗАМИ

 Беляев Д. Л.1,  Бабаянц А. А.1,  Долгина Е. Н.2, 

 Фролова И. С.1,  Антоненко С. М.1

1ФГБУ «ФНИЦЭМ им.Н.Ф.Гамалеи» Минздрава России; 2Институт аллергологии 
и клинической иммунологии, Москва, Россия

Обследовано 295 б-х с хроническими микст-инфекциями микробной (антигенемии Гр– 
бактерий) и герпес вирусной (1–6 типов) этиологии. Продукция интерферонов-α и/или -γ 
была достоверно снижена у  85% б-х, р<0,001. 21 (15%) больной имел нормальные пока-
затели по ИФ-γ и -α при антигенемиях по Yersinia pseudotuberculosis (Y.pst), Shigella sonnei 
(S. sonnei) и  герпетических микст вирусных инфекциях. Высокие показатели ИФ-α и  -γ 
у части б-х с микст-инфекциями микробной и вирусной этиологии необходимо учитывать 
при обследовании, терапии и иммунокоррекции.

Ключевые слова: вирусы группы герпеса (1,4,5 и 6 типа), Helicobacter pylori, антигены Гр– 
бактерий, интерфероны-α и -γ, микст-инфекции.
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одновременном обнаружении и  вирусных 
и  бактериальных АГ в  крови и  клетках кро-
ви продукция ИФ-α и  –γ была большей при 
высокой дозе АГ Н.р.++ (268,2±19 и 21,65±1,9 
n=17), а  с  моно вирусной антигенемией ещё 
больше (n=7, 274,3±23,8 и 24±2,47). При срав-
нении группы с АГ Н.р.++ с АГ в клетках крови 
ВПГ1 (1т) вместе с подгруппой Н.р.++ где были 
АГ вирусов ВПГ1 и  ВЭБ (4т) с  аналогичной 
подгруппой но с АГ Н.р.+ получены достовер-
ные различия (Н.р.++ n=11, ИФ-α=301,8±18,2 
и ИФ-γ=24±2,4 и Н.р.+ n=13 ИФ-α=212,3±26,9 
и  ИФ-γ=16,9±2,18 р<0,016 и  р<0,04). Все 
микст-инфекции (с 2-3 вирусными АГ) с уча-
стием ЦМВ (5т), сальмонелл и  шигелл со-
провождались максимальной продукцией 
ИФ-α=293,3±26,7 и  ИФ-γ=28±2,7 n=6. В  III 
группе где кроме вирусных АГ были АГ саль-
монелл, шигелл и  иерсиний влияние на  ин-
дуцированную продукцию клетками кро-
ви ИФ-α и  -γ не было однозначным. Во всех 
случаях как при сочетании АГ Гр– бактерий 
(S. sonnei и  Y.pst) с  вирусными АГ в  клетках 
крови, так и в образцах без вирусных АГ, ин-
дуцированная продукция ИФ-α и -γ не была 
снижена и не отличалась от показателей для 
здоровых доноров (средний возраст 46±4,6 
n=8 ИФ-α=300±20; ИФ-γ=33±1, норма ИФ-
α=330,6±9,6 и  ИФ-γ=32,93±0,97 n=60). Для 
подгрупп с АГ S.fl  и Salm. (с и без содержания 
вирусных АГ в  клетках крови) достоверных 
различий не было, хотя в случае с АГ S.fl  тен-
денция была очевидной, но требует дальней-
шего накопления материалов (n=8 15,5±2,67 
и 19,4±3,75 n=7). По сравнению с нормой все 
показатели в группах с АГ Salm. и S.fl  были су-
щественно меньше (S.fl  n=15, ИФ-α=230±18,7 
и  ИФ-γ=16,95±2,03 норма ИФ-α=330,6±9,6 
и  ИФ-γ=32,93±0,97 n=60, р<0,001 и  р<0,001). 
Значительная часть б-х с жалобами на хрони-
ческую усталость, рецидивы герпетических 
инфекций (ВПГ1, ВПГ2), шейными лимфоа-
денитами, рецидивирующими воспалитель-
ными заболеваниями верхних дыхательных 
путей, циститами, гастритами, функциональ-
ной диспепсией и  гастроэзофагальной реф-
люксной болезнью часто в  сочетании с  хро-
ническими запорами требуют тщательного 
обследования на наличие АГ патогенной ки-
шечной флоры, в  том числе и  в  сыворотках 
больных. Определение АГ патогенных бакте-
рий включая Н.р. одновременно с активацией 
хронических герпетических инфекций позво-

ляет более корректно спланировать последо-
вательность лечебных мероприятий, включая 
иммунокорригирующую терапию, посколь-
ку у  таких б-х вторичные иммунодефициты 
могут носить разноплановый характер [4]. 
Однако в  большинстве случаев необходи-
мо одновременно с  проведением антибакте-
риальной терапии компенсировать и  недо-
статочность противовирусного иммунитета 
которая может усиливаться после комбини-
рованного применения антибиотиков. Опре-
деление индуцированной продукции ИФ-α 
и -γ одновременно позволяет составить пред-
ставление о нарушениях в иммунной системе 
способствующих формированию хрониче-
ских микст-инфекций микробно-вирусной 
этиологии [1, 4]. С другой стороны обнаруже-
ние в крови АГ Н.р. более корректно отвечает 
на вопрос об истинной эрадикации бактерий 
Н.р., шигелл, сальмонелл и  иерсиний из  ор-
ганизма поскольку для большинства таких 
хронических форм описаны возможные ва-
рианты персистенции патогенных бактерий 
в  различных органах и  тканях (среднее ухо, 
слизистые оболочки полости рта, конъюн-
ктива век и  др.) [4, 5]. Изучение существен-
ного подавления индуцированной продукции 
клетками крови ИФ-α и -γ и их компенсация 
в случаях отдельных комбинаций, описанных 
выше, позволяет принимать адекватные меры 
для терапии микст-инфекций даже в случаях 
нормальных или близких к  норме значениях 
при хронических заболеваниях, связанных 
с  персистенцией представителей патоген-
ной кишечной флоры, герпетических микст-
инфекций и ряде других вирусов и микробных 
возбудителей, часто формирующих в организ-
ме хронические инфекционные очаги.
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FUNCTIONAL ACTIVITY OF BLOOD CELLS IN VIRAL 

MIXED INFECTIONS WITH BACTERIAL ENDOTOXICOSIS

Belyaev D. L.1, Babayants A. A.1, Dolgina E. N.2, 

Frolova I. S.1, Antonenko S. M.1

1“N.F. Gamaleya FRCEM”; 2Institute of Allergology and Clinical Immunology, Moscow, Russia

295 patients with chronic mixed infections of microbial (antingenes Gr– bacteries) and viral (herpes 
group of viruses types 1–6) etiology were examined. Induced production of interferon-α and/or -γ was 
signifi cantly reduced in 85%, р<0,001. 21 (15%) Pts had normal levels of IFN-γ and -α with antigenemia 
by Yersinia pseudotuberculosis (Y.pst), Shigella sonnei (S.sonnei) and mixed viral infections. High levels of 
IFN-α and -γ in part of the Pts with mixed infections of microbial and viral etiology must be considered 
when examining, therapy and immunomodulation.

Key words: herpes group of viruses (1, 4, 5 and 6 types), Helicobacter pylori, antingenes Gr–

bacteries, interferons-α и -γ, mixed infections.

Увеличение продолжительности жизни, 
наблюдаемое в последние десятилетия, ведет 
к общему старению населения во всем мире. 
Согласно докладу, опубликованному Фондом 
Организации Объединенных Наций, чис-
ло людей старше 60 лет к  2050  году превы-
сит 2 миллиарда человек. Процесс старения 
сопровождается специфическими физио-
логическими изменениями нейро-иммунно-
эндокринной оси организма человека, что 
приводит к развитию возраст-ассоциирован-
ных заболеваний, среди которых особое 
место занимает когнитивная дисфункция: 

от  легкой степени до  деменции и  болезни 
Альцгеймера.

К настоящему времени достигнуты значи-
тельные успехи в понимании механизмов раз-
вития когнитивной недостаточности у  пожи-
лых людей, однако вопрос о том, являются ли 
высокие уровни циркулирующих цитокинов 
триггером возраст-ассоциированных заболева-
ний или только отражают сумму текущих пато-
логических процессов, остается открытым.

Цель: определить профиль цитокинов: IL-6, 
TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-18, IL-10 и уровень гор-
монов стресса: кортизола, адренокортикотроп-

НЕЙРО-ИММУННО-ЭНДОКРИННАЯ ОСЬ У ЛЮДЕЙ 

ПОЖИЛОГО ВОЗРАСТА С РАЗНЫМ КАЧЕСТВОМ ЖИЗНИ

 Бурмистрова А. Л.1,  Филиппова Ю. Ю.1,  Михайлова А. С.2

1ФГБОУ ВПО Челябинский государственный университет; 2ГСУ СО «Челябинский 
геронтологический центр», Челябинск, Россия

Исследован профиль цитокинов и  уровень гормонов стресса (адренокортикотрпного 
гормона – АКТГ и кортизола) в плазме крови людей пожилого возраста с разным каче-
ством жизни. Не зависимо от качества жизни, у пожилых людей наблюдались достоверно 
высокие системные уровни цитокинов: IL-6, TNF-α и IL-1β, по сравнению с молодыми ин-
дивидуумами. У людей пожилого возраста с высоким качеством жизни (группа «активное 
долголетие») концентрация цитокина IL-6 была значимо ниже по сравнению с аналогич-
ными показателями людей со средним (группа «промежуточного типа») и низким (группа 
«милосердие») качеством жизни. В группе людей с низким качеством жизни («милосер-
дие») наблюдается достоверно высокий уровень кортизола в плазме крови на фоне низкой 
(на уровне группы доноров) концентрации АКТГ.

Ключевые слова: пожилые люди, цитокины, адренокортикотропный гормон, кортизол.
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ного гормона (АКТГ) в плазме крови людей по-
жилого возраста с разным качеством жизни.

Материалы и методы. В исследование были 
включены 66 человек пожилого возраста, про-
живающих в  «Челябинском геронтологиче-
ском центре». Средний возраст обследованных 
составил 79 ± 5 лет. Качество жизни пожилых 
людей определяли в ходе ежемесячного мони-
торинга их физического и  когнитивного со-
стояния с  помощью индекса Бартела (Barthel 
Index of Activities of Daily Living, 1993) и в со-
ответствии с классификацией стадий дисцир-
куляторной энцефалопатии Н. Н. Яхно с  со-
авт. (2003). По  результатам оценки качества 
жизни все обследованные были разделены 
на 3 группы: 21 человек с высоким качеством 
жизни (имели незначительные физические 
нарушения и  умеренное когнитивное рас-
стройство)  – группа «активное долголетие», 
16 человек, с низким качеством жизни (имели 
существенную физическую слабость и  выра-
женную когнитивную недостаточность, про-
являющуюся сосудистой деменцией) – группа 
«милосердие» и  29 человек со  средним каче-
ством жизни (имели либо выраженные физи-
ческие, либо когнитивные нарушения) – груп-
па «промежуточного типа».

Пожилые люди всех групп имели одинако-
вые возраст-ассоциированные заболевания: 
кардиоваскулярные, бронхолегочные, заболе-
вания желудочно-кишечного тракта и опорно-
двигательного аппарата. При этом из  иссле-
дования были исключены индивидуумы 
с ожирением, онкологическими заболевания-
ми, болезнью Паркинсона и  Альцгеймера, 
синдромом Дауна, врожденными нарушения-
ми центральной нервной системы.

Группу сравнения составили случайным об-
разом отобранные 19 штатных доноров крови 
ОГУП «Челябинская областная станция пере-
ливания крови» (группа «доноры»).

Уровень цитокинов: IL-6, TNF-α, IFN-γ, IL-1β, 
IL-18, IL-10 (ЗАО «Вектор Бест», Новосибирск) 
и гормонов: кортизола (ООО «Хема», Москва) 
и  адренокортикотропного гормона (АКТГ, 
«Biomerica», Германия) определяли в  плазме 
крови доноров и  пожилых людей методом 
твердофазного иммуноферментного анали-
за на  анализаторе Multiscan Ex (Labsystems, 
Финляндия) согласно инструкциям произво-
дителей.

В ходе статистической обработки данных 
использовали порядковые статистики и крите-

рии: для оценки центральной тенденции – рас-
чет медиан и 25-75 квартилей, для оценки зна-
чимости межгрупповых различий – критерий 
Краскела-Уоллиса с апостериорными парными 
сравнениями по Коноверу-Инману.

Результаты. На  первом этапе работы мы 
провели сравнительный анализ показателей 
уровней цитокинов: IL-6, TNF-α, IFN-γ, IL-1β, 
IL-18 и IL-10, в плазме крови доноров и пожи-
лых людей с разным качеством жизни. Анализ 
данных показал, что, не зависимо от качества 
жизни, у людей пожилого возраста по сравне-
нию с группой доноров в плазме крови были 
достоверно повышены уровни IL-6 и  TNF-α. 
Кроме того, в  группах пожилых людей «про-
межуточного типа» и «милосердие» наблюдал-
ся достоверно высокий уровень IL-1β по срав-
нению с группой доноров. В группе «активное 
долголетие» системный уровень этого цитоки-
на также был выше, чем в контроле, не дости-
гая статистической значимости. Полученные 
нами данные согласуются с  концепцией на-
личия у пожилых людей системного хрониче-
ского низкоградуированного воспаления [1]. 
Однако, нами обнаружено, что пожилые люди 
с  высоким качеством жизни (группа «актив-
ное долголетие») имеют статистически зна-
чимо более низкие уровни IL-6 по сравнению 
с  группами людей «промежуточного типа» 
и «милосердие», что может играть протектор-
ную роль, т. к. высокие системные уровни IL-6 
являются сильным предиктором развития 
сердечно-сосудистых заболеваний, сосуди-
стой деменции и смертности у людей пожило-
го и старческого возраста [1, 3].

Известно, что проявления и  выражен-
ность системного воспалительного ответа 
во  многом определяются состоянием ней-
ро-эндокринной системы, прежде всего 
гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
оси (ГГН-оси), поэтому на  втором этапе ра-
боты мы оценили уровни кортизола и  адре-
нокортикотропного гормона в  плазме крови 
пожилых людей с  разным качеством жизни. 
Обнаружено, что у  людей группы «актив-
ное долголетие» и  группы «промежуточного 
типа» в плазме крови наблюдался достоверно 
высокий уровень АКТГ по сравнению с пока-
зателями группы «доноры», а  концентрация 
кортизола оставалась на  уровне показателей 
людей молодого возраста. В группе «милосер-
дие» (люди со  значительными нарушениями 
физического статуса и когнитивной несостоя-
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тельностью) картина была прямо противопо-
ложной: низкая (на  уровне группы доноров) 
концентрация в плазме АКТГ на фоне досто-
верно высокого уровня кортизола. Таким об-
разом, у пожилых людей с низким качеством 
жизни (группа «милосердие») в  ответ на фи-
зиологические уровни АКТГ вырабатывается 
избыточное количество кортизола, что может 
привести к  развитию хронического стресса 
и к повреждению областей мозга, отвечающих 
за  когнитивные функции (префронтальной 
коры, паравентрикулярных нейронов, гипо-

кампа). Такие повреждения, в  свою очередь, 
могут способствовать развитию депрессии, 
когнитивных расстройств и болезни Альцгей-
мера у пожилых людей [2].
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SYSTEMIC LOW GRADED INFLAMMATION AND STRESS RESPONSE 

IN ELDERLY PEOPLE WITH DIFFERENT QUALITY OF LIFE
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Th e profi le of cytokines and stress hormones (adrenocorticotropic hormone – ACTH and cortisol) in 
the blood plasma of elderly people with diff erent quality of life is investigated. Regardless of the quality of 
life of the elderly were signifi cantly higher systemic levels of cytokines: IL-6, TNF-α and IL-1β, as com-
pared to young individuals. In older people with high quality of life (group “active old age”) and cytokine 
concentration of IL-6 was signifi cantly lower compared with those of people with an average (group of 
“intermediate type”) and low (group of “mercy”) quality of life. In the group of people with a poor quality 
of life (“mercy”) observed signifi cantly higher levels of cortisol in the blood plasma at low background 
(at the level of the group of donors) ACTH.

Keywords: elderly, cytokines, adrenocorticotropic hormone, cortisol.

ИММУННАЯ РЕАКТИВНОСТЬ 

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ОСТРОМ ПАНКРЕАТИТЕ 

НА ФОНЕ АЛКОГОЛЬНОЙ ИНТОКСИКАЦИИ

 Бушмина О. Н.,  Быстрова Н. А.,  Локтионов А. Л., 

 Долгарева С. А.

ГБОУ ВПО Курский государственный медицинский университет, 
Курск, Россия

При экспериментальном остром деструктивном панкреатите на фоне 30-дневной хро-
нической алкогольной интоксикации, в  большей степени при 60-суточной, установлено 
снижение формирования гуморального иммунного ответа, гиперчувствительности за-
медленного типа и фагоцитарных возможностей нейтрофилов периферической крови при 
повышении их кислородзависимой активности. Использование сочетания гепона, гипок-
сена и фосфоглив, в большей степени глутоксима, мексидола и гептрала, нормализовало 
и корригировало большинство измененных иммунных показателей при остром панкреа-
тите на фоне 30-дневного введения этанола. При более длительном поступлении алкоголя 
эффективной оказалась последняя схема препаратов.

Ключевые слова: иммунная реактивность, острый панкреатит, этанол.
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Актуальность. Течение и исход острого пан-
креатита во многом зависят от иммунной си-
стемы, участвующей в поддержании физиоло-
гического гомеостаза, регуляции метаболизма 
и регенерации тканей [2, 5]. Исходя из этого, 
в стратегии коррекции нарушений гомеостаза 
при данногм заболевании значительную роль 
должны играть иммунотропные препараты [1] 
Однако, основным недостатком большинства 
существующих схем фармакотерапии острого 
панкреатита является то, что они не  учиты-
вают наличие фоновой патологии, во многом 
являющейся основополагающей и  выпол-
няющей роль преморбидного фона, а  имен-
но желчнокаменная болезнь, алиментарные 
факторы, злоупотребление алкоголем, причем 
последнее само по себе может быть причиной 
развития иммунных нарушений [3, 4].

Цель работы. Оценка фармакологической 
эффективности различных сочетаний им-
муномодуляторов, антиоксидантов и  мем-
бранопротекторов в  коррекции иммунных 
нарушений при экспериментальном остром 
деструктивном панкреатите (ОДП) на  фоне 
хронической алкогольной интоксикации.

Используемые методы. Исследования про-
ведены на 189 крысах породы Вистар массой 
150–200 г. с  соблюдением принципов, изло-
женных в  Конвенции по  защите позвоноч-
ных животных, используемых для экспери-
ментальных и  других целей. Хроническую 
алкогольную интоксикацию моделировали 
30- или 60-кратным (ХАИ-30 и  ХАИ-60), че-
рез 24 часа, внутрижелудочным введением 
20% раствора этанола соответственно в  до-
зах 3 и 2 мл/кг. Экспериментальный ОДП вы-
зывали соответственно на 25 и 55 день после 
первого введения этанола перевязкой протока 
левой и правой долей поджелудочной железы, 
с последующей трехкратной через 60 мин сти-
муляцией прозерином. Экспериментальных 
животных при ХАИ-30 делили на  3 равные 
части: в  1-й группе фармакологические пре-
параты не вводили; 2-я группа получала Гепон 
(5 мг/кг, внутрь, через 24 часа, № 14), Гипоксен 
(750  мг/кг, внутрь в  1% крахмальной суспен-
зии, № 14) и  Фосфоглив (800  мг/кг, внутрь 
в 1% крахмальной суспензии, № 14); 3-я груп-
па  – Глутоксим (20  мг/ кг, внутримышечно, 
через 24 часа, № 5), Мексидол (50  мг/ кг вну-
трибрюшинно, через 24 часа, № 5) и  Гептрал 
(760  мг/ кг, внутрибрюшинно, через 24  часа, 
№ 5). При ХАИ-60 одна часть животных по-

лучала только этанол, вторая – дополнитель-
но глутоксим, мексидол и гептрал. Забой крыс 
осуществляли на  5-е сутки после иммуниза-
ции эритроцитами барана (ЭБ) или сенсиби-
лизации ЭБ, а также через 24 часа последнего 
введения этанола и  препаратов. Группа кон-
троля состояли из  15 здоровых животных. 
Фагоцитарная активность нейтрофилов пе-
риферической крови оценивалась по  фаго-
цитарному показателю (ФП), фагоцитарному 
числу (ФЧ) и индексу активности фагоцитоза 
(ИАФ). Кислородзависимую активность оце-
нивали по  НСТ-тестам спонтанному (НСТ-
сп.) и стимулированному опсонизированным 
и  неопсонизированным зимозаном (НСТ-ст. 
н/з, НСТ-ст. о/з), коэффициентам актива-
ции на  опсонизированный и  неопсонизиро-
ванный зимозан, коэффициент опсонизации 
(Кан, КАо, КО). Выраженность гуморального 
иммунного ответа (ГИО) оценивали на пятые 
сутки после иммунизации ЭБ путем опреде-
ления в селезенке числа антителообразующих 
клеток. Гиперчувствительность замедленного 
типа (ГЗТ) индуцировали внутрибрюшинным 
введением 108 ЭБ (сенсибилизирующая доза). 
Через 4 суток в подушечку стопы правой лап-
ки вводили 106 ЭБ в 0,1 мл физиологического 
раствора (разрешающая доза). О выраженно-
сти ГЗТ через 24 часа судили по разнице масс 
регионарного и  контрлатерального лимфати-
ческих узлов и  по  разнице количества в  них 
кариоцитов.

Основные результаты. У крыс с моделируе-
мым ОДП на фоне ХАИ-30, в большей степени 
ХАИ-60, установлено выраженная супрессия 
формирования ГИО и ГЗТ, снижение ФП, ФЧ, 
ИАФ и повышение НСТ-сп., НСТ-ст. о/з и н/з. 
Однако резервы кислородзависимой актив-
ности фагоцитов (КАо, КАн и КО) оказались 
сниженными. Введение комбинации препа-
ратов Гепон, Гипоксен и  Фосфоглив крысам 
с ОДП в сочетании с 30-дневной ХАИ корри-
гировало, но не до уровня нормы показатели 
ГИО, ГЗТ, ФП, ФЧ, ИАФ, НСТ-тесты спонтан-
ный и  стимулированный опсонизированным 
и  неопсонизированным зимозаном, но  в  еще 
большей степени снижало функциональные 
резервы КАн и  КО. Введение сочетания Глу-
токсим, Мексидол и  Гептрал нормализовало 
ГИО, ГЗТ, ФЧ, НСТ-ст. опсонизированным 
и  неопсонизированным зимозаном, КАн, КО 
и корригировало, но не до уровня нормы ФП, 
ИАФ, НСТ-сп., КАо. Использование Глуток-
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сима, Мексидола и  Гептрала в  условиях ОДП 
и ХАИ-60 нормализовало формирование ГИО, 
корригировало развитие ГЗТ, фагоцитарную 
активность полиморфноядерных лейкоцитов, 
НСТ-тесты спонтанный и  стимулированные 
опсонизированным и  неопсонизированным 
зимозаном, КАн, но не влияло на сниженные 
КАо и КО.

Таким образом, сочетание Глутоксим, Мек-
сидол и Гептрал эффективно корригирует нару-
шения клеточного и гуморального иммунитета 
в  условиях экспериментального ОДП на  фоне 
хронической алкогольной интоксикации.
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IMMUNE RESPONSIVENESS AT EXPERIMENTAL 

ACUTE PANCREATITIS AGAINST THE DRUNKENNESS

Bushman O. N., Bystrova N. A., Loktionov A. L., Dolgareva S. A.

Kursk state medical university, Kursk, Russia

At experimental acute destructive pancreatitis against a 30-day chronic drunkenness, more at 60-day, 
depression of formation of the humoral immune answer, a hypersensitivity of the slowed-down type and 
phagocytic opportunities of neutrophils of a peripheral blood when rising their oxygen activity is estab-
lished. Use of a combination of a gepon, gipoksen and phosphoglyv, more a glutoksim, a meksidol and a gep-
tral, normalized and corrected the majority of the changed immune indicators at acute pancreatitis against 
30-day introduction of ethanol. At longer entering of alcohol eff ective was the last scheme of preparations.

Keywords: immune responsiveness, acute pancreatitis, ethanol.

Введение. Одним из перспективных направ-
лений фундаментальных исследований являет-
ся оценка влияния галектинов на реализацию 

клеточных функций. В  качестве регулятора 
клеточного гомеостаза в данной работе иссле-
дуется низкомолекулярный белок семейства 

АПОПТОЗ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ JURKAT 

ПОД ДЕЙСТВИЕМ ГАЛЕКТИНА-3

 Васильева О. А.,  Новицкий В. В.

ГБОУ ВПО Сибирский государственный медицинский университет 
Минздрава России, Томск, Россия

Проведена оценка влияния рекомбинантного галектина-3 на реализацию программи-
рованной гибели опухолевых клеток линии Jurkat. Установлено, что галектин-3 оказывает 
дозозависимое проапоптотическое действие in vitro, характеризующееся увеличением ко-
личества клеток с деполяризованной митохондриальной мембраной. При этом индукция 
апоптотической гибели опухолевых клеток линии Jurkat сопряжена с увеличением количе-
ства клеток, экспрессирующих гликопротеиновый рецептор CD45, через который возмож-
но проведение сигнала внутрь клетки.

Ключевые слова: апоптоз, митохондриальный потенциал, галектин-3, клетки линии 
Jurkat.
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лектинов – галектин-3, секретирующийся клет-
ками лимфоузлов, тимуса, селезенки, макрофа-
гами, дендритными, эпителиальными и опухо-
левыми клетками. Галектин-3 функционирует 
как экстрацеллюлярная молекула и принимает 
участие в активации различных типов клеток, 
таких как моноциты, макрофаги, тучные клет-
ки, нейтрофилы и лимфоциты [1, 2]. 

Цель исследования: оценить влияние ре-
комбинантного галектина-3 на  реализацию 
апоптоза Т-лимфоцитов линии Jurkat в куль-
туре in vitro.

Материалы и методы. В работе были исполь-
зованы культуры опухолевых клеток линии 
Jurkat, представляющие собой иммортализо-
ванные Т-лимфоциты (Российская коллекция 
клеточных культур позвоночных Института 
цитологии РАН, Санкт-Петербург). Данные 
клетки представляют собой лимфобластную 
стадию дифференцировки Т-лимфоцитов, об-
ладают спо собностью синтезировать ряд цито-
кинов и могут быть использованы как модель 
для изучения Т-лимфоцитов. Способность 
рекомбинантного галектина-3 («RnDSystems», 
США) вызывать апоптоз клеток линии Jurkat 
оценивали в  диапазоне концентраций от  0,2 
до  2,0 мкг/мл. Галектин-3 вводили в  культу-
ральную среду, и  клетки инкубировали при 
37ºС в атмосфере 5% СО2 в течение 18 ч. Кон-
трольную группу составили клетки линии 
Jurkat, культивированные в отсутствии галек-
тина-3. Число клеток с  признаками апоптоза 
и  клеток со  сниженным уровнем потенциала 
митохондриальных мембран (Δψ) определя-
ли с помощью проточной цитофлуориметрии 
(FacsCantoII, BD, USA) с  использованием на-
боров «Annexin V PE apoptosis detection kit», 
eBioscience, США) и  DePsipher™ Kit (Trevigen, 
Inc., USA), соответственно. Содержание кле-
ток, презентирующих на  своей поверхно-
сти рецепторы к  галектину 3-го типа (CD29, 
CD 45) определяли методом лазерной проточ-
ной цитофлуориметрии. Клетки окрашивали 
стандартными моноклональными антителами 
к  данным рецепторам, меченными фикоэри-
трином («RnDSystems», USA), согласно про-
токолу фирмы производителя. Результаты 
исследования выражали в  процентах. Стати-
стическую обработку результатов проводи-
ли с  помощью программы Statistica 6.0. До-
стоверность различий (Р  < 0.05) оценивали 
с  помощью непараметрического критерия 
Вилкоксона для зависимых выборок. Данные 

представлены в виде медианы (Ме), верхнего 
и нижнего квартилей (Q25-Q75).

Результаты. Оценка реализации апоптоза 
клеток линии Jurkat показала, что увеличение 
количества апоптотически измененных клеток 
происходит при действии галектина-3 в  дозе 
1,0 и 2,0 мкг/мл. Уровень апоптотических кле-
ток при действии галектина-3 в дозе 1,0 мкг/ мл 
составил 36,3 (27,5–45,1)%, что на 16% превы-
шает таковой в  интактной культуре клеток. 
С  увеличением дозы галектина-3 количество 
аннексин-положительных клеток линии Jurkat 
значимо не  отличается, однако в  2  раза воз-
растает количество клеток, связавших двой-
ную метку (Annexin+7AAD+). Согласно данным 
литературы, вероятным механизмом реали-
зации программированной клеточной гибе-
ли, индуцированной галектином-3, являет-
ся митохондриальный путь. Универсальным 
признаком данного пути гибели клетки явля-
ется снижение трансмембранного потенциа-
ла митохондрий, образованного градиентом 
протонов H+, за  счет активации специфиче-
ских каналов во  внешней митохондриальной 
мембране. В результате окрашивания клеток, 
проведенного с  помощью митохондриаль-
ного зонда JC-1, нами было установлено, что 
в  проапоптотических дозах галектин-3 при-
водит к  деполяризации митохондриальной 
мембраны. Добавление в среду для культиви-
рования опухолевых клеток рекомбинантного 
галектина-3 в  дозе 1 мкг/мл сопровождалось 
увеличением в  2,2 раза количества клеток 
со сниженным митохондриальным потенциа-
лом, при увеличении концентрации галекти-
на-3 до 2,0 мкг/ мл регистрировали повышение 
количества лимфоцитов, содержащих JC-мо-
номеры в  3,1 раза. Согласно данным литера-
туры эффективность действия галектинов 
в  отношении запуска гибели T-клеток может 
зависеть от  экспрессии гликопротеиновых 
рецепторов клеточной поверхности (таких, 
как CD29 и  CD45) и  профиля гликозилиро-
вания  [4]. Поэтому, помимо оценки базовых 
параметров реализации программированной 
гибели клеток, было проведено исследование 
количества внеклеточных рецепторов к галек-
тину-3 на  поверхности T-лимфоцитов линии 
Jurkat методом проточной цитофлуориме-
трии. Как известно, галектины оказывают свое 
влияние на клетки-мишени через связывание 
углеводраспознающего домена с гликоконъю-
гатами клеточной поверхности, содержащими 
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определенные олигосахариды [3]. Инкубиро-
вание интактных клеток линии Jurkat с галек-
тином-3 не вызывало достоверных изменений 
количества экспрессированных на  поверхно-
сти клеток CD29 по сравнению со значениями 
в контроле. Средний уровень экспрессии CD29 
на поверхности клеток линии Jurkat составил 
39,7 (33,2–50,4)%. При этом после 18 ч инку-
бации опухолевых клеток с рекомбинантным 
галектином-3 регистрировалось достоверное 
увеличение маркера CD45 до 42,1 (35,4–55,2)% 
по сравнению с 33,4 (17,4–39,7)% в интактной 
культуре. Тирозинспецифическая фосфатаза 
(СD45) выполняет важную функцию в  пере-
даче сигнала внутрь клетки с  Т-клеточного 
рецептора. Для лучшего функционирования 
молекула должна быть специфично ориенти-
рована на мембране, при этом имеет значение 
фосфолипидное окружение. CD45 на мембра-
не структурно близок к Т-клеточному рецеп-
тору и  Т-клеточные линии, не  экспрессиро-
вавшие CD45, были не  способны к  передаче 
сигнала, опосредованного через Т-клеточный 
рецептор [4]. Таким образом, вероятно, ин-
дукция апоптотической гибели лимфоцитов 

при действии галектина-3 опосредована взаи-
модействием с CD45.

Заключение. В результате исследования вли-
яния рекомбинантного галектина-3 на реализа-
цию программированной гибели Т-лим фоцитов 
линии Jurkat установлено, что галектин-3 ока-
зывает дозозависимое проапоптотическое 
действие на  in vitro, характеризующееся уве-
личением количества клеток с деполяризован-
ной митохондриальной мембраной. При этом 
индукция апоптотической гибели опухолевых 
клеток линии Jurkat сопряжена с увеличением 
количества клеток, экспрессирующих глико-
протеиновый рецептор CD45, через который 
возможно проведение сигнала внутрь клетки.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Васильева О. А. Российский иммунологический 
журнал. – 2014. – Т. 17, № 3. – С. 270-272.

2. Васильева О. А., Якушина В. Д., Рязанцева Н. В. 
и  др. Молекулярная биология. – 2013. – Т. 47, 
№ 6. – С. 1004-1010.

3. Рапопорт Е. М., Почечуева Т. В., Курмышкина О. В. 
и др. Биохимия. – 2010. – Т. 75. – № 3. – С. 380-390.

4. Stillman B. N., Hsu D. K, Pang M. et al. Th e Journal 
of Immunology. – 2006. – Vol. 176. – P. 778-789.

APOPTOSIS OF JURKAT CELLS UNDER THE ACTION 

OF GALECTIN-3

Vasil’eva O.A., Novitsky V. V.

Siberian State Medical University, Tomsk, Russia

Th e infl uence of recombinant galectin-3 on programmed death of Jurkat cells was analyzed in 
current work. It was shown that galectin-3 had a dose-dependent pro-apoptotic eff ect on Jurkat cells 
in vitro. Galectin-3 enlarged the number of cells with decreased mitochondrion membrane potential 
compared with intact cells. Induction of apoptotic death of Jurkat cells is associated with increasing 
the number of cells expressing a glycoprotein receptor CD45, through which signal transduction is 
possible into cell.
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Актуальность. Согласно формулировке 
И. И. Балаболкина по  соотношению роли сре-
довых и наследственных факторов в патогене-
зе, аллергические заболевания относят к груп-
пе болезней, этиологическим фактором для 
которых является окружающая среда, но  при 
этом на  частоту возникновения и  тяжесть их 
течения существенное влияние оказывает на-
следственная предрасположеннность. Ранний 
возраст дебюта бронхиальной астмы считается 
неблагоприятным прогностическим признаком 
тяжелого течения заболевания (Национальная 
программа «Бронхиальная астма у детей. Стра-
тегия лечения и профилактика», 2014).

Цель: изучить клинико-анамнестические 
особенности бронхиальной астмы, уровень 
IgE у детей.

Материалы и методы: исследованы и проа-
нализированы данные анамнеза жизни и забо-
левания, уровень IgE у 50 детей: 27 мальчиков 
и 23 девочек в возрасте от 7 до 15 лет, больных 
бронхиальной астмой легкой средней степени 
тяжести.

Результаты. Средняя продолжительность 
течения заболевания составила 6,8±3,1  лет. 
У  30,0% пациентов давность постановки диа-
гноза бронхиальной астмы не  превышала 
3-х лет. В нашем исследовании средний возраст 
начала болезни составил 4,2±2,7 года. У части 

детей  – 15,0% дебют заболевания пришелся 
на  преддошкольный период, когда яркие ха-
рактерные клинико-анамнестические данные 
позволили поставить диагноз в  возрасте от  1 
до  3-х лет. Гораздо реже манифестация забо-
левания отмечалась в  пубертатном периоде, 
в возрасте от 12 до 15 лет диагноз впервые был 
уточнен только у 5% наблюдаемых нами детей.

Как известно, в  развитии бронхиальной 
астмы большую роль играет предрасполо-
женная к  аллергии наследственность. Так, 
риск развития аллергического заболевания 
в  семьях, где аллергическим заболеванием 
страдает один из  родителей, увеличивается 
до  50%, и  превышает 66%, если аллергиче-
ским заболеванием страдают оба родителя. 
Отягощенная наследственность по  аллер-
гопатологии (атопический дерматит, брон-
хиальная астма, аллергический ринит) у  де-
вочек составила 59% по  материнской линии 
и 8,4% по линии отца. У мальчиков предрас-
положенность к аллергическим заболеваниям 
выявлена в 44,6% случаев по материнской ли-
нии и в 22,3% случаев по линии отца. У 29,8% 
девочек отмечена аллергопатология во  вто-
ром поколении по  женской линии, у  6,9%  – 
по мужской. В семьях 33,9% девочек сестры и/
или братья имели аллергическую патологию. 
У  42,4% мальчиков отмечены аллергические 

ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ФАКТОРОВ, 

ФОРМИРУЮЩИХ АТОПИЧЕСКИЙ ФЕНОТИП 

БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ У ДЕТЕЙ

 Воляник О. В.,  Дремова Е. Н.,  Терентьева С. Ю., 

 Матаева Ю. В.

ГБОУ ВПО Оренбургский государственный медицинский университет, 
Оренбург, Россия

Обследовано 50 пациентов. Результаты: все обследованные имели повышенный уровень 
IgE (245±16,8 МЕ/мл). Отягощенная наследственность по  аллергопатологии, патология 
беременности, родов наблюдалась примерно у  половины детей. Раннюю манифестацию 
аллергопатологии имели 26% девочек и 48% мальчиков, проявлявшуюся в виде аллерги-
ческого конституционального диатеза, атопического дерматита. Полученные результаты 
положительно свидетельствуют о роли преморбидного фона в формировании фенотипа 
астмы и о наличии у большинства обследованных детей предрасполагающих факторов для 
развития атопической бронхиальной астмы.

Ключевые слова: бронхиальная астма, дети, фенотип, атопия.
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заболевания во  втором поколении по  жен-
ской линии, у 30,7% – по мужской.

Помимо генетических факторов, большая 
роль в  формировании атопической бронхи-
альной астмы принадлежит различным внеш-
несредовым воздействиям. Неблагоприятные 
факторы начинают влиять на  ребенка еще 
во внутриутробном периоде, вызывая форми-
рование атопического фенопипа. Известно, что 
становление иммунной системы детей в перио-
де новорожденности в  значительной степени 
связано с  особенностями течения беремен-
ности у матери. Такое осложнение беременно-
сти как гестоз, не  только приводит к  форми-
рованию фетоплацентарной недостаточности, 
но  и  сопровождается выраженными наруше-
ниями локального иммунного ответа на уровне 
плаценты, оказывающим негативное влияние 
на  развивающийся плод. Гестозы, угроза пре-
рывания беременности, сердечно-сосудистые 
и бронхо-легочные заболевания матери повы-
шают риск внутриутробной сенсибилизации, 
влияют на синтез IgE у плода и способствуют 
развитию аллергических реакций и  заболева-
ний у ребенка вскоре после рождения.

Процент патологии беременности у  мате-
рей девочек в обеих подгруппах соответствен-
но составил 59%, у матерей мальчиков – 55%. 
В  большинстве случаев у  матерей отмечался 
гестоз, нефропатия, анемия, угроза прерыва-
ния беременности. Патология родов (слабость 
родовых сил, стремительные роды, преждев-
ременное излитие околоплодных вод, родо-
стимуляция) наблюдалась у  29% матерей де-
вочек и  у  28,6% матерей мальчиков. Раннюю 
манифестацию аллергопатологии имели 26% 
девочек и  48% мальчиков, проявлявшуюся 
в  виде аллергического конституционального 
диатеза, атопического дерматита.

Сопутствующие аллергические заболева-
ния у  детей отмечались в  виде проявлений 

атопического дерматита у 30,0±5,1%, поллино-
за у 32,5±5,2%, отека Квинке у 10,0±3,4%, кра-
пивницы у 10 12,5±3,7% детей.

Оценивая спектр сенсибилизации у  на-
блюдаемых детей, было выявлено, что среди 
причинно-значимых аллергенов первосте-
пенное значение имеют аллергены домашней 
пыли и  клещей домашней пыли семейства 
Dermatophagoides. Большую долю в  структу-
ре сенсибилизации исследуемых пациентов 
составили также пыльцевые и  эпидермаль-
ные аллергены. Важно отметить, что только 
5,0±2,4% пациента имели сенсибилизацию 
к  одному аллергену, по  данным анамнеза 
и  кожного аллергологического тестирования 
у 95,0±2,4% детей с бронхиальной астмой от-
мечалась поливалентная сенсибилизация.

Все обследованные имели повышенный 
уровень IgE (245±16,8 МЕ/мл).

Выводы: у детей, страдающих атопической 
бронхиальной астмой, наиболее часто про-
слеживалась отягощенная наследственность 
по  материнской линии и  во  втором поколе-
нии по женской линии. У большинства детей 
аллергопатология проявлялась в  раннем воз-
расте и прослеживается «атопический марш». 
Полученные нами результаты согласуются 
с данными И. И. Балаболкина (1985), С. М. Га-
валова (1993), А. Г. Чучалина (1996), F. Riedel, 
С.Н.L. Rieger (1988), указывающих на  роль 
преморбидного фона в формировании атопии 
у детей, страдающих бронхиальной астмой.
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EVALUATION OF THE INFLUENCE FACTORS IS FORMED 

ATOPIC ASTHMA IN CHILDREN

Volyanik O. V., Dremova C. N., Terentyeva S. Y., Mataeva J. V.

Orenburg State Medical University, Orenburg, Russia

50 patients were examined. Family history of allergy, pathology of pregnancy, childbirth, occurs in 
about half of the children. Early manifestation of allergy had 26% of girls and 48% boys, manifested in the 
form of allergic constitutional diathesis, atopic dermatitis. Th e obtained results indicate a positive role in 
the formation of premorbid phenotype of asthma and the presence of the majority of children surveyed 
predisposing factors for the development of atopic asthma.
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Дегенеративные заболевания позвоноч-
ника (ДЗП) распространены и  нередко ведут 
к инвалидизации [1]. Чаще всего страдает по-
ясничный отдел позвоночника. Это приводит 
к хронизации болевого синдрома и формиро-
ванию осложнений. Наиболее выражены эти 
нарушения у больных с поясничными радику-
лопатиями (ПРП), что значительно затрудняет 
их лечение и осложняет прогноз в отношении 
инвалидности. В  настоящее время разрабо-
таны схемы лечения больных с ПРП в стадии 
обострения, включающие: медикаментозную 
терапию, ортопедические мероприятия, реф-
лексотерапию, мануальную терапию, массаж, 
физиотерапию [3]. Несмотря на такое много-
образие методов лечения хороший терапев-
тический эффект удается достичь лишь у 70% 
больных. Создание новых эффективных тех-
нологий лечения больных с ПРП в стадии обо-
стрения, в котором важная роль принадлежит 
иммунной аутоагрессии, является актуальной 
задачей [2, 4]. Одним из современных спосо-
бов терапии ПРП является внутривенное ла-
зерное облучение крови (ВЛОК). Основны-
ми механизмами лечебного эффекта ВЛОК 
являются: улучшение реологических свойств 
крови, сосудорасширяющее, противовоспали-
тельное, анальгезирующее действие, повыше-
ние антиоксидантной активности крови, сти-
муляция регенераторных процессов, а  также 
иммуномодулирующий эффект [5].

Целью нашего исследования являлось из-
учение эффективности ВЛОК в  комплексном 
лечении больных с ПРП, оценка влияния ВЛОК 
на иммунную систему и микроциркуляцию.

Обследовано 110 пациентов с ПРП в стадии 
обострения, находившихся на лечении в невро-
логическом отделении клинической больницы 
на ст. Барнаул ОАО «РЖД». Компрессия кореш-
ка L5 отмечалась у 58 больных, S1 – у 52. Возраст 
больных варьировал от  20 до  65 лет, мужчин 
было 46, женщин  – 64. Всем больным прово-
дилось вертеброневрологическое обследование 
по  методикам, разработанным Я. Ю. Попелян-
ским и Ф. А. Хабировым, а также реовазография 
нижних конечностей. Оценка иммунологиче-
ского статуса включала определение параметров 
CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD19+ методом не-
прямой иммунофлюоресценции, с  использо-
ванием моноклональных антител. Исследова-
ны сывороточные иммуногобулины (IgG, IgA, 
IgM) методом иммуноферментного анализа. 
Изучался уровень воспалительных цитокинов: 
ИЛ-1, ИЛ-2, ИЛ-6. Оценивались параметры 
фагоцитоза: фагоцитарный индекс (ФИ), тест 
с нитросиним тетразолием (НСТ-тест) до и по-
сле стимуляции. ВЛОК проводился на лазерном 
терапевтическом аппарате «Матрикс-ВЛОК», 
с  длиной волны излучения 0,63 мкм, мощно-
стью излучения на  конце световода 1,5-2  мВт. 
Время воздействия составляло 20  мин/ сеанс, 
курс состоял из  10  ежедневных сеансов. Все 
больные были разделены на две группы, сопо-
ставимые по полу, возрасту и клинике. 1 группу 
составили 56 больных ПРП, получавших стан-
дартную медикаментозную терапию, рефлек-
сотерапию, мануальную терапию. Во  2 группу 
вошли 54 пациента, получавших ВЛОК, поми-
мо той  же терапии. Контрольную группу со-
ставили 20 человек в возрасте от 20 до 65 лет. 

ВНУТРИВЕННАЯ ЛАЗЕРНАЯ ТЕРПИЯ В ЛЕЧЕНИИ 

БОЛЬНЫХ С ПОЯСНИЧНЫМИ РАДИКУЛОПАТИЯМИ И ЕЕ 

ИММУНОКОРРЕГИРУЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ

 Восканян Л. Р.,  Шумахер Г. И.,  Цигулева О. А.

Алтайский государственный медицинский университет, Барнаул, Россия

В статье отражены результаты лечения 110 больных с поясничными радикулопатиями 
в стадии обострении. Внутривенная лазерная терапия способствует нормализации арте-
риального и венозного кровообращения в нижних конечностях и восстановлению нейро-
сосудистых нарушений в них. Также отмечено иммунокоррегирующее действие лазерной 
терапии. Однако полностью дефекты иммунной системы не компенсируются.

Ключевые слова: радикулопатия, лазерная терапия, иммунокоррекция, реовазография.
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Оценка эффективности лечения болевого син-
дрома проводилась по динамике клинического 
течения ПРП и данным визуальной аналоговой 
шкалы (ВАШ). До  лечения ВАШ=8,6; у  обсле-
дованных отмечались выраженные мышечно-
тонические нарушения, которые сопровожда-
лись вегето-сосудистыми изменениями. При 
лечении у всех пациентов прослеживалась по-
ложительная динамика, нарастал объем актив-
ных и  пассивных движений в  позвоночнике, 
восстанавливался двигательный стереотип, 
происходило улучшение венозного и  артери-
ального кровотока. Результаты восстановления 
вегетативных функций в нижних конечностях 
основывались на  показателях реовазографии. 
Показатели реовазографии (M±m) были сле-
дующими: ά (сек) в контрольной группе – 0,10 ± 
0,01, в 1 группе 0,14±0,01, во 2 группе 0,12±0,001, 
р>0,05; ά /Т (%) в контрольной группе 10,5±0,62, 
в  1  группе 13,7±0,81, во  2 группе 11,9±0,80, 
р>0,05; А (ом) в контрольной группе 0,15±0,09, 
в  1  группе 0,09±0,07, во  2  группе 0,15±0,09, 
р>0,05; ИПС (%) в контрольной группе 45,6±2,4, 
в 1 группе 72,6±7,4, во 2 группе 54,6±3,7, р>0,05. 
Нейрососудистые нарушения на  больной сто-
роне достоверно чаще сохранялись у пациентов 
1 группы. У больных, получавших стандартное 
лечение, сохранялось нарушение перифериче-
ской гемодинамики. Дополнительное приме-
нение ВЛОК во 2 группе способствовало нор-
мализации периферической гемодинамики, 
восстановлению показателей реовазографии 
до нормы или близко к норме. В остром перио-
де по параметрам иммунограммы определялось 
снижение CD3+ до 45,8±3,5%; р>0,05. CD4+ уве-
личивались до 50,1±2,4%, р>0,05. CD8+ снижа-
лись до 25,4±1,9%, р>0,05. CD16+ резко возрас-
тали до 36,6±1,6%, р>0,01. Изменений маркера 
CD19+ не обнаружено, но выявлена дисиммуно-
глобулинемия: со снижением IgA до 1,8±0,4 г/л 
(норма  – 4,2 г/л), увеличением уровня IgG 

до 18,5±1,5 г/л (норма – 16 г/л) и отсутствие из-
менений со стороны IgM. Уровни ИЛ-1, ИЛ-2, 
ИЛ-6 были достоверно повышены. Неспецифи-
ческий иммунитет был угнетен, со снижением 
ФИ и уровня НСТ 1 и НСТ 2. После курса обще-
принятой терапии в 1 группе ПРП иммунограм-
ма приобретала тенденцию к восстановлению, 
но  к  норме не  возвращалась. На  фоне ВЛОК 
терапии у  пациентов 2 группы происходила 
нормализация маркеров иммунной системы, 
за  исключением CD4+ и  CD16+, остававшихся 
по-прежнему высокими.

Выводы. Сдвиги со стороны иммунологиче-
ских показателей в острый период заболевания 
являются очевидным проявлением процессов 
воспаления и  аутоагрессии (увеличение CD4, 
подъем провоспалительных цитокинов, дисим-
муноглобулинемия, угнетение фагоцитарного 
звена). Лазеротерапия обладает иммунокорре-
гирующим действием, как в  отношении спец-
ифического иммунитета, так и  фагоцитарной 
активности нейтрофилов. Однако полностью 
дефекты иммунной системы ВЛОК не компен-
сирует. При этом ВЛОК способствует нормали-
зации артериального и  венозного кровообра-
щения в  нижних конечностях и  устранению 
нейрососудистых нарушений у больных с ПРП 
в стадии обострения.
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INTRAVENOUS LASER THERAPY FOR TREATING LUMBER 

RADICULOPATHY AND IMMUNOCORRECTIVE ACTION OF TREATMENT

Voskanyan L. R., Schumacher G. I., Tsiguleva O. A.

Altai State Medical University, Barnaul, Russia

Th e article presents the results of treatment of 110 patients with lumbar radiculopathy in the acute 
stage. Endovenous laser therapy helps to normalize the arterial and venous circulation in the lower ex-
tremities, and neurovascular disorders restore them. Revealed immunocorrective eff ect of laser therapy. 
However, to fully defects of the immune system are not compensated.

Keywords: radiculopathy, laser therapy, immunotherapy, rheovasography.
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Мелатонин – эпифизарный гормон, опреде-
ляющий работу нервной и  эндокринной си-
стем организма. Наряду с этим, мелатонин спо-
собен эффективно регулировать иммунные 
реакции. Так, установлено, что гормон повы-
шает пролиферативный ответ Т-лимфоцитов 
на  поликлональную стимуляцию [1], усили-
вает активность субпопуляции Th 1 и  инги-
бирует апоптоз лейкоцитов [2]. Более того, 
показано участие эндогенного мелатонина 
в контроле иммунной системы – в частности, 
выявлена циркадная ритмичность в  измене-
нии субпопуляционного состава лейкоцитов, 
а также в сывороточных уровнях про- и про-
тивовоспалительных цитокинов [3, 4], и  для 
ряда показателей установлена синхронность 
их изменения с  колебанием уровня мелато-
нина [4]. Несмотря на  очевидный интерес 
исследователей к  иммуномодулирующей ак-
тивности мелатонина, его эффекты в отноше-
нии важнейшей Т-клеточной субпопуляции – 
Т-лимфоцитов, продуцирующих IL-17 (Th 17), 
остаются неизученными. Между тем, субпопу-
ляция Th 17, несмотря на небольшие размеры, 
играет принципиально важную роль в защи-
те организма от  экстраклеточных патогенов, 
в  развитии воспаления и  аутоиммунных ре-
акций, в  противоопухолевом иммунитете. 
И  тот факт, что фактор дифференцировки 

Th 17 одновременно служит рецептором для 
мелатонина, гормона, уровень которого в ор-
ганизме не только колеблется в течение суток, 
но и существенно изменяется при некоторых 
физиологических и  патологических состоя-
ниях, придает особую важность исследова-
нию мелатонин-зависимого контроля данной 
Т-клеточной субпопуляции. 

Цель настоящей работы – оценить в экспе-
рименте in vitro эффекты экзогенного мелато-
нина в  физиологических дозах в  отношении 
синтеза Т-лимфоцитами IL-17.

Лейкоциты выделяли из  гепаринизиро-
ванной венозной крови здоровых доноров 
(средний возраст 25,1 ± 2,27 лет, n = 10) цен-
трифугированием в градиенте плотности фи-
колла-верографина (1,077 г/см3). Полученную 
суспензию мононуклеарных клеток фракцио-
нировали далее на  иммуномагнитных бусах 
для получения CD4+ Т-лимфоцитов – с помо-
щью соответствующей системы для выделения 
(Invitrogen). CD4+ Т-клетки культивировали 
72 часа в среде RPMI1640 с добавлением 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (“Serva”), 
300 мкг/мл L-глутамина (“Serva”), 0,01М 
HEPES (“Sigma”) и  100 мкг/мл гентамицина 
(“Pharmacia”, Швеция) при 37°C и 5% СО2 – без 
активатора (спонтанный вариант) или в усло-
виях поликлональной активации (система 

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ЭКСПРЕССИЯ 

IL-17A/IL-17F ИНТАКТНЫМИ И АКТИВИРОВАННЫМИ 

CD4+ Т-ЛИМФОЦИТАМИ НА ФОНЕ МЕЛАТОНИНА

 Глебездина Н. С.,  Некрасова И. В.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения 
Российской академии наук, Пермь, Россия

Исследована способность мелатонина в  физиологических (минимальной и  макси-
мальной) концентрациях индуцировать и/или регулировать синтез IL-17 интактными 
и активированными Т-лимфоцитами in vitro. Установлено, что гормон оказывает разно-
направленное действие на CD4+Т-клетки в зависимости от их активационного статуса: 
он индуцирует синтез IL-17А и  IL-17F интактными Т-лимфоцитами, но  не оказывает 
статистически значимого действия на  активированные клетки. Эффекты мелатонина 
имели дозовую зависимость. Учитывая, что Th 17-клетки играют важную роль в иммун-
ной защите организма, регуляция их активности мелатонином, по-видимому, вносит 
вклад в этот процесс.

Ключевые слова: Th17, Т-лимфоциты, мелатонин.
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для активации на  основе моноклональных 
антител к  CD3/CD28, Invitrogen). Мелатонин 
вносили в  культуру за  1 час до  активации 
в конечных концентрациях 10 и 100 пкг/мл, 
соответствующих минимальному и  макси-
мальному физиологическому уровню гормо-
на в  крови [5]. Синтез ключевого цитокина 
Th 17-клеток – IL-17 (двух изоформ – IL-17A/
IL17F, различающихся по механизмам регуля-
ции) оценивали по окончании культивирова-
ния по  внутриклеточной экспрессии IL-17A/
IL17F (проточной цитометрией, с  использо-
ванием соответствующих моноклональных 
антител: анти-CD4*PE/Cy5 (eBioscience), ан-
ти-IL-17A*FITC (eBioscience), анти-IL17F*PE 
(eBioscience) и набора фиксирующего/ перме-
абилизирующего буферов для оценки внутри-
клеточных маркеров (Biolegend)), в том числе 
и  в  условиях рестимуляции культивируемых 
CD4+ Т-лимфоцитов (стимулирующий кок-
тейль на основе РМА, 10 нг/мл и иономицина, 
2 мкМ, Invitrogen) в присутствии ингибиторов 
внеклеточного транспорта (Invitrogen). При 
цитометрическом исследовании оценивали 
как процент CD4+ Т-клеток, экспрессирую-
щих конкретный маркер (цитокин), так и уро-
вень экспрессии на клетках данного маркера, 
определяя среднюю интенсивность свечения 
(Middle Fluorescence Intensity, MFI; условные 
единицы). Статистический анализ проводили 
с использованием t-критерия Стьюдента.

Установлено, что, мелатонин в физиологи-
ческих концентрациях способен индуцировать 
синтез Т-лимфоцитами IL-17. Так, в культуре 
интактных CD4+ Т-лимфоцитов (72 ч.) гор-
мон усиливал внутриклеточную экспрессию 
IL-17 (обеих изоформ – IL-17A и IL-17F), при-
чем эффект гормона был дозозависим и наи-
более выражен для высокой физиологической 
концентрации (процент CD4+IL-17A+-клеток 
для концентрации мелатонина 10  пкг/ мл  – 
2,87 ± 0,643, для концентрации 100  пкг/мл  – 
1,77 ± 0,279, контроль  – 0,806 ± 0,089; процент 
CD4+IL-17F+-клеток для концентрации мела-
тонина 10 пкг/мл – 1,98 ± 0,514, для концентра-
ции 100 пкг/мл – 1,42 ± 0,268, контроль – 0,74 ± 
0,093; p < 0,05).

В условиях  же поликлональной активации 
(антителами к  CD3/CD28), стимулирующе-
го действия мелатонина не  выявлено. Более 
того, уровень экспрессии IL-17A в  IL-17A-по-
зитивных CD4+ Т-лимфоцитах, определяемый 
как средняя интенсивность свечения (Middle 

Fluorescence Intensity, MFI), был понижен (кон-
троль  – 28,9 ± 1,53, мелатонин в  концентрации 
10 нг/мл  – 17,7 ± 1,10, мелатонин в  концентра-
ции 100 нг/мл – 21,6 ± 1,13; р<0,05).

Аналогичные эффекты мелатонина в отно-
шении активированных CD4+ Т-клеток были 
выявлены и в экспериментах с рестимуляцией 
Т-лимфоцитов по  окончании культивирова-
ния (форбол-12-миристат-13-ацетат (РМА) + 
иономицин) с  одновременной блокадой экс-
траклеточного транспорта цитокинов. При-
чем более выражены они были для высокой 
физиологической концентрации и относились 
не только к IL-17A (MFI: контроль – 31,8 ± 5,10, 
мелатонин в концентрации 100 нг/мл – 24,8 ± 
4,03; р<0,05), но и ко второй изоформе данного 
цитокина, IL-17F (MFI: контроль – 29,0 ± 4,05, 
мелатонин в концентрации 100 нг/мл – 21,6 ± 
3,19; р<0,05).

В целом, проведенные исследования выя-
вили способность мелатонина в  физиологи-
ческих концентрациях регулировать синтез 
Т-лим фоцитами IL-17 и, соответственно, диф-
ференцировку Th 17-клеток. При этом гор-
мон оказывал дифференциальное действие 
на  CD4+ Т-клетки в  зависимости от  их акти-
вационного статуса: он индуцировал синтез 
IL-17A/IL-17F интактными Т-лимфоцитами, 
но не оказывал статистически значимого дей-
ствия на  активированные клетки. Эффекты 
мелатонина были дозозависимыми, что позво-
ляет предполагать наличие in vivo циркадной 
ритмичности в  отношении активности Th 17 
и, как следствие, изменения сывороточного 
уровня IL-17.

Работа поддержана грантом РФФИ 
№ 14-04-31941.
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DIFFERENTIAL EXPRESSION OF IL-17A/IL-17F INTACT AND ACTIVATED 

CD4+T-LYMPHOCYTES IN THE BACKGROUND OF MELATONIN

Glebezdina N. S., Nekrasova I. V.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Perm, Russia

Th e ability of melatonin physiological (minimum and maximum) concentrations to induce and/or 
regulate the synthesis of IL-17 by intact and activated T-lymphocytes has been studied in vitro. Th e hor-
mone was shown to have opposite eff ects toward CD4+ Т cells depending on their activating state: it in-
duces IL-17А and IL-17F synthesis by intact T lymphocytes, but has no eff ects on the activated ones. Th e 
eff ects of melatonin were dose-dependent. In respect that Th 17 plays important role in immune defence, 
the regulation of their activity by melatonin seems to contribute to the process.

Key words: Th17, T-lymphocytes, melatonin.

Актуальность и цель работы. Известно, что 
тироксин повышает фагоцитарную активность 
перитонеальных макрофагов и  экспрессию 
бета-адренорецепторов на клетках иммунной 
системы [1, 2]. Однако участие адренергиче-
ской регуляции в  изменении функций пери-
тонеальных мононуклеарных фагоцитов, ней-
трофильных гранулоцитов и мастоцитов при 
экспериментальном тиреотоксикозе изучено 
недостаточно.

Цель работы  – исследование влияния ан-
тагониста бета-адренорецепторов перифе-
рического действия соталола гидрохлорида 
на  иммунный ответ, количественный состав 
и фагоцитарную активность перитонеальных 

клеток крыс при экспериментальном тирео-
токсикозе.

Материалы и  методы. Эксперимент вы-
полнен на  56 самцах белых крыс с  исходной 
средней массой 313±4 г. Для моделирования 
тиреотоксикоза ежедневно подкожно вводи-
ли L-тироксин в  течение 14 дней в  суточной 
дозе 0,04  мг/кг массы тела. Неселективный 
антагонист бета-адренорецепторов соталола 
гидрохлорид вводили по 5 мг/кг 2 раза в день 
внутрибрюшинно в  течение 14 суток. Крысы 
контрольной группы получали растворитель 
препаратов. На  10-е сутки от  начала экспе-
римента всех животных сенсибилизировали 
эритроцитами барана (108 клеток подкожно 

ВЛИЯНИЕ СОТАЛОЛА ГИДРОХЛОРИДА 

НА ИММУННЫЙ ОТВЕТ И ФАГОЦИТАРНУЮ 

АКТИВНОСТЬ ПЕРИТОНЕАЛЬНЫХ КЛЕТОК КРЫС 

ПРИ ТИРЕОТОКСИКОЗЕ

 Годовалов А. П.,  Зенков А. Л.

ГБОУ ВПО Пермский государственный медицинский университет имени акад. 
Е. А. Вагнера Минздрава России, Пермь, Россия

Установлено, что при введении антагониста бета-адренорецепторов периферического 
действия соталола гидрохлорида на  фоне экспериментального тиреотоксикоза меняется 
состав перитонеальных клеток крыс и  их фагоцитарная активность. Показано, что вве-
дение соталола гидрохлорида на  фоне экспериментального тиреотоксикоза увеличивает 
количество нефагоцитирующих перитонеальных макрофагов.

Ключевые слова: экспериментальный тиреотоксикоз, бета-адренорецепторы, фа-
гоцитоз
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в правую стопу). На 4-е сутки после сенсиби-
лизации вводили разрешающую дозу антигена 
(109 эритроцитов в правую стопу). Через 24 ч 
(15-е сутки эксперимента) оценивали степень 
выраженности локального воспаления при 
реакции гиперчувствительности замедленно-
го типа (ГЗТ) по индексу реакции, количество 
антителообразующих клеток (АОК) в  регио-
нарном (правом подколенном) лимфатиче-
ском узле методом локального гемолиза в геле 
агарозы, количественный состав перитоне-
альных клеток и их фагоцитарную активность 
по отношению к формалинизированным эри-
троцитам барана [3]. Статистический анализ 
результатов проводили с использованием ме-
тодов описательной статистики, дисперсион-
ного анализа и критерия Дункана для множе-
ственного сравнения между группами.

Результаты и обсуждение. Установлено, что 
введение тироксина крысам приводит к повы-
шению степени выраженности воспаления 
при реакции ГЗТ (p<0,05 к контрольной груп-
пе) и  увеличению абсолютного числа АОК 
в  регионарном лимфатическом узле (p<0,05 
к  контрольной группе). Фармакологическая 
блокада бета-адренорецепторов соталола ги-
дрохлоридом не  влияет на  изменение числа 
АОК и  усиливает стимуляцию реакции ГЗТ 
тироксином. При введении животным только 
соталола гидрохлорида число АОК в  регио-
нарном лимфатическом узле не изменяется.

Абсолютное количество всех перитонеаль-
ных лейкоцитов в  брюшной полости у  крыс, 
получавших только тироксин, составляет 
164,2±2,7 млн. (p<0,05 к контрольной группе), 
у  крыс, получавших на  фоне тиреотоксикоза 
соталола гидрохлорид – 150,1±9,6 млн. (p>0,05), 
а в контрольной группе – 132,1±15,6 млн. кле-
ток. Количественный состав перитонеальных 
клеток при введении животным с эксперимен-
тальным тиреотоксикозом соталола гидрох-
лорида также существенно изменяется. Так, 
при совместном введении препаратов число 
лимфоцитов составляет 59,2±4,8 млн., в  груп-
пе крыс с  тиреотоксикозом  – 85,0±5,6 млн. 
(p<0,05), а в контрольной группе – 51,6±7,7 млн. 
клеток. Введение соталола гидрохлорида кры-
сам с тиреотоксикозом приводит к увеличению 
количества перитонеальных мононуклеар-
ных фагоцитов до 45,6±5,0 млн. (p<0,05 к кон-
трольной группе), в то время как у животных 
с  тиреотоксикозом оно не  изменяется (32,4± 
1,9 млн. у крыс, получавших только тироксин, 

и  27,5±5,3 млн. клеток у  животных контроль-
ной группы; p>0,05). На число перитонеальных 
мастоцитов и  нейтрофильных гранулоцитов 
соталола гидрохлорид у животных с тиреоток-
сикозом статистически значимо не влияет. При 
проведении двухфакторного дисперсионного 
анализа не выявлено статистически значимого 
влияния взаимодействия факторов «тироксин» 
и  «антагонист бета-адренорецепторов» на  по-
казатели клеточного состава перитонеальной 
полости экспериментальных крыс.

При оценке фагоцитарной активности пери-
тонеальных клеток, установлено, что соталола 
гидрохлорид статистически значимо увеличи-
вает число не участвующих в фагоцитозе макро-
фагов у крыс с тиреотоксикозом. Относитель-
ное число фагоцитирующих макрофагов у крыс 
с  тиреотоксикозом составляет 61,77±2,41% 
(в контрольной группе – 63,48±2,09%, p>0,05), 
а  у  животных, получавших на  фоне тирео-
токсикоза соталола гидрохлорид, снижается 
до  46,19±3,63% (p<0,05 к  контрольной группе 
и  к  крысам с  тиреотоксикозом). Аналогичная 
закономерность выявлена и  при оценке от-
носительного числа наиболее активно фаго-
цитирующих макрофагов. Абсолютное число 
нефагоцитирующих мононуклеарных фаго-
цитов у животных с тиреотоксикозом состав-
ляет 1241±114 в  1 мкл (в  контрольной груп-
пе  – 992±194 в  1 мкл; p>0,05), а  у  животных, 
получавших на  фоне тиреотоксикоза антаго-
нист бета-адренорецепторов, увеличивается 
до  2288±220 в  1 мкл (p<0,05 к  контрольной 
группе и к крысам с тиреотоксикозом). Другие 
абсолютные показатели фагоцитарной актив-
ности перитонеальных макрофагов у  крыс, 
получавших тироксин, соталола гидрохлорид 
или их комбинацию статистически значимо 
не меняются.

Статистически значимые изменения фаго-
цитарной активности нейтрофильных лейко-
цитов и  тучных клеток у  крыс с  совместным 
введением тироксина и  соталола гидрохло-
рида отсутствуют. При проведении двухфак-
торного дисперсионного анализа не выявлено 
статистически значимого влияния взаимо-
действия факторов «тироксин» и «антагонист 
β-адренорецепторов» на  показатели фагоци-
тарной активности клеток перитонеальной 
полости экспериментальных животных.

Таким образом, при введении соталола ги-
дрохлорида на  фоне экспериментального ти-
реотоксикоза выявлено изменение состава 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 213

клеток перитонеальной полости крыс. Уста-
новлено, что введение неселективного анта-
гониста бета-адренорецепторов перифери-
ческого действия соталола гидрохлорида при 
тиреотоксикозе модулирует поглотительную 
активность перитонеальных мононуклеарных 
фагоцитов крыс.
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INFLUENCE OF SOTALOL HYDROCHLORIDE 

ON IMMUNE RESPONSE AND PHAGOCYTIC ACTIVITY 

OF RAT PERITONEAL CELLS UNDER THYROTOXICOSIS

Godovalov A. P., Zenkov A. L.

Acad. E. A. Wagner Perm State Medical University, Perm, Russia

It was found that the injection to rats of beta-adrenoceptor antagonist with peripheral action sotalol 
hydrochloride under experimental thyrotoxicosis led to the changes in the number of peritoneal cells and 
their phagocytic activity. It was shown that the injection of sotalol hydrochloride against the background 
of experimental thyrotoxicosis increased the number of non-phagocytic peritoneal macrophages.

Введение. Участие Т-лимфоцитов, и  дру-
гих иммунокомпетентных клеток в патогенезе 
атеросклероза в настоящее время не вызывает 
сомнения, более того, аутоиммунные реакции 
против липопротеидов признаются ведущими 
в  формировании атеросклеротической бляш-
ки [1]. В связи с этим, иммунопатогенез остро-
го инфаркта миокарда (ОИМ) как наиболее 

драматическое проявление атеросклеротиче-
ской болезни сердца, требует самого тщатель-
ного изучения.

Цель работы  – изучение фенотипических 
и  функциональных особенностей лимфоцитов 
периферической крови (ЛПК) у больных острым 
инфарктом миокарда (ОИМ) по сравнению с до-
норами и другой аутоиммунной патологией.

ФЕНОТИП, ПРОЛИФЕРАЦИЯ И АПОПТОЗ 

ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

ПРИ ОСТРОМ ИНФАРКТЕ МИОКАРДА

 Головизнин М. В.1,  Лахонина Н. С.1,  Донецкова А. Д.2,  Никонова М. Ф.2, 

 Стрюк Р. И.1,  Тектова А. С.1,  Кошкина Е. В.3,  Тимофеев В. Т.4

1ГБОУ ВПО МГМСУ имени А. И. Евдокимова; 2ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» 
ФМБА России; 3ГКБ № 67 имени Л. А. Ворохобова; 4ГБОУ ВПО РНИМУ имени 
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У больных острым инфарктом миокарда была обнаружена достоверная обратная кор-
реляция между уровнем ТРЭК и  апоптозом лимфоцитов крови. Одновременно с  этим 
была выявлена сильная обратная зависимость между уровнем ТРЭК и CD45RA – мембран-
ным маркером наивных Т-лимфоцитов. Все это позволяет предполагать, что апоптозу при 
ОИМ подвергаются наивные Т-клетки, в том числе, ТРЭК-позитивные, недавно вышедшие 
из тимуса. Положительная корреляция между сроком ОИМ и спонтанной пролиферацией 
ЛПК может свидетельствовать о «воспалительной готовности» клеток иммунной системы 
при этом заболевании.

Ключевые слова: инфаркт миокарда, апоптоз, иодид пропидия, Т-лимфоциты CD45RA+.
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Материалы и  методы. Было обследовано 
30  больных ОИМ, 27 больных РА и 56 прак-
тически здоровых лиц. Кроме стандартного 
кли нико-лабораторного обследования, у па-
циентов производили определение уровня 
Т-ре цепторных эксцизионных колец (ТРЭК) 
реаранжировки альфа-цепи Т-клеточного 
рецептора, отражающих состояние диффе-
ренцировочной функции тимуса, и феноти-
пирование ЛПК с помощью проточной цитоф-
луориметрии. У  9 больных ОИМ определяли 
уровень спонтанной пролиферации и апоптоза 
лимфоцитов с  помощью окрашивания йоди-
дом пропидия и последующим цитометриче-
ским анализом данных. Обработка результа-
тов проводилась с помощью пакета программ 
STATISTICA 10.0.

Результаты. Во всех группах была выявлена 
достоверная отрицательная корреляция меж-
ду уровнем ТРЭК и  возрастом обследуемых. 
У  больных ОИМ коэффициент корреляции 
составил –0,523 (p=0,005), у больных РА –0,442 
(p=0,027), а у доноров –0,459 (p=0,003), что от-
ражает возрастное снижение функции тимуса, 
более достоверное у больных ОИМ. Мы обна-
ружили статистически значимое по сравнению 
с донорами снижение уровня ТРЭК у больных 
ОИМ (р=0,006579) При исследовании лимфо-
цитарного фенотипа в  группе больных ОИМ 
достоверных отличий от  доноров получено 
не было, в то время, как у больных РА выявлено 
достоверное по сравнению с донорами и ОИМ 
снижение уровня клеток CD3+8+. Вместе с тем, 
у больных ОИМ имелась достоверная отрица-
тельная корреляция (R= –0,648, p=0,03) между 
сроком и  уровнем клеток CD3–8+ и  достовер-
ная сильная положительная корреляция между 
сроком ОИМ и пролиферацией ЛПК (R=0,708, 
p=0,0496). Наибольший уровень апоптоза 
ЛПК был также нами обнаружен у  больных 
ОИМ по  сравнению с  донорами (р=0,057041) 
и  с  больными РА (р=0,005479). Также у  боль-
ных ОИМ нами выявлена сильная, достовер-
ная отрицательная корреляция между уровнем 
TREC и апоптозом ЛПК (R= –0,867) (р=0,0024) 
и  сильная отрицательная корреляция между 
уровнем TREC и  Т-клеточным антигенгом 
CD45RA (R= –0750) (p=0,019942).

Выводы. 1) Достоверная обратная корреля-
ция между уровнем ТРЭК и  апоптозом ЛПК 
позволяет нам предположить, что среди клеток, 
подвергающихся апоптозу при ОИМ в первую 
очередь находились «наивные» Т-лим фоциты, 

в том числе, недавно вышедшие из тимуса Под-
тверждением тому может служить обнаруже-
ние нами сильной отрицательной корреляции 
между уровнем ТРЭК и мембранным маркером 
«наивных» Т-клеток CD45RA. 

2) Положительная корреляция между сро-
ком ОИМ и спонтанной пролиферацией ЛПК 
может свидетельствовать о  «воспалительной 
готовности» клеток иммунной системы при 
этом заболевании. 

Обсуждение. Как свидетельствуют данные 
литературы, иммунологические события в пе-
риферической крови больных ОИМ еще ждут 
изучения и  систематизации [2]. Нам встрети-
лись данные относительно апоптоза кардио-
миоцитов при ОИМ, связанных с  экспресси-
ей на  этих клетках маркеров апоптоза [3] и, 
буквально единичные сообщения об апоптозе 
ЛПК при ОИМ, обусловленном экспрессией 
на  лимфоцитах антигенов семейства FAS [4]. 
Полученные нами результаты позволяют кон-
статировать, что апоптозу при ОИМ в первую 
очередь подвергаются «молодые» Т-клетки, не-
сущие на поверхности CD45RA. Отрицательная 
корреляция между уровнем ТРЭК и  уровнем 
апоптоза лимфоцитов также позволяет пред-
полагать, что программированной гибели под-
вергаются ТРЭК-позитивные Т-клетки, недав-
но вышедшие из тимуса. Обнаружение в крови 
больных ОИМ клеток CD3–8+, уровень которых 
повышен на ранних сроках инфаркта, требует 
дальнейшего осмысливания. Возможно, это 
«не-Т-клетки» с функцией моноцитов или есте-
ственных киллеров, равно как в их числе могут 
оказаться Т-лимфоциты, у  которых антиген 
CD3 и связанный с ним Т-клеточный рецептор 
заблокированы аутоантигенами и  циркулиру-
ющими иммунными комплексами. 

Работа выполнена в  рамках проектов 
№ 12-04-09524 и № 14-04-32106 поддержанных 
грантами Российского фонда фундаменталь-
ных исследований.
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PHENOTYPE, PROLIFERATION AND APOPTOSIS OF PERIPHERAL 

BLOOD LYMPHOCYTES IN MYOCARDIAL INFARCTION
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In acute myocardial infarction patients we found defi nite reverse correlation between TREC level and pe-
ripheral blood lymphocytes apoptosis. Simultaneously strong reverse correlation between TREC level and T-
naïve cells receptor CD45RA was also detected. Th e mentioned above allows to suggest CD45RA+TREC+T-
naïve cells apoptosis in myocardial infarction. Th e positive correlation between peripheral blood lymphocytes 
spontaneous proliferation and myocardial infarction duration can give evidence of immune cells readiness 
to participate in infl ammation process in myocardial infarction patients.

Key words: Myocardial infarction, apoptosis, propidium iodide, CD45RA+ T-lymphocytes.

Медицинские работники, согласно данным 
литературы, являются иммунологически ком-
прометированной популяцией, находящей-
ся под воздействием агрессивных факторов 
больничной среды: контакт с инфекционными 
больными, химическими веществами, антибак-
териальными и другими лекарственными пре-
паратами и  пр., в  связи с  чем заболеваемость 
различными инфекциями в  данной профес-
сиональной группе превышает аналогичный 
показатель среди взрослого населения более 
чем в 7 раз [1]. Ранее нами было установлено, 
что уровень носительства S. pneumoniae у  ме-

дицинских работников в  2,4 раза выше, чем 
у лиц, профессионально не связанных с меди-
цинскими организациями. Установлено также, 
что клинические проявления пневмококковой 
инфекции у медицинских работников характе-
ризуются более тяжёлым течением [2].

Учитывая изложенные выше факты, а также 
то, что фагоцитоз является основным механиз-
мом защиты макроорганизма от инфекций, це-
лью настоящего исследования явилось опреде-
ление фагоцитарной активности лейкоцитов 
периферической венозной крови в отношении 
S. pneumoniae у медицинских работников.

ФАГОЦИТАРНАЯ АКТИВНОСТЬ ЛЕЙКОЦИТОВ 

ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ ВЕНОЗНОЙ КРОВИ В ОТНОШЕНИИ 

S. PNEUMONIAES. PNEUMONIAE У МЕДИЦИНСКИХ РАБОТНИКОВ

 Голоднова С. О.1,  Слободчикова С. В.1,2
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Изучена фагоцитарная активность лейкоцитов периферической венозной крови в от-
ношении S. pneumoniae у медицинских работников. Установлено, что доля фагоцитирую-
щих нейтрофилов и моноцитов в пробах крови медицинских работников в 5–6 раз ниже 
по  сравнению с  таковой в  образцах крови доноров. В  контрольном эксперименте, где 
в качестве объекта фагоцитоза был взят S. aureus, активность лейкоцитов в обеих груп-
пах была довольно высокой. Таким образом, интенсивность фагоцитоза пневмококков 
у  лиц, занятых медицинской деятельностью, существенно снижена, что может объяс-
нить низкую резистентность медицинских работников к пневмококковой инфекции.

Ключевые слова: S. pneumoniae, пневмококковая инфекция, фагоцитоз.
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Материалы и методы. Фагоцитарная актив-
ность лейкоцитов периферической венозной 
крови в отношении S. pneumoniae у медицин-
ских работников изучалась в  сравнительном 
выборочном скрининговом когортном эпи-
демиологическом исследовании, в  котором 
приняли участие 34 медицинских работника 
(группа наблюдения) и  39 условно здоровых 
доноров крови, чья профессиональная дея-
тельность не связана с медицинской практикой 
(группа сравнения). Группы были однородны 
по возрасту и не привиты против пневмокок-
ковой инфекции.

Пневмококки (клинический изолят) культи-
вировали на кровяном агаре в течение суток, 
окрашивали в  растворе флюоресцеина изо-
тиоцианата (FITC) [3], помещали в  раствор 
10% глицерина, аликвотировали и  заморажи-
вали при –80°С [4]. В отдельном эксперименте 
в  качестве объектов фагоцитоза использовали 
обезвреженный формалином S. aureus Cowan I 
(«Пермское НПО «Биомед»), окрашенный FITC. 
FITC-меченные бактерии смешивали с  гепа-
ринизированной (25 ЕД/мл) венозной кровью, 
инкубировали 30 мин при +37°С (конечная кон-
центрация пневмококков в реакционной смеси 
была подобрана предварительно и  составила 
6*107 кл/мл), лизировали эритроциты, лейко-
циты отмывали и хранили на льду до анализа. 
Подсчёт фагоцитов, ассоциированных с  бакте-
риями, проводили методом проточной цито-
метрии по общепринятой методике на проточ-
ном цитофлюориметре BD FACSCalibur (Becton 
Dickinson, США) [3]. Достоверность различий 
определяли на  основе t-критерия Стьюдента. 
Для определения средних величин использовали 
средние арифметические и их ошибки (M±m).

Результаты и обсуждение. Результаты оцен-
ки интенсивности поглощения пневмококков 
лейкоцитами периферической венозной кро-
ви у медицинских работников и доноров кро-
ви показала, что у  медицинских работников 
доля фагоцитирующих нейтрофилов соста-
вила 11,7±1,1%, моноцитов – 9,0±0,8% против 
62,6±1,9% (P<<0,001) и  59,5±2,1% (P<<0,001) 
у доноров для нейтрофилов и моноцитов со-
ответственно. Таким образом, интенсивность 
нейтрофильного и моноцитарного фагоцито-
за в отношении S. pneumoniae у лиц, занятых 
медицинской практикой в  5-6 раз ниже, чем 
у представителей немедицинских профессий.

Вполне вероятно, что обнаруженные раз-
личия фагоцитарной активности свидетель-

ствуют о  снижении общей резистентности 
организма медицинских работников к  инфек-
ционным агентам и не являются частным про-
явлением антипневмококкового иммунитета. 
Поэтому на  следующем этапе мы оценили ак-
тивность лейкоцитов в  тех  же группах по  от-
ношению к  другому возбудителю  – S. aureus. 
Результат оказался совершенно иной. В образ-
цах крови, полученных от медицинских работ-
ников, и в контрольных пробах в поглощении 
стафилококков участвовало большое число 
нейтрофилов: 76,7±3,5% и  86,1±2,3% (P<0,05) 
соответственно. Подобные результаты были по-
лучены и для моноцитов: 74,3±3,8% и 77,4±2,8% 
(P>>0,05). Таким образом, интенсивность по-
глощения стафилококка лейкоцитами крови как 
в группе медицинских работников, так и в груп-
пе сравнения была достаточно высока.

Низкая интенсивность поглощения пневмо-
кокков лейкоцитами у медицинских работни-
ков может быть связана с состоянием клеток 
или их рецепторным аппаратом. Но, поскольку 
поглощение другого патогена не обнаружило 
столь выраженных отличий между группами, 
то более вероятно, что снижение поглощения 
пневмококков отражает количество опсони-
нов в образцах крови группы наблюдения.

В крови человека присутствуют так назы-
ваемые натуральные антитела класса М, специ-
фичные к  различным серотипам капсульных 
полисахаридов пневмококка. Однако было по-
казано, что эти антитела при введении их лабо-
раторным животным не  защищают последних 
от  пневмококковой инфекции. В  то  же время, 
если животным ввести антитела, полученные 
после вакцинации доноров пневмококковой 
вакциной, это защитит реципиентов от пневмо-
кокковой инфекции. Источником таких защит-
ных антител являются В-клетки маргинальной 
зоны селезёнки, формирование пула которых 
завершается к 2 годам жизни. Вакцинация вы-
зывает активацию соответствующего клона, его 
пролиферацию, дифференцировку в IgM-, IgG- 
и  IgA-секретирующие плазматические клетки 
без последующего формирования клеток памя-
ти [5]. На  основании вышесказанного можно 
предположить, что при частом контакте с пнев-
мококками происходит некоторое истощение 
пула В-клеток маргинальной зоны, специфич-
ных к капсульным полисахаридам пневмококка. 
Это, в свою очередь, может вызвать недостаточ-
ность опсонизирующих антител крови и отраз-
иться на  эффективности фагоцитоза, а  также 
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стать причиной снижения концентрации IgA 
в секретах слизистых оболочек.

В заключение отметим, что, поскольку фа-
гоцитоз является основным способом защиты 
макроорганизма от бактериальных инфекций, 
снижение фагоцитарной активности по  от-
ношению к S. pneumoniae скорее всего и будет 
одной из причин более частого инфицирова-
ния медицинских работников и более тяжёлого 
течения пневмококковых инфекций. Получен-
ные результаты подтверждают необходимость 
отнесения медицинских работников к группе 
риска по пневмококковой инфекции.
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PHAGOCYTIC ACTIVITY OF LEUCOCYTES IN PERIPHERAL VENOUS 

BLOOD CONSERNING S. PNEUMONIAE IN MEDICAL PROFESSIONALS

Golodnova S. O.1, Slobodchikova S. V.1,2

1Perm State Medical University named after Academician E. A. Wagner Ministry of Health 
of the Russian Federation; 2Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch 

of Russian Academy of Sciences, Perm, Russia

It was studied the phagocytic activity of leucocytes in peripheral venous blood concerning S. pneumo-
niae in medical professionals. It was found that the percentage of phagocytic neutrophils and monocytes in 
blood samples among medical professionals in 5-6 times lower than the donors blood samples. Th e activity 
of leucocytes in the control experiment, when the object of phagocytosis was taken S. aureus, was high in 
both groups. Th us, the intensity of phagocytosis of pneumococci in people involved in medical activities is 
signifi cantly reduced, it may explain the low resistance of medical professionals to pneumococcal infection.

Keywords: S. pneumoniae, pneumococcal infection, phagocytosis.

ОСОБЕННОСТИ РЕАКЦИИ ТУЧНЫХ КЛЕТОК 

РЕФЛЕКСОГЕННЫХ ЗОН У КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА ПРИ 

СТРЕССЕ, ВЫЗВАННОМ ПЛАВАНИЕМ

 Голощапова Ж. А.,  Головнева Е. С.,  Кравченко Т. Г., 

 Голощапова А. К.,  Агафонова Д. Д.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский Государственный Медицинский Университет Минздрава 
России; ГБУЗ ЦОСМП «Челябинский государственный институт лазерной хирургии», 

Челябинск, Россия

В опытах на крысах показано, что плавание как стресс повышает дегрануляцию тучных 
клеток (ТК) в рефлексогенных зонах: дуга аорты, зоны бифуркации общей сонной артерии 
и сердца у животных в возрасте 1 и 3 месяца. Индекс дегрануляции ТК зависит от возраста 
животных: у взрослых он более чем в 2 раза выше, чем у молодых во всех исследованных 
зонах. После прекращения стрессового воздействия статистически значимые различия 
были выявлены только в показателях дегрануляции ТК зоны корня легкого у животных 
1-месячного возраста и зоны сердца у 3-х месячных крыс. Тучные клетки рефлексогенных 
зон сосудов раньше и в меньшей степени реагировали на стресс, чем в миокарде.

Ключевые слова: тучные клетки, стресс, онтогенез.
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Изучению функциональной активности 
тучных клеток (ТК), их распределению в ор-
ганизме и особенностям реакции при стрес-
се посвящено много исследований последних 
лет [1, 2, 3, 4, 5]. Показана разница ответной 
реакции ТК на  стресс в  разных органах. Из-
вестна роль ТК в аллергических и анафилак-
тических реакциях, участие в приобретенном 
и  врожденном иммунитете, воспалительных 
заболеваниях. Показано, что ТК могут секре-
тировать провоспалительные медиаторы без 
дегрануляции клеток [3, 5]. Известно, что вза-
имосвязь нервных и гуморальных механизмов 
этой реакции осуществляется в межклеточном 
пространстве, в  которое выделяются нейро-
медиаторы из нервных клеток и биологически 
активные вещества из ТК [4]. Одной из таких 
областей взаимодействия являются так назы-
ваемые рефлексогенные зоны. В  реакции ТК 
в таких зонах до сих пор остается много невы-
ясненных вопросов, в частности, не изучалась 
зависимость ответа от возраста животного.

Целью настоящего исследования являлось 
изучение особенностей реакции ТК рефлексо-
генных зон у крыс разного возраста при стрес-
се, вызванном плаванием.

Материал и  методы. Эксперимент был вы-
полнен на 50 беспородных белых крысах в воз-
расте 1 (молодые) и  3 (взрослые) месяца, со-
держащихся в  условиях вивария. Содержание 
животных, эксперименты и выведение из опы-
тов проводили в  соответствии с  «Правилами 
проведения работ с  использованием экспери-
ментальных животных», регламентирован-
ных в приложении к приказу МЗ СССР № 775 
от 12.09.77. Выделяли контрольную и опытную 
группы, где стресс создавали плаванием жи-
вотных в бочке в течение 5 минут с грузом, со-
ставляющем 20% от веса тела животного.

Объектом исследования были ТК в соеди-
нительной ткани рефлексогенных зон экспе-
риментальных животных: в  области бифур-
кации общей сонной артерии (ОСА), дуги 
аорты, корня легкого и  сердца. Исследовали 
реакцию ТК сразу после прекращения стрес-
сового воздействия и через 1 сутки. Материал 
для гистологических исследований подвергали 
стандартным методам обработки, окрашивали 
ге матоксилином-эозином и толуидиновым си-
ним (pH 2.0). Достоверность различий оцени-
валась по критерию Манна-Уитни

Результаты исследования. ТК по  степе-
ни дегрануляции во  всех исследуемых зонах 

были разделены на  3 фракции: недегранули-
рованные (целые) ТК; дегранулированные; ТК 
в виде «россыпи» гранул и лишенных ядра.

Было показано, что индекс дегрануляции 
ТК у  животных контрольной группы во  всех 
исследуемых зонах существенно зависит от их 
возраста. В возрасте 1 месяц дегрануляция ТК 
во всех исследуемых зонах ниже, чем у живот-
ных возраста 3 месяца в 2 и более раз (P от 0,006 
до 0,03). При этом у крыс контрольной группы 
возраста 3 месяца уровень дегрануляции ТК 
в разных рефлексогенных зонах статистически 
не различались между собой. Сравнение индек-
са дегрануляции ТК в разных зонах у молодых 
животных возраста 1 месяц выявило стати-
стически значимые отличия только в  области 
сердца – он был почти в 2 раза ниже, чем в дру-
гих зонах (P=0,006). Необходимо отметить, что 
у  молодых животных в  контрольной группе 
не наблюдалось ТК с очень высокой степенью 
дегрануляции, когда клетки представляли со-
бой «россыпь» гранул, в то время как у взрос-
лых крыс такие клетки встречались, хотя и в не-
большом количестве – не более 5%.

Результаты изучения степени дегрануляции 
ТК при стрессе, вызванном плаванием, у жи-
вотных 3-х месячного возраста показали, что 
во всех исследованных зонах сразу после пре-
кращения воздействия статистически досто-
верно возрастает число дегранулированных 
ТК по сравнению со значениями у контроль-
ных животных (P от 0,001 до 0,0045). Подоб-
ные результаты получены и при исследования 
спустя 1 сутки после прекращения стрессово-
го воздействия (P от 0,01 до 0,006).

Сопоставление значений индекса деграну-
ляции ТК в разных исследованных зонах меж-
ду собой у 3-х месячных крыс как сразу после 
прекращения стресса, так и  спустя 1 сутки 
не выявило статистически достоверных отли-
чий. Исключение составили показатели лишь 
в зоне сердца. Сразу после прекращения воз-
действия ИД составил 69,85 (66,8; 74,1), а спу-
стя 1 сутки – 83,70 (81,40; 90,0), Р= 0,006. Тем 
не менее, повышение уровня дегрануляции ТК 
в  области сердца было несколько меньшим, 
чем в других зонах. Эта тенденция повторяет 
результаты, полученные и  при исследовании 
у контрольных животных.

Плавание животных в возрасте 1 месяц зна-
чительно повышает уровень дегрануляции ТК 
во всех исследованных зонах и в оба срока ис-
следования по сравнению со значениями этих 
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показателей в  контрольной группе. Разница 
эта была статистически значимой (P от 0,021 
до 0,006).

При сравнении уровня дегрануляции ТК 
в  зависимости от  сроков, прошедших после 
прекращения стресса, статистически достовер-
ные различия выявлены только в зоне корня 
легкого – уровень дегрануляции ТК повышает-
ся через 1 сутки по сравнению с предыдущим 
сроком исследования (P= 0,037).

Полученные результаты дают основание 
предположить, что адекватный уровень функ-
циональной активности ТК в рефлексогенных 
зонах достигается постепенно, по мере взрос-
ления животного. Реакция мастоцитов на пла-
вательный стресс объединяет как приспосо-
бление к  физической нагрузке, так и  аспект 
психологического стресса. Полученные дан-
ные согласуются с  результатами, опублико-
ванными другими авторами [2, 3, 4]. Локаль-
ное взаимодействие ТК и нервных окончаний 
происходит благодаря повышению во внекле-
точном пространстве рефлексогенных зон 
концентрации нейромедиаторов и цитокинов, 
ферментов, пуринэргических соединений, 
выделяемых мастоцитами [4], что влияет как 
на  характер генерации электрических потен-
циалов, так и на активность самих ТК.

Выводы.
1. Плавание вызывает статистически зна-

чимое повышение уровня дегрануляции ТК 
во  всех изученных рефлексогенных зонах 

по сравнению с данными контрольных групп 
в  оба срока исследования у  животных в  воз-
расте как 1 месяц, так и 3.

2. Степень дегрануляции ТК зависит от воз-
раста экспериментальных животных: у взрос-
лых она выше, чем у  молодых и  не  зависит 
от исследуемой зоны. Исключение – в область 
сердца у молодых животных, где ИД достовер-
но ниже, чем в  других изученных рефлексо-
генных зонах.

3. При сравнении уровня дегрануляции ТК 
в зависимости от срока исследования после пре-
кращения стрессового воздействия статистиче-
ски значимые различия были выявлены только 
в зоне корня легкого у животных 1-месячного 
возраста и зоне сердца у 3-х месячных крыс.
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MAST CELL RESPONSE ON SWIMMING STRESS 

IN THE REFLEX ZONES OF RATS OF DIFFERENT AGES

Goloshchapova J. A., Golovneva E. S., Kravchenko T. G., 

Goloshchapova A. K., Agafonova D. D.

South Ural State Medical University; Chelyabinsk State Institute of Laser Surgery, 
Chelyabinsk, Russia

Th e experiments on rats showed that swimming stress increased the degranulation of mast cells (MCs) 
in the refl ex zones (the aortic arch, the zone of the common carotid artery bifurcation and heart) in ani-
mals aged 1 and 3 months. MC degranulation index depended on the age of animals: it is more than 2 
times higher in adults than that in younger in all studied zones. Aft er the cessation of stress, statistically 
signifi cant diff erences were found only in MC degranulation in the lung root zone of 1 month old animals 
and the heart of 3-month rats. Mast cells of vascular refl ex zones demonstrated early and less pronounced 
response to stress then in the myocardium.

Key words: mast cells, stress, ontogeny.
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Гормоны являются важными модуляторами 
функциональной активности клеток иммунной 
системы. Недавно открытый гормон – кисспеп-
тин регулирует функционирование гонадоста-
та на гипоталамическом уровне, однако во вре-
мя беременности продуцируется плацентой 
и, благодаря этому, появляется в  системном 
кровообращении матери. С точки зрения им-
мунологии беременность представляет собой 
феномен полуаллогенной трансплантации, 
однако при физиологическом развитии про-
цесса отторжения чужеродного трансплантата 
не  происходит. Важную роль в  поддержании 
толерантности в период беременности играют 
механизмы подавления иммунного ответа ре-
гуляторными Т-клетками (Treg), одним из них 
является продукция Treg цитокинов. IL-10, 
который помимо Treg также продуцируется 
T-хелперами второго типа, ингибирует секре-
цию провоспалительных цитокинов [1].

Установлено, что клетки иммунной системы 
экспрессируют специфический мембранный ре-
цептор для кисспептина – GPR54, относящийся 
к классу рецепторов G-protein-coupled receptors, 
ассоциированных с Gq [2]. На клетках головно-
го мозга показано, что кисспептин может акти-
вировать различные сигнальные пути. Один, 
из  которых активирует фосфолипазу Cb, ката-
лизирующую гидролиз фосфатидилинозитол-
4,5-дифосфата, с  образованием вторичных 
посредников [3]. Также известно, что кис-
спептин повышает уровень внутриклеточного 

аденозин-3’,5’-циклофосфата (cAMP), что при-
водит к  активации протеинкиназы А  (РКА) 
с  последующим фосфорилированием CREB 
(белок, связывающий сAMP-чувствительный 
элемент) [3]. Еще один трансдукционный путь, 
включает активацию тирозин/сериновой про-
теинкиназы (MEK1,2); киназы, регулируемой 
внеклеточными сигналами (ERK) и активируе-
мой митогенами протеинкиназы (MAPK) [4]. 
Однако способ передачи гормонального сигна-
ла на  иммунокомпетентные клетки практиче-
ски не исследован.

Цель работы – исследование молекулярных 
механизмов реализации эффектов кисспеп-
тина в регуляции формирования и функцио-
нальной активности Treg.

Материалы и  методы. В  работе использо-
вали фракционированную суспензию моно-
нуклеарных клеток периферической крови 
10 здоровых небеременных женщин репро-
дуктивного возраста. Периферическую кровь 
забирали в  фолликулярную фазу менстру-
ального цикла. Суспензию мононуклеаров 
получали центрифугированием в  градиенте 
плотности фиколл-верографина (1,077 г/см 3). 
Далее методом иммуномагнитной сепарации 
(«Invitrogen», Норвегия) из  суспензии моно-
нуклеаров выделяли CD4+ T-лимфоциты. За-
тем клетки помещали в плоскодонный 96-лу-
ночный планшет (5·106клеток/мл) в  полную 
питательную среду и  добавляли ингибитор 
CREB  – KG-501 (2-naphthol-AS-E-phosphate) 

НЕКОТОРЫЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕАЛИЗАЦИИ 

ЭФФЕКТОВ КИССПЕПТИНА НА ФОРМИРОВАНИЕ 

И ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ TREG

 Горбунова О. Л.,  Ширшев С. В.

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт экологии 
и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Выявлено, что кисспептин, в концентрациях, сопоставимых с его уровнем в перифериче-
ской крови во II–III триместрах беременности, усиливает формирование адаптивных регуля-
торных Т-клеток (Treg), одновременно повышая продукцию интерлейкин (IL)-10. Установле-
но, что ингибиторы CREB (белок, связывающий аденозин-3’,5’-циклофосфат-чувствительный 
элемент) или тирозин/сериновой протеинкиназы (MEK1,2) достоверно угнетают формирова-
ние Treg и продукцию IL-10. Внесение кисспептина на фоне ингибиторов CREB или MEK1,2 
достоверно угнетает формирование адаптивных Treg и продукцию IL-10.

Ключевые слова: кисспептин, регуляторные Т-клетки, MEK1,2, CREB.
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в  концентрации 25 мкМ или ингибитор 
MEK1,2  – U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-
bis [2-aminophenylthio] butadiene) в концентра-
ции 25 мкМ. Клетки инкубировали в течение 
1 ч при 37°С в условиях 5% СО2, затем вносили 
кисспептин (Кисспептин-54, Metastin, Synthetic, 
CALBIOCHEM, США), который использова-
ли в  физиологических концентрациях, соот-
ветствующих его уровню в  периферической 
крови во II и III триместрах беременности,  – 
4,6 пМ/л и 9,6 пМ/л, соответственно [2]. В каж-
дую лунку добавляли магнитные частицы 
с нанесенными анти-CD3/CD28 моноклональ-
ными ан тителами («Invitrogen», Норвегия), 
имитирующими физиологический путь акти-
вации Т-кле ток через T-клеточный рецептор, 
а  также нейтрализующие анти-интерферон 
(IFN)-γ и  анти-интерлейкин (IL)-4 монокло-
нальные антитела (10 мкг/мл, «eBioscience», 
США). Клетки инкубировали в  течение 72 ч 
при 37°С в условиях 5% СО2.

По окончании инкубации в супернатантах 
культур оценивали уровень IL-10 иммунофер-
ментным методом («ООО Цитокин», Россия, 
Санкт Петербург). Клетки отмывали, удаляя 
магнитные частицы, и  оценивали фенотип 
лимфоцитов методом проточной цитометрии 
на  цитофлюориметре («Becton Dickinson», 
США). Окрашивание поверхностных и  вну-
триклеточных маркеров осуществляли соглас-
но методике производителя моноклональных 
антител («eBioscience», США). Поскольку экс-
прессия транскрипционного фактора FOXP3 
(forkhead box P3) является основным марке-
ром Treg, их количество определяли как про-
цент CD4+FOXP3+ клеток (anti-human CD4+-
FITC; anti-human Foxp3-PerCy-5.5) в гейте CD4+ 

Т-лим фоцитов. Достоверность различий меж-
ду средними величинами оценивали по  пар-
ному t-критерию Стьюдента.

Результаты. Кисспептин в концентрациях, 
характерных для II–III триместра беременно-
сти, достоверно усиливает формирование адап-
тивных Treg (CD4+FOXP3+) и параллельно, в не-
зависимости от  используемой концентрации, 
повышает продукцию IL-10 в  супернатантах 
фракционированных CD4+ Т-лим фоцитов.

Установлено, что блокада как CREB, так 
и МЕК1,2 достоверно угнетает формирование 
адаптивных Treg (CD4+FOXP3+), что обуслов-
лено с одной стороны прямым выключением 
СREB, который необходим для экспрессии 
FOXP3 [1, 5], с другой стороны, связано бло-

кадой МЕК1,2, который принимает участие 
в формировании транскрипционного фактора 
AP-1 (activator protein 1), также усиливающим 
экспрессию FOXP3. Таким образом, показано 
участие вышеупомянутых сигнальных путей 
в индукции Treg. При параллельном определе-
нии уровня IL-10 в супернатантах фракциони-
рованных CD4+ Т-лимфоцитов выявлено, что 
на фоне ингибитора МЕК1,2, но не CREB, про-
дукция IL-10 снижается.

Внесение кисспептина на  фоне ингиби-
торов CREB или MEK1,2 вне зависимости 
от  концентрации достоверно угнетает фор-
мирование адаптивных Treg (CD4+FOXP3+) 
и продукцию IL-10. Прямо противоположные 
эффекты на формирование Treg и их функцио-
нальную активность, выявленные при внесении 
в культуру только кисспептина и кисспептина 
на фоне ингибиторов CREB или MEK1,2, гово-
рит о прямом участии CREB и МEK1,2 в реали-
зации иммуномодулирующих свойств гормона.

В целом, наше исследование показало, что 
усиление формирования Treg под действием 
кисспептина обусловлено, по-видимому, РКА-
зависимой активацией CREB и MEK1,2, кото-
рые усиливают экспрессию FOXP3, возможно 
за счет кисспептин-опосредованного повыше-
ния внутриклеточного cAMP. По-видимому, 
cAMP и активируемая им РКА являются клю-
чевыми факторами в  регуляции кисспепти-
ном поляризации CD4+ Т-лимфоцитов. Наше 
исследование впервые показало, что на уровне 
клеток иммунной системы кисспептин задей-
ствует те же сигнальные пути, что и на клет-
ках головного мозга. Таким образом, кисспеп-
тин, который появляется в циркуляции только 
во  время гестации, является важным, ранее 
не  учитываемым фактором, усиливающим 
иммунную толерантность организма матери 
к антигенам плода, что определяет, в конечном 
итоге, благоприятный исход беременности.
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SOME MOLECULAR MECHANISMS OF KISSPEPTIN EFFECTS 

ON THE TREG FORMATION AND FUNCTIONAL ACTIVITY

Gorbunova O. L. Shirshev S. V.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Perm, Russia

It was revealed that kisspeptin in concentrations comparable to its level in peripheral blood in II–III 
trimesters of pregnancy increases the formation of adaptive regulatory T cells (aTreg) and production of 
interleukin (IL)-10. It has been established that inhibitors of CREB (protein binding adenosine 3’,5’-cy-
clophosphate-sensitive element) or tyrosine/serine kinase (MEK1,2) signifi cantly inhibit the formation of 
Treg and IL-10. Adding kisspeptin on background CREB inhibitors or MEK1,2 signifi cantly inhibits the 
formation of adaptive Treg and IL-10 production.

Keywords: kisspeptin, regulatory T cells, MEK1,2, CREB.

Актуальность и  цель работы. Взаимодей-
ствие витамина Д и  иммунной системы яв-
ляется одним из  наиболее изученных из  его 
эффектов. Активные его формы регулируют 
приобретенный и  врожденный иммунитет, 
поскольку VDR-рецепторы представлены 
во многих клетках иммунной системы, таких 
как макрофаги, дендритические клетки, Т- 
и В-лимфоциты. Одной из функций витамина 
Д является содействие дифференцировке мо-
ноцитов в макрофаги, дендритические клетки 
и лимфоциты. Этими клетками представлена 
первая линия врожденного иммунитета, они 
играют важную роль в контроле над воспали-
тельным процессом [1].

Множеством исследований подтверждено, 
что недостаток витамина Д или рецепторов 
к нему может являться причиной нарушений 

функций врожденного и приобретённого им-
мунитета [2].

Известно, что у пациентов, имеющих заболе-
вания, связанные с дефицитом витамина Д (ра-
хит, хронические заболевания почек) высок риск 
развития инфекционных осложнений. Влияние 
витамина Д на иммунную систему может быть 
обусловлено механизмом обратной паракрин-
ной связи, посредством которой снижается 
воспалительный ответ, влиянием на дифферен-
цировку CD4+ T-лимфоцитов с подавлением их 
функции. Активная форма витамина Д так-
же способствует дифференцировке моноци-
тов в зрелые макрофаги за счет индукции p2. 
C/EBP-b (цитидин-цитидин-аденозин-адено-
зин-тимидин-связывающий протеин бета) яв-
ляется важным фактором транскрипции, кото-
рый наделяет макрофаги антибактериальной, 

ОЦЕНКА РОЛИ ВИТАМИНА Д И СОСТОЯНИЯ ИММУННОЙ 

СИСТЕМЫ ПРИ ТЯЖЕЛОЙ СОЧЕТАННОЙ ТРАВМЕ

 Горожин П. Ю.,  Павлов В. А.

ГБОУ Тихоокеанский Государственный медицинской университет МЗ РФ 
(ГБОУ ВПО ТГМУ Минздрава России), Владивосток, Россия

В статье представлен современный взгляд на взаимодействие витамина Д и иммунной 
системы. Освещён вопрос регуляции витамином Д врожденного и  приобретенного им-
мунитета, через VDR-рецепторы. Обследовано 45 человек с тяжелой сочетанной травмой, 
из них 23 человека (51%) с выраженными нарушениями врожденного иммунитета и 22 че-
ловека (49%) без существенных нарушений в  иммунограмме. Выявлено статистически 
значимое снижение уровня 25-ОН-витамина Д3 у пациентов 1-й группы. У пациентов 2-й 
группы показатели 25-ОН-витамина Д3 были в пределах референсных величин.

Ключевые слова: сочетанная травма, витамин Д, VDR-рецепторы, врожденный имму-
нитет, CD4+ T-лимфоциты, C/EBP-b, антимикробные пептиды, кателицидин.
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противовирусной, противоопухолевой актив-
ностью и возможностью к синтезу IL-12. Вит. Д 
индуцирует C/EBP-b, который влияет на  диф-
ференцировку моноцитов в макрофаги, увели-
чивает активность макрофагов и повышает их 
цитотоксичность. Таким образом, вит. Д усили-
вает защиту организма против бактериальных 
инфекций и подавляет опухолевый рост [3].

В 2007  году было обнаружено, что вит. Д 
может стимулировать синтез антимикробного 
пептида, кателицидина, находящегося внутри 
лизосом макрофагов и  полиморфноядерных 
лейкоцитов. Кателицидин играет ключевую 
роль во врожденном иммунитете, при защите 
от бактериальных инфекций. Активная форма 
витамина Д регулирует функцию антимикроб-
ных пептидов в  макрофагах, кератиноцитах, 
клетках легочного эпителия, миелинизиро-
ванных волокнах [4].

Обнаружено, что активированный комплекс 
VDR + вит. Д воздействует на инфекцию, вызван-
ную Mycobacterium tuberculosis, через подавление 
синтеза IL-12 и интерферона-γ. Ме та-анализ по-
казал, что уровень витамина Д в плазме крови 
был значительно ниже у больных туберкулёзом, 
чем в контрольной группе [2].

Найдена связь между дефицитом витами-
на Д и частотой встречаемости респираторных 
заболеваний (муковисцидоз, интерстициаль-
ных заболеваний легких, ХОБЛ). Обнаружено, 
что витамин Д подавляет реакцию отторжения 
органов после трансплантации. После транс-
плантации сердца витамин Д может быть эф-
фективнее циклоспорина и не увеличивает ве-
роятность инфекционных осложнений. После 
трансплантации почки витамин Д не  только 
подавляет реакцию отторжения, но и снижает 
темп фиброзирования почечной ткани. В экс-
перименте доказано, что активные формы вита-
мина Д могут подавлять развитие аутоиммун-
ного энцефаломиелита, тиреоидита, диабета 
I  типа, воспалительных заболеваний кишеч-

ника, системной красной волчанки. Изучение 
ревматоидного артрита показало, что имеется 
обратная связь, между активностью заболева-
ния и уровнем витамина Д в плазме крови [5].

Материалы и методы. Обследовано 45 чело-
век с тяжелой сочетанной травмой, из них 23 че-
ловека (51%) с  выраженными нарушениями 
врожденного иммунитета и 22 человека (49%) 
без существенных нарушений в  иммунограм-
ме. Определение 25-ОН-витамина Д3 прово-
дилось методом электрохемилюминесценции. 
Статистическая обработка материала осущест-
влена с использованием программы “Биостат” 
с использованием t-критерия Стьюдента.

Результаты. Выявлено статистически зна-
чимое снижение уровня 25-ОН-витамина Д3 
у  пациентов 1-й группы. Однако, при рас-
смотрении индивидуальных значений, суще-
ственное снижение показателей определено 
только в 68% случаев. У пациентов 2-й группы 
показатели 25-ОН-витамина Д3 были в преде-
лах референсных величин.

Таким образом, витамин Д регулирует врож-
денный иммунитет, может стимулировать син-
тез антимикробного пептида, кателицидина, 
играющего ключевую роль в защите против бак-
териальных инфекций. Дальнейшее исследова-
ние роли витамина Д может изменить представ-
ление о патогенезе тяжелой сочетанной травмы 
и разработать новые подходы в её лечении.
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EVALUATION OF THE ROLE OF VITAMIN D AND THE IMMUNE 

SYSTEM IN PATIENTS WITH MULTIPLE TRAUMA

Gorozhin P. Y., Pavlov V. A.

Pacifi c State Medical University, Vladivostok, Russia

Th e modern view on the interaction between vitamin D and immune system is represented in this 
article. We illustrate the problem of vitamin D mediated regulation of innate and adaptive immunity 
through VDR receptors. We investigated 45 patients with multiple traumas. 23 patients (51%) had serious 
disorders of innate immunity and 22 patients (49%) did not have any disorders of the immune system. 
Th ere was detected low level of 25-OH-vitamin D3 in fi rst group and normal level of 25-OH-vitamin D3 
in second group. All values were statistically signifi cant.
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Болезни системы кровообращения, первое 
место в  структуре которых составляет ише-
мическая болезнь сердца (ИБС), являются 
основной причиной смертности в  большин-
стве развитых стран мира [2]. Введение в кли-
ническую практику коронарного стентиро-
вания привело к существенному пересмотру 
тактики ведения пациентов с  ИБС. В  связи 
с  этим в  современной литературе все боль-
ше внимания уделяется изучению гумораль-
ных факторов врожденного иммунитета, как 
прогностических маркеров у  данной катего-
рии больных. Немаловажную роль в  имму-
нопатогенезе ИБС играет комплекс MMP-9/
TIMP-1. Увеличение активности ММР в ате-
росклеротической бляшке приводит к  из-
быточному расщеплению внеклеточного ма-
трикса, истончению фиброзной покрышки 
и  дестабилизации бляшки [1]. Клинические 
исследования показали, что концентрация 
металлопротеиназы-9 в  крови коррелиру-
ет с  тяжестью сердечно-сосудистой патоло-
гии у  пациентов со  стабильной стенокарди-
ей [4]. Однако, ряд исследователей пришли 
к  иным результатам и  показали, что более 
высокий уровень ММП-9 коррелировал с от-
носительной сохранностью левого желудоч-

ка и меньшими изменениями в его конечно-
систолическом и  кончено-диастолическом 
объёмах. В то же время другие ученые не вы-
явили связи между уровнем ММР-9 и  пока-
зателями ремоделирования левого желудоч-
ка. Некоторые исследователи не  установили 
значимости MMP-9 в качестве фактора риска 
острого коронарного синдрома и  ОИМ [5]. 
Активность металлопротеиназ регулируется 
при помощи тканевого ингибитора матрич-
ной металлопротеиназы, в частности перво-
го типа (TIMP-1). Несоответствие между 
ММР и TIMP может привести к чрезмерной 
активности ММР, и, следовательно, к патоло-
гическим изменениям в  сосудистой стенке. 
На  данный момент результаты исследова-
ний, посвященных изучению концентрации 
TIMP-1 у пациентов с коронарным заболева-
ниями противоречивы. Так часть исследова-
ний показали снижение его уровня у  паци-
ентов с  острым инфарктом миокарда, тогда 
как в  других он оказался повышенным. Не-
которые авторы оценивали уровень MMP-9 
и  TIMP-1 у  пациентов с  сердечной недоста-
точностью и показали, что высокий уровень 
TIMP-1, а  не  ММP-9 является независимым 
предиктором смертности [3]. Таким обра-

АНАЛИЗ КОМПЛЕКСА MMP-9/TIMP-1 У БОЛЬНЫХ 

С РАЗЛИЧНЫМИ ФОРМАМИ ИБС, ПОДВЕРГШИХСЯ 

СТЕНТИРОВАНИЮ КОРОНАРНЫХ АРТЕРИЙ

 Грачев Н. И.,  Семенихин А. А.,  Турмова Е. П., 

 Гущина А. О.,  Крылов А. А.

ГОУ ВПО Тихоокеанский государственный медицинский университет, 
Владивосток, Россия

Выполнена оценка сывороточного уровня комплекса MMP-9/TIMP-1 у  100 больных 
ишемической болезнью сердца (ИБС). Группы формировали по  следующим критериям: 
форма ИБС, количество пораженных коронарных артерий, развитие интраоперационных 
или ранних послеоперационных неблагоприятных событий. Забор крови производился 
до  операции стентирования, на  1-е и  7-е сутки. Выявлены достоверно низкие значения 
MMP-9/TIMP-1 у больных ИБС по сравнению с контрольной группой, а также более вы-
сокий уровень MMP-9/TIMP-1 у  пациентов со  стабильной стенокардией по  сравнению 
с пациентами с острым инфарктом миокарда. Вне зависимости от формы ИБС значения 
MMP-9/TIMP-1 достоверно снижались к 7-м суткам после операции.

Ключевые слова: металлопротеиназа, ингибитор, ишемическая болезнь сердца, стен-
тирование.
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зом, несмотря на устоявшиеся лабораторные 
и  инструментальные методы диагностики, 
на данный момент, вследствие переосмысле-
ния патологических механизмов формиро-
вания атеросклероза и  состояний, которые, 
по  сути, является его осложнением, необхо-
димо изучать новые маркеры неблагоприят-
ных исходов у пациентов с ИБС.

Цель исследования. Оценить содержание 
комплекса MMP-9/TIMP-1 в  сыворотке кро-
ви у  больных с  различными формами ИБС 
до и после первичного чрескожного коронар-
ного вмешательства.

Материалы и методы исследования. В ис-
следование вошли 100 пациентов обоего пола 
от 45 до 74 лет с ишемической болезнью серд-
ца, подвергшиеся стентированию коронарных 
артерий. Группы пациентов формировали 
в зависимости от формы ИБС, от степени по-
ражения коронарного, а  также по  развитию 
интраоперационных или ранних послеопера-
ционных неблагоприятных событий. Контро-
лем служили сыворотка крови 30 практиче-
ски здоровых лиц. Забор крови производился 
до  вмешательства, на  1-е и  7-е сутки после 
операции. Определение комплекса MMP-9/
TIMP-1 в  сыворотке крови производили ме-
тодом твердофазного ИФА с использованием 
реактивов «R&D DiagnosticsInc.», USA. Для 
математической обработки полученных дан-
ных использовали программу StatPlus 2009 
и  непараметрический U-критерий Манна-
Уитни. Статистически достоверным считали 
различия при уровне значимости p<0,05.

Результаты. Нами выявлены достоверно 
низкие значения комплекса MMP-9/TIMP-1 
у  больных с  ОИМ (9,87 (9,56-10,46) нг/мл) 
и  со  стабильной стенокардией (10,56 (8,9–
10,92) нг/мл) по  сравнению с  контрольной 
группой здоровых лиц (11,4 (11,3–12,6) нг/л, 
p<0,01). Это позволяет сделать вывод о сниже-
нии развития риска ИБС при более интенсив-
ном связывании MMP-9 ингибиторами. До-
стоверные различия также достигнуты между 
группами с  ОИМ (9,87 (9,56-10,46)  нг/ мл) 
и  стабильной стенокардией (10,56 (8,9–
10,92) нг/ мл) (p<0,05). Это, вероятно, связано 
с более выраженной агрессией на сосудистую 
стенку и атеросклеротическую бляшку (АСБ) 
свободной MMP-9, инициацией разрыва по-
крышки АСБ, тромбоза и  вследствие ОИМ. 

В  группе со  стабильной стенокардией отме-
чалось снижение уровня комплекса MMP-9/
TIMP-1 к  7  суткам после операции (9,50 
(9,27–9,67) нг/мл) по сравнению со значения-
ми до вмешательства (10,56 (8,9–10,92) нг/ мл) 
(p<0,05). Анализ уровня ММП-9/TIMP-1 
в сыворотке крови больных ОИМ также вы-
явил снижение значений данного комплек-
са к  7  суткам послеоперационного периода 
(9,16 (8,73–9,82) нг/мл) по  сравнению уров-
нем до интервенции (9,87 (9,56-10,46) нг/мл) 
(p<0,05). Эти изменения, по всей видимости, 
связаны с  имплантацией стента, поврежде-
нием эндотелия и усилением воспалительной 
реакции в интиме артерий. Изучение концен-
трации MMP-9/TIMP-1 в  зависимости от  ко-
личества пораженных коронарных артерий 
и развития ранних послеоперационных небла-
гоприятных событий не выявило статистиче-
ски значимых различий в группах.

Выводы. Таким образом, MMP-9/TIMP-1 
может рассматриваться в  качестве допол-
нительного маркера острого повреждения 
миокарда, наряду с  общепринятыми био-
химическими показателями. Имплантация 
стента в  коронарную артерию сопровожда-
ется усилением воспалительной реакции 
в эндотелии, снижая сывороточный уровень 
MMP-9/TIMP-1. Изучение MMP-9/TIMP-1 
в  комплексе с  цитокинами, вероятно, смо-
жет позволить более точно прогнозировать 
неблагоприятные события в отдаленном по-
слеоперационном периоде больных с  раз-
личными формами ИБС, что требует прове-
дение дальнейших исследований с  оценкой 
отдаленных результатов.
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ANALYSIS OF COMPLEX MMP-9/TIMP-1 IN PATIENTS WITH VARIOUS 

FORMS OF CORONRY ARTERY DISEASE UNDERGOING PERCUTANEOUS 

CORONARY INTERVENTION

Grachev N. I., Semenikhin A. A., Turmova E. P., Guschina A. O., Krilov A. A.
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We evaluated serum levels of MMP-9 complex / TIMP-1 in 100 patients with coronary artery disease 
(CHD). Patient groups were formed according to the following criteria: a form of CHD, the number of 
diseased coronary arteries, the development of intraoperative or early postoperative adverse events. Blood 
sampling was performed before percutaneous coronary intervention (PCI), on the 1st and 7th postop-
erative day. Values were signifi cantly lower MMP-9 / TIMP-1 in patients with coronary heart disease as 
compared to a control group and a higher level of MMP-9 / TIMP-1 in patients with stable angina pectoris 
when compared with patients with acute myocardial infarction. Regardless of the form of CHD values of 
MMP-9 / TIMP-1 signifi cantly decreased by day 7 aft er surgery.

Одним из ведущих факторов риска разви-
тия ранних форм хронической ишемии мозга 
является гипертоническое и/или атеросклеро-
тическое поражение сосудистого эндотелия. 
Повышение уровня атерогенных фракций ли-
попротеинов с  последующей их перекисной 
модификацией приводит к  формированию 
эндотелиальной дисфункции. Показано, что 
гиперхолестеринемия усиливает экспрессию 
VCAM-1 на  эндотелии аорты. На  поверх-
ности моноцитов и  лимфоцитов в  активном 
состоянии находится молекула VLA-4, основ-
ной антирецептор для VCAM-1, что объяс-
няет селективную адгезию мононуклеаров 
к  интиме артерий при раннем проявлении 
атеросклероза [1]. Активно исследуется роль 

моноцитов, которые относятся к  антиген-
презентирующим клеткам и являются ключе-
выми участниками иммуноопосредованных 
процессов. В  процессе инициальных атеро-
склеротических событий происходит адге-
зия мононуклеаров к эндотелиальной стенке 
сосуда. Малоизученными на  сегодняшний 
день остаются вопросы функциональной ак-
тивности моноцитов, их адгезивная, бакте-
рицидная, цитокин- и  нитроксидергическая 
активность, пролиферативный потенциал 
при нормо- и гиперлипидемическом профиле 
крови больных с ранними формами хрониче-
ской ишемии мозга. 

Целью исследования явилось изучение 
функциональной активности моноцитов 

ПОКАЗАТЕЛИ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 

МОНОЦИТОВ ПРИ РАННИХ ФОРМАХ ХРОНИЧЕСКОЙ 

ИШЕМИИ МОЗГА В УСЛОВИЯХ ГИПЕРЛИПИДЕМИИ

 Давыдова Е. В.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет, 
Челябинск, Россия

Изучение функциональной активности моноцитов при ранних формах хронической 
ишемии мозга на фоне гиперлипидемии показало активацию моноцитопоэза, усиление ад-
гезивных, биоцидных свойств клеток, увеличение пролиферативного потенциала моноци-
тов вне зависимости от характера сосудистой патологии, что в совокупности вносит вклад 
в развитие атеросклероза и создает предпосылки к истощению функциональных возмож-
ностей моноцитов в условиях прогрессии хронической ишемии мозга.

Ключевые слова: ранние формы хронической ишемии мозга, гиперлипиемия, моноциты.
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на фоне гиперлипидемии при ранних формах 
хронической ишемии мозга.

Материалы и методы. Исследование прово-
дилось на безе ГБУЗ Челябинского областно-
го клинического терапевтического госпиталя 
для ветеранов войн. В исследование включены 
122 ветерана Афганистана, средний возраст 
46,6±3,4 года с  ранними формами хрониче-
ской ишемии мозга. Согласно классификации 
Шмидта Е. В. (1985) [2], ранние формы хрони-
ческой ишемии мозга (ХИМ) включают началь-
ные проявления нарушений кровоснабжения 
мозга (НПНКМ) и  дисциркуляторную энце-
фалопатию 1 стадии (ДЭП-1). В первую груп-
пу вошли 78 ветеранов с НПНКМ, вторую со-
ставили 44 пациента с ДЭП-1 стадии. Диагноз 
НПНКМ и ДЭП-1 верифицирован на основа-
нии данных клинико-неврологического и ин-
струментального исследований. Контрольную 
группу составили условно-здоровые мужчины 
(30 чел., средний возраст 43,5±4,2 года).

Кровь забирали из локтевой вены, в утренние 
часы, спустя 12-14 часов после приема пищи. Ис-
следование липидного статуса включало опре-
деление концентрации общего ХС, ХС ЛПВП, 
ТГ (ммоль/л) на  биохимическом анализаторе 
ФП-901М фирмы «Labsystems» (Финляндия). 
Для изучения фракции мононуклеаров клетки 
выделяли на  фиколл-верографин-градиенте. 
Адгезивную способность мононуклеаров опре-
деляли путем их адгезии на  пластик (выража-
ли в%) и  спектрофотометрически («Multiscan 
Plus», Финляния). Проведение спонтанного 
и индуцированного МТТ-теста осуществляли 
спектрофотометрическим методом. МТТ-тест 
основан на  восстановлении бесцвет ной соли 
3-4,5-диметилтиазол-2-ил-2,5-ди фенил тетразо-
лия бромида (МТТ-краси тель) митохондриаль-
ными и  цито плазматическими дегидрогена-
зами живых метабо лически активных клеток 
с  образованием голубых кристаллов форма-
зана. Результат учитывали на спектрофотоме-
тре «Multiscan Plus» при длине волны 560нм. 
Индекс стимуляции рассчитывали по формуле 
ОП опыта /ОП контроля.

Пролиферативную активность монону-
клеаров с  флуориметрической оценкой ре-
зультатов проводили после 48-часовой инку-
бации клеток, с  последующим добавлением 
витального красителя AlamarBlue® (Invitrogen, 
USA). Флюоресценцию измеряли через 4 часа 
на флуориметре VersaFluor (Bio-Rad) при дли-
не волны возбуждения 390 нм, эмиссии 620 нм 

и выражали в относительных единицах флю-
оресценции (ОЕФ, Relative Fluorescent units, 
RFU). Достоверность различий оценивали 
в  рамках программы STATISTICA vers., со-
гласно критериям непараметрической стати-
стики (Кол могорова-Смирнова, U-test Mann-
Whitney).

Результаты и обсуждение. Определение ли-
пидного профиля крови ветеранов с ранними 
формами ХИМ в  сравнении с  группой кон-
троля показало наличие нарушений липидно-
го обмена у 54% пациентов с НПНКМ и у 73% 
ветеранов с ДЭП-1 стадии. При этом уровень 
общего холестерина при НПНКМ, согласно 
классификации гиперхолестеринемий NCEP 
и Европейского общества по изучению атеро-
склероза (2001), соответствовал погранично-
высокому (5,2–6,2 ммоль/л) определяя умерен-
ный тип гиперхолестеринемии. Контрольная 
группа, по условиям выборки, соответствова-
ла критериям нормолипидемии. Установлен-
ные различия липидного спектра сыворотки 
крови у пациентов с ранними формами ХИМ 
в сравнении с группой здоровых мужчин под-
тверждают общепризнанные представления 
о роли гиперхолестеринемии в качестве важ-
ного модифицируемого фактора риска разви-
тия церебрального атеросклероза и связанных 
с ним хронических нарушений кровоснабже-
ния мозга.

Исследование функционального состоя-
ния моноцитов крови у  пациентов с  ранни-
ми формами ХИМ на фоне гиперлипидемии 
и  при нормолипидемическом профиле кро-
ви, показало наличие максимально высокого 
абсолютного количества моноцитов в  груп-
пах пациентов с  ранними формами ХИМ 
имеющих гиперлипидемию (90,94 ± 0,02×109/л 
(НПНКМ); 0,96 ± 0,1×109/л (ДЭП-1) в  срав-
нении с  пациентами имеющими нормоли-
пидемию (0,76 ± 0,04×109/л и  0,79 ± 0,03×109/л 
соответственно), что отражает усиление мо-
ноцитопоэза в условиях гиперлипидемии вне 
зависимости от характера изучаемой сосуди-
стой патологии мозга. Пролиферативная ак-
тивность мононуклеаров пациентов с  ДЭП-1 
оказалась также достоверно выше (72,9 ± 
3,8  RFU), чем в группах с нормолипидемией 
(56,4 ± 2,7 RFU), что указывает на участие мо-
нонуклеаров в  иммунных механизмах атеро-
генеза. Процент адгезии мононуклеаров, вери-
фицированный с помощью микроскопической 
визуальной оценки адгезии клеток на пластик, 
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у пациентов с ранними формами ХИМ с гипер-
липидемией на уровне тенденции, не достига-
ющей степени статистической достоверности, 
был выше, чем в группах с нормолипидемией. 
При спектрофотометрическом варианте оцен-
ки этого теста показатели оптической плот-
ности (RFU) в группах с НПНКМ (0,381 ± 0,04) 
и ДЭП-1 (0,389 ± 1,5) стадии превышали пока-
затели в  группах с  нормальным уровнем ли-
пидов в крови (0,144 ±v0,05 и 0,197 ± 0,03 соот-
ветственно), что отражает наличие активации 
моноцитов в данных условиях.

Для оценки участия мононуклеаров в  ини-
циации оксидативного стресса [3], исследова-
на МТТ-активность клеток. Установлено, что 
моноциты больных с ранними формами ХИМ, 
имеющими гиперлипидемию, как в  спонтан-
ной, так и в меньшей степени в индуцирован-
ной ЛПС S.typhi МТТ -пробах, характеризу-
ются достоверным увеличением показателей 
в  сравнении с  пациентами имеющими нор-
мальные уровни липидов в крови, что отража-
ет рост внутриклеточной продукции активных 
форм кислорода и  вклад моноцитов в  разви-
тие оксидативного стресса при ранних формах 
ХИМ. Индекс стимуляции МТТ-теста в группе 
с НПНКМ достоверно отличался от показате-
лей группы НПНКМ с нормолипидемией.

Таким образом, полученные данные ука-
зывают на  активацию моноцитов/макрофа-

гов при инициальных событиях атерогенеза, 
о чем свидетельствует рост абсолютного чис-
ла моноцитов в  кровотоке, усиление процес-
сов адгезии, повышение внутриклеточной 
продукции активных форм кислорода и  уве-
личение пролиферативного потенциала при 
гиперлипидемии у пациентов с ранними фор-
мами ХИМ, что подтверждает вклад моноци-
тов в  развитие оксидативного стресса и, тем 
самым, через окислительную модификацию 
липопротеидов, в развитие атеросклероза це-
ребральных сосудов и  прогрессию хрониче-
ской ишемии мозга. Избыточная активация 
моноцитов в  условиях гиперхолестеринемии 
создает предпосылки к истощению функцио-
нальных возможностей данных клеток и дик-
тует необходимость проведения комплексной 
эфферентной терапии, направленной на нор-
мализацию липидного профиля крови паци-
ентов уже на  стадии начальных проявлений 
недостаточности кровоснабжения мозга.
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INDEX OF THE FUNCTIONAL ACTIVITY OF MONOCYTES 

IN EARLY FORMS OF CHRONIC BRAIN ISCHEMIA 

UNDER HYPERLIPIDEMIA

Davydova E. V.

Medical University of South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia

Th e study of the functional activity of monocytes in early forms of chronic cerebral ischemia on the 
background of hyperlipidemia showed activation monocytopoiesis, increased adhesion, biocidal proper-
ties of the cells, an increase in the proliferative capacity of monocytes regardless of the nature of vascular 
disease, all of which contributes to the development of atherosclerosis and a prerequisite to the depletion 
of functionality monocytes in terms of progression of chronic brain ischemia.

Key words: early forms of chronic brain ischemia, hyperlipidemia, monocytes.
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Следствием чрезмерных физических нагру-
зок может быть повреждение из-за нарушений 
макро- и  микрогемодинамики, формирова-
ния гипоксии, наличия синдрома ише мия-ре-
перфузия, миграции лейкоцитов в  работаю-
щие мышцы, нарастания катаболических 
процессов и  другие. В  ответ на  лейкоцитар-
ную реакцию и мышечную активность должна 
быть усилена продукция цитокинов, которые 
обладают мультифакторным действием: обе-
спечивают процессы межсистемного взаимо-
действия, отражают иммунный статус орга-
низма спортсмена и адаптацию к физическим 
нагрузкам. Требует дополнения вопрос  – за-
висит ли продукция цитокинов от интенсив-
ности, длительности физической нагрузки 
и каково соотношение между про- и антивос-
палительными цитокинами.

Цель исследования  – в  условиях экспери-
мента изучить изменение уровня ИЛ-6 и ИЛ-4 
в крови при физических нагрузках различной 
интенсивности.

Материалы и методы. Исследование прове-
дено на  54 белых беспородных крысах обоего 
пола массой 250-300 грамм. Все эксперименты 
выполнены согласно Европейской Конвен-
ции по защите экспериментальных животных 
(Хельсинской декларации 1975 г. и ее пересмо-
тра в  1983 г.). Исследуемые животные были 
разделены на контрольную группу (интактные 
крысы), опытные – животные, подвергавшиеся 
физической нагрузке разной интенсивности. 

Одна группа животных подверглась острой фи-
зической нагрузке субмаксимальной мощно-
сти (ОФН), вторая – хронической физической 
нагрузке (ХФН) субмаксимальной мощности, 
третья  – ХФН умеренной мощности. Модель 
острой физической нагрузки воспроизводилась 
по  методу А. Ф. Краснова, Г. И. Самодановой 
и др. Животные плавали в течение 4-х минут 
с грузом массой 20% от веса тела. Температура 
воды – 32°С. Забор крови производился через 
25 минут после плавания. ХФН субмаксималь-
ной мощности моделировали ежедневным пла-
ванием в течение 30 минут. Нагрузку увеличи-
вали постепенно: первые семь дней животные 
ежедневно плавали без груза, следующие две 
недели животные плавали с грузом 2% от мас-
сы тела. На 9, 15 и 21 день эксперимента, живот-
ные подвергались дополнительно максималь-
ной физической нагрузке: плавали в  течение 
4-х минут с  грузом массой 20% от  веса тела. 
ХФН умеренной мощности моделировали еже-
дневным плаванием в течение 30 минут. Забор 
крови производился на 9, 15 и 21 день экспери-
мента после физической нагрузки.

Интерлейкины 6 и  4 определяли иммуно-
ферментным методом с  помощью наборов 
реагентов Rat IL-6, Rat IL-4 фирмы «Platinum 
ELISA» (Австрия). Для определения достовер-
ности различий средних величин применя-
ли критерии непараметрической статистики 
Манна-Уитни (U); определяли основную тен-
денцию изменений (тренд) и  коэффициент 

ВЛИЯНИЕ ФИЗИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ РАЗЛИЧНОЙ 

ИНТЕНСИВНОСТИ НА УРОВЕНЬ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ 6, 4

 Ермолаева Е. Н.1,  Кривохижина Л. В.1,  Мезенцева Е. А.2

1ГОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» 
Минздрава России; 2НИИ иммунологии ЮУГМУ, Челябинск, Россия

Острая физическая нагрузка и хроническая нагрузка субмаксимальной мощности вы-
зывает повышение в  крови провоспалительного цитокина ИЛ-6, возрастание которого 
приводит к удовлетворению высоких энергетических требований. Постепенное повыше-
ние ИЛ-6 на правах тенденции при ХФН умеренной мощности, можно рассматривать как 
механизм адаптации к  нагрузке. Повышение цитокина ИЛ-4 регистрируется лишь при 
хронической физической нагрузке субмаксимальной мощности на  21 сутки, что можно 
расценивать как фактор, способствующий устранению повреждений, вызванных интен-
сивной физической деятельностью.

Ключевые слова: интерлейкин-4, интерлейкин-6, физическая нагрузка.
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аппроксимации для оценки силы влияния 
использовали однофакторный дисперсион-
ный анализ.

Результаты исследования и  их обсужде-
ние. Уровень ИЛ-6 изменяется в зависимости 
от  интенсивности физической нагрузки. При 
ОФН ИЛ-6 возрастает через 25 минут после 
мышечной активности относительно контро-
ля на 70% (р-0,01 U). При ХФН субмаксималь-
ной мощности регистрируется постепенное 
повышение уровня цитокина с  начала экспе-
римента, что подтверждает тренд с  коэффи-
циентом аппроксимации R2=0,93. Достоверное 
повышение ИЛ-6 отмечается на 42% – 15 сут-
ки (р-0,028 U) и на 84% – 21 сутки (р-0,012 U). 
При ХФН умеренной мощности постепенное 
повышение уровня ИЛ-6 наблюдается относи-
тельно контроля лишь на  правах тенденции, 
но  закономерность повышения подтвержда-
ется трендом и коэффициентом аппроксима-
ции R2=0,7859. В  результате количественное 
значение ИЛ-6 не  имеет достоверных разли-
чий с ХФН субмаксимальной мощности и за-
нимает промежуточное положение между 
контролем и субмаксимальной нагрузкой. Од-
нофакторный дисперсионный анализ доказал 
влияние ОФН и ХФН субмаксимальной мощ-
ности на уровень ИЛ-6: вклад ОФН составил 
в среднем 55,8% (р – 0,0058), вклад ХФН суб-
максимальной мощности 32,7% (р – 0,027).

Возрастание ИЛ-4 на 17,4 (р – 0,025 U) отме-
чается на 21 день эксперимента при ХФН суб-
максимальной мощности. Иные виды физиче-
ской нагрузки не привели к увеличению ИЛ-4.

Указывается, что при физической активно-
сти источником ИЛ-6 являются клетки скелет-
ной мускулатуры секретирующие до  10–35% 
от  его уровня в  циркуляции [1]. Подтверж-
дается, что секреция ИЛ-6 определяется ин-
тенсивностью нагрузки: у  велосипедистов 
при умеренной нагрузке (40% максимального 
потребления кислорода) уровень ИЛ-6 прак-
тически не  менялся, а  при большей нагрузке 
(60% максимального потребления кислоро-
да) спустя 3 часа езды на  велосипеде он по-
вышался в 2,5 раза. Обнаружено, что во вре-
мя двигательной активности ИЛ-6 помимо 
воспалительной реакции участвует в  других 
физиологических процессах. В  печеночных 
и  жировых клетках ИЛ-6 приводит к  повы-
шенному выделению носителей энергии: глю-
козы и жирных кислот, а в клетках скелетной 
мускулатуры  – к  их усвоению и  утилизации. 

ИЛ-6 в  мышечных клетках не  только уси-
ливает усвоение энергетического носителя, 
но  и  стимулирует оксидацию жирных кис-
лот. По-видимому, метаболическое действие 
цитокина реализуется путем его воздействия 
на  регуляторные внутриклеточные комплек-
сы, а также за счет разнонаправленного изме-
нения чувствительности к инсулину [2]. ИЛ-6 
способствует также долгосрочной адаптации 
к физическим нагрузкам, которая заключается 
в новообразовании митохондрий и изменении 
состава мышечных волокон. Было высказано 
предположение, что именно ИЛ-6 является 
гипотетическим «фактором тренировки» [3].

Интерлейкин-4, представляет собой плейо-
тропный цитокин, который играет важную 
роль в борьбе с воспалением. Основными про-
изводителями ИЛ-4 являются Т-клетки, туч-
ные клетки и нейтрофилы. Было показано, что 
и другие клетки, такие как, мышечные клетки, 
гепатоциты, фибробласты способны продуци-
ровать ИЛ-4. В  ряде исследований было по-
казано, что ИЛ-4, ИЛ-13, ИЛ-4RA и ИЛ-13Ra1 
присутствуют в  скелетных мышцах и  увели-
чивают свою концентрацию после силовых 
тренировок [4]. Повреждения мышечных 
волокон становятся триггерами и  запуска-
ют высвобождение противовоспалительных 
цитокинов. ИЛ-4 приводит к устранению по-
вреждений мышц, вызванных физической на-
грузкой. Последние исследования показыва-
ют, что ИЛ-4 способствует росту мышечных 
клеток, и что этот цитокин действует как про-
миграционный агент для миогенных клеток. 
При отсутствии ИЛ-4 или рецепторов к ИЛ-4 
происходит снижение мышечной массы и ко-
личества ядер в мышечных клетках [5]. Таким 
образом, увеличение содержание ИЛ-4 после 
утомительной тренировки может быть важ-
ным для роста и  восстановления мышечных 
волокон.

Заключение. Итак, острая физическая на-
грузка и хроническая нагрузка субмаксималь-
ной мощности вызывает повышение в крови 
провоспалительного цитокина ИЛ-6, возрас-
тание которого приводит к  удовлетворению 
высоких энергетических требований. Посте-
пенное повышение ИЛ-6 на правах тенденции 
при ХФН умеренной мощности, можно рас-
сматривать как механизм адаптации к нагруз-
ке. Повышение цитокина ИЛ-4 регистрируется 
лишь при хронической физической нагрузке 
субмаксимальной мощности на 21 сутки, что 
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можно расценивать как фактор, способствую-
щий устранению повреждений, вызванных 
интенсивной физической деятельностью.
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INFLUENCE OF PHYSICAL ACTIVITY OF VARYING 

INTENSITY ON INTERLEUKIN 6, 4
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Acute and chronic exercise load submaximal power causes an increase in the blood of the proinfl am-
matory cytokine IL-6, which gives rise to the satisfaction of the high energy requirements. Gradual in-
crease of IL-6 on a trend at chronic moderate power exercise can be viewed as a mechanism of adaptation 
to the load. Increasing the cytokine IL-4 is recorded only in chronic physical load submaximal power for 
21 hours, which can be considered as a factor contributing to the elimination of damage caused by intense 
physical activity.
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Актуальность и цель работы. Острый пан-
креатит (ОП)  – воспалительное заболева-
ние, связанное с  повреждением поджелудоч-
ной железы, осложнениями которого может 
быть развитие панкреонекроза, появление 
инфекции или сепсиса и  формирование по-
лиорганной функциональной недостаточно-
сти [1]. В  настоящее время, несмотря на  по-

явление новых методов лечения, смертность 
от тяжелых форм этого заболевания остается 
высокой [2]. Последние исследования демон-
стрируют, что развитие ОП тесно связано 
с  дисбалансом в  функционировании иммун-
ной системы и  одним из  перспективных на-
правлений в  лечении больных ОП является 
применение иммуномодуляторов [3]. Однако 

CTLA-4+ И CD39+ TREG-КЛЕТКИ У БОЛЬНЫХ 

ОСТРЫМ ПАНКРЕАТИТОМ
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В работе исследовано содержание периферических CD4+CD25+FOXP3+ Treg-клеток, 
а также CD4+CD25hiCTLA-4+ и CD4+CD25hiCD39+ Тreg-клеток у больных острым панкреа-
титом (ОП, n=16) и у здоровых доноров (контроль, n=20). Было показано, что у больных 
ОП количество этих клеток увеличено по  сравнению с  контролем. Также обнаружены 
изменения в экспрессии молекул CTLA-4 и CD39 у больных ОП для клеток с фенотипом 
CD4+CD25+CD127lo.

Ключевые слова: острый панкреатит, Treg-клетки, CTLA-4, CD39.
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для успешной и эффективной иммунной кор-
рекции необходимо понимание механизмов 
развития иммунной супрессии у больных ОП. 
В этом отношении особый интерес представ-
ляет популяция регуляторных Т-лимфоцитов 
(Treg), основной функцией которых является 
супрессия чрезмерного иммунного ответа [4]. 
Для подавления активации и  пролифера ции 
клеток-мишеней Treg-клетки используют 
широкий круг механизмов, включающих как 
кон такт-зависимую супрессию, так и супрес-
сию, опосредованную различными ингиби-
торными факторами (IL-10, TGF-β, гранзимы, 
с-АМФ и  др.). Treg-клетки характеризуются 
высокой конститутивной экспрессией моле-
кулы CD25 (α-цепь рецептора интерлейкина 
(IL)-2) и  пониженной экспрессией молекулы 
CD127 (α-цепь рецептора IL-7). Для их иден-
тификации используют и  молекулу FOXP3  – 
транскрипционный фактор, который отвеча-
ет за развитие популяции и их супрессорную 
функцию [4]. Целью работы была оценка роли 
молекул CTLA-4 (антиген 4 цитотоксических 
лимфоцитов) и CD39 (эктонуклеозид трифос-
фат дифосфогидролазы-1), экспрессируемых 
Treg-клетками у  больных острым панкреати-
том. Благодаря экспрессии эктонуклеотида-
зы CD39 Treg-клетки могут участвовать в ге-
нерации внеклеточного аденозина, который 
ингибирует пролиферацию иммунных клеток 
и продукцию ими цитокинов. СTLA-4 является 
негативной регуляторной молекулой, которая, 
снижает активацию клеток-мишеней, препят-
ствует дальнейшей пролиферации и функцио-
нированию [4].

Материалы и методы. В работе исследова-
но 16 образцов периферической крови боль-
ных ОП. Диагноз был поставлен на  основе 
классификации, принятой на IX Всероссий-
ском съезде хирургов в  2000  году. Среди об-
следованных 7 человек имели деструктивную 
форму ОП. Средний возраст больных соста-
вил 44,8 ± 17,0 лет. Забор крови осуществляли 
на 1-10 сутки после поступления на лечение, 
до  оперативного вмешательства. В  качестве 
контроля были проанализированы 20 образ-
цов крови здоровых доноров, сопоставимых 
по  возрасту. Оценку содержания популяций 
лимфоцитов проводили методом многоцвет-
ной проточной цитометрии. Статистическую 
обработку данных проводили с  использова-
нием пакета программ Statistica 6.0, достовер-
ность различий между группами рассчиты-

вали по  критерию Манна-Уитни при уровне 
значимости р<0,05.

Результаты. Ранее нами было обнару-
жено повышенное содержание CD4+CD25hi 

и CD4+CD25+CD127lo Treg-клеток в крови боль-
ных ОП по сравнению со здоровыми донора-
ми [5]. В данной работе для определения Treg-
клеток рассматривали более специфический 
фенотип CD4+CD25+FOXP3+ [4]. В результате 
анализа показано, что у больных ОП количество 
CD4+CD25+FOXP3+ было выше (p<0,0001) и со-
ставило 7,79±2,1% от CD4+ Т-кле ток, в то вре-
мя как в  контроле содержание Treg-клеток 
было 3,31±1%. Также у больных ОП существу-
ет положительная корреляция между чис-
лом CD4+CD25+FOXP3+ и  CD4+CD25+CD127lo 
Т-клеток (r=0,89, p<0,01).

При анализе содержания CD4+ Т-клеток, 
экспрессирующих молекулу CTLA-4, отмечено, 
что у больных ОП повышено число как CD4+ 

CTLA-4+ T-клеток (p<0,05), так и CD4+CD25hi 

CTLA-4+ Treg-клеток (p<0,05) по  сравнению 
с  контролем (ОП: 10,7±5,1% и  4,79±2,5; кон-
троль: 7,68±1,8% и 2,52±0,9% от CD4+ Т-кле ток). 
Далее мы оценили уровень экспрессии CTLA-4 
в  CD4+CD25– Т-хелперах, активированных 
CD4+CD25+ Т-клетках и  CD4+CD25+CD127lo 
Тreg-клетках. Увеличение экспрессии CTLA-4 
было отмечено у  больных ОП для фенотипа 
CD4+CD25+CD127lo по сравнению с контролем 
(59,41±11,3% и 43,37±4,4%, p<0,0001), тогда как 
для других рассматриваемых фенотипах уро-
вень экспрессии этой ингибиторной молекулы 
не отличался от контроля. Вероятно, увеличе-
ние числа СD4+ Т-хелперов, экспрессирующих 
CTLA-4, наблюдаемое нами в периферической 
крови больных ОП было связано с усилением 
экспрессии CTLA-4 Treg-клетками и повышен-
ным содержанием CD4+CD25hiCTLA-4+ Т-кле-
ток. Также у  больных ОП была обнаружена 
высокая положительная корреляция количе-
ства клеток с фенотипами CD4+CD25hiCTLA-4+ 
и CD4+CD25+FOXP3+ (r=0,93, p<0,01).

При анализе содержания CD4+ Т-клеток, 
экспрессирующих эктонуклеотидазу CD39, 
было показано, что число CD4+CD39+ Т-клеток 
у больных ОП было на уровне контроля, тог-
да как количество CD4+CD25hiCD39+ Treg-
клеток в  крови больных ОП было в  2 раза 
выше, чем в  контроле (4,21±2,5% и  2,0±1% 
от CD4+ Т-клеток, р<0,001). Уровень экспрес-
сии молекулы CD39 также оценивали в клет-
ках с  фенотипами CD4+CD25–, CD4+CD25+ 
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и CD4+CD25+CD127lo. Изменения в экспрессии 
этой молекулы среди данных фенотипов были 
обнаружены только для CD4+CD25+CD127lo 
Тreg-клеток, для которых показана повы-
шенная экспрессия уровня CD39 у  больных 
ОП по  сравнению с  контролем (62,94±17,8% 
и 39,43±15,6%, p<0,01).

Заключение. Результаты нашего исследова-
ния, а также литературные данные демонстри-
руют увеличение содержания перифериче-
ских CD4+CD25+FOXP3+, а  также CD4+CD25hi 
и CD4+CD25+CD127lo Treg-клеток при развитии 
ОП [2,5]. Кроме того, мы показали, что у таких 
больных происходит усиление функциониро-
вания Treg-клеток в  отношении экспрессии 
ингибиторной молекулы CTLA-4 и  эктону-
клеотидазы CD39, участвующей в  генерации 
иммуносупрессорного аденозина. У  больных 
ОП активация популяции Treg-клеток может 
играть защитную роль для клеток и тканей ор-
ганизма, ограничивая развитие воспаления. 
Однако чрезмерная супрессия иммунного от-

вета может привести к  снижению устойчи-
вости организма к  развитию инфекции, что 
может вызывать осложнения течения заболе-
вания. В связи с этим необходимо дальнейшее 
исследование природы и механизмов иммун-
ных нарушений у больных ОП.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального бюд-
жета на  выполнение государственного зада-
ния № 0221-2014-0011, а также при поддержке 
РФФИ (№ 13–04–98826).
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CTLA-4+ AND CD39+ TREG-CELLS IN PATIENTS 

WITH ACUTE PANCREATITIS

Zhulai G. A.1, Oleinik E. K.1, Оleinik V. M.1, Kravchenko P. N.1, 

Churov A. V.1, Оstrovskii K. A.2

1IB KarRC RAS; 2Department of clinical hospital at the station Petrozavodsk,
Petrozavodsk, Russia

Th e frequency of peripheral CD4+CD25+FOXP3+, CD4+CD25hiCTLA-4+ and CD4+CD25hiCD39+ Treg 
cells was investigated in patients with acute pancreatitis (AP, n=16) and healthy donors (control, n=20). We 
shown that in patients with AP amount of these cells increased in comparison with the control. Changes 
in CTLA-4 and CD39 expression in patients were found for phenotype CD4+CD25+CD127lo.
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Актуальность. Железосвязывающие белки 
организма (ферритин  – Фр, лактоферрин  – 
Лф, трансферрин – Тф) отражают запасы же-
леза в организме и выполняют важные защит-
ные функции. Лф, связывая необходимые для 
жизнедеятельности бактерий ионы железа, 
активирует кислородзависимый метаболизм 
нейтрофилов  – важный фактор антибакте-
риального иммунитета. Тф, транспортный 
белок, регулирует транспорт и  метаболизм 
белков, способствуя развитию воспаления. 
Дисбаланс в системе железосвязывающих бел-
ков и метаболизма железа отрицательно вли-
яет на  состоянии организма, функций ряда 
органов и  тканей. Данные литературы сви-
детельствуют о  том, что интенсивные трени-
ровки у спортсменов высокой квалификации 
приводят к  снижению уровня железа в  ор-
ганизме  [2, 4], повышая риск возникновения 
железодефицитной анемии и  инфекционных 
осложнений [3]. В связи с этим вопрос о кон-
троле за уровнем железа и состоянии иммун-
ной системы, по  данным определения желе-
зосвязывающих белков, в различные периоды 
подготовки профессиональных спортсменов 
приобретает важное научно-практическое 
значение. Некоторыми авторами продемон-
стрированы сезонные изменения в иммунной 
системе у студентов в зависимости от уровня 
их физической тренированности [1], однако 

применительно к  железосвязывающим бел-
кам у студентов-спортсменов подобные рабо-
ты не проводились.

Цель работы. Изучение уровней сыворо-
точных Фр, Лф и  Тф, показателей кислород-
зависимого метаболизма нейтрофилов (Нф) 
и  их взаимосвязей у  студентов-спортсменов 
в  зависимости от  уровня физических нагру-
зок, пола, сезонов года.

Используемые методы. Обследовано 22 
сту дента-спортсменов, занимающихся борь-
бой самбо в  группе новичков, 23 студента, 
тренирующихся по  программе мастеров, 
у  18 студенток, тренирующихся в  секции 
баскетбола и  у  18 студенток, занимающих-
ся фитнесс-аэробикой в  группе новичков. 
Группа студентов, не  занимающихся спор-
том систематически, состояла из  33 лиц 
мужского пола и  33 женского; группа срав-
нения была представлена 22 женщинами 
и  22 мужчинами, не  являющимися студен-
тами и  спортсменами. Содержание Фр, Лф 
и Тф в сыворотке крови обследованных лиц 
определяли методом иммуноферментного 
анализа, кислородзависимый метаболизм 
нейтрофилов  – методом спонтанной и  ин-
дуцированной хемилюминесценции (сХЛ, 
иХЛ). Результаты исследований обработаны 
с помощью программы STATISTICA (StatSoft, 
Inc.) релиз 10.0.

ЖЕЛЕЗОСВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ, ИХ СЕЗОННЫЕ 

ИЗМЕНЕНИЯ И СВЯЗИ С МЕТАБОЛИЗМОМ НЕЙТРОФИЛОВ 

У СТУДЕНТОВ-СПОРТСМЕНОВ

 Зайцева И. П.1,  Романов В. А.2

1ГБОУ ВПО «Ярославский государственный университет им П. Г. Демидова»; 
2ГБОУ ВПО Ярославский государственный медицинский университет 

Минздрава России, Ярославль, Россия

Установлено более высокое содержание железосвязывающих белков (лактоферрина, 
ферритина) у мужчин-студентов, чем у женщин, трансферрина – более низкие. Высокие 
физические нагрузки у студентов-спортсменов (атлеты, баскетболистки) снижали уровни 
Лф и Фр на фоне увеличения Тф и продукции активных форм кислорода нейтрофилами. 
Наименьшие показатели Лф и Фр выявлены весной, наибольшие – летом или осенью с по-
следующим снижением зимой. Установлена корреляционная связь между между содержа-
нием железосвязывающих белков и продукцией активных форм кислорода.

Ключевые слова: железосвязывающие белки, сезоны, нейтрофилы, студенты-
спортсмены.
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Основные результаты. Установлено, что 
у  мужчин-студентов и  неучащихся мужчин, 
не  занимающихся спортом, содержание Фр 
(158±27, 232±31нг/мл) и  Лф (661±68б, 744± 
41  нг/мл) было достоверно выше, чем в  ана-
логичных группах у  женщин (Фр  – 112±13, 
124±13 нг/мл), (Лф  – 531±31, 631±58 нг/мл), 
тогда как уровни Тф в  тех  же группах (2,16; 
2,08 г/л) были выше у женщин (2,34, 2,55 г/л).

Аналогичные изменения в содержании же-
лезосвязывающих белков (более низкие пока-
затели Фр, Лф, более высокие – Тф у женщин, 
чем у  мужчин) в  зависимости от  пола были 
констатированы и в группах студентов, зани-
мающихся спортом.  

Так, высокие физические нагрузки у  сту-
дентов самбистов мастеров спорта сопрово-
ждались достоверным уменьшением уровней 
Лф (445±68нг/мл) и Фр (144±27 нг/мл) на фоне 
достоверного повышения Тф до  2,14 г/л 
по сравнению с данными в группах самбистов-
новичков и  лиц мужского пола контрольных 
групп. У  женщин-баскетболисток отмеча-
лись более низкие концентрации Лф (453± 
27 нг/ мл), Фр (84±32 нг/мл) и более высокие – 
Тф (до 2,36±0,09 г/л) по сравнению с аналогич-
ными показателями студенток, занимающих-
ся фитнесс-аэробикой  – Лф (590±86 нг/ мл), 
Фр (114±31 нг/мл) и  более высокие  – Тф 
(до  2,56±0,14 г/л), а  также представительниц 
контрольных групп.

Детальный анализ результатов исследова-
ния в  зависимости от  времени года показал, 
что достоверно наименьшие показатели Лф 
и Фр во всех группах были обнаружены вес-
ной, наибольшие  – летом или осенью с  по-
следующим снижением зимой, независимо 
от уровня физических нагрузок.

Кислородзависимый метаболизм нейтрофи-
лов (1,09±0,12 имп/мин) у студентов в сравне-
нии с аналогичными показателями неучащей-
ся молодежи был значительно снижен (2,0± 
0,19 имп/мин p<0,05). Более высокие показате-
ли сХЛ и более низкие – иХЛ были у женщин, 
чем у  мужчин (p<0,05). У  нетренированных 
студентов показатели окислительного стрес-
са нейтрофилов были ниже, чем у студентов-
спортсменов высокой квалификации во  всех 
группах независимо от  пола (Р<0,001). У  ис-
следованных лиц всех групп показатели сХЛ 
и  иХЛ были наиболее высокими осенью, до-
стоверно уменьшаясь зимой и, особенно вес-
ной, с последующим увеличением летом, при 

этом у студентов во все сезоны они были зна-
чительно ниже, чем в контрольной группе не-
учащихся лиц (Р<0,001). Установлены прямые 
корреляционные связи между спонтанной 
продукцией активных форм кислорода в тесте 
сХЛ и Фр (r=0,34, p<0,05).

Выполненные исследования свидетельству-
ют о зависимости содержания железосвязыва-
ющих белков и кислородзависимых функций 
Нф от  пола и  уровня физических нагрузок 
у  студентов-спортсменов. Низкие уровни Фр 
и  Лф на  фоне увеличения Тф, констатиро-
ванное у женщин, свидетельствует о возмож-
ности развития железодефицитных анемий 
и возможных отклонений в иммунном стату-
се, затрагивающих систему антибактериаль-
ного иммунитета, особенно в  фагоцитарном 
звене. Это подтверждается данными корреля-
ционного анализа о  взаимосвязи ферритина 
с продукцией активных форм кислорода ней-
трофилами. Такие риски возникают также при 
высоких спортивных нагрузках, в  частности, 
у студентов мастеров спорта по самбо, а также 
у спортсменок-баскетболисток.

Следует также учесть высокие стрессовые 
нагрузки у  студентов в  процессе обучения 
в вузе, в ряде случаев неупорядоченность пи-
тания у  студентов, что создает предпосылки 
к возникновению дефицита железа в организ-
ме и как следствие этого риск развития желе-
зодефицитной анемии и  несостоятельности 
иммунитета. Факт нехватки железа и измене-
ний в иммунной системе при интенсивных фи-
зических нагрузках у  студентов-спортсменов 
определяет актуальность мониторинга со-
держания железа, в  том числе по  уровням 
железосвязывающих белков. Сезонность со-
держания этих протеинов (наименьшие по-
казатели весной) диктует необходимость кор-
рекции дефицита железа, особенно у женщин 
и студентов-спортсменов с высокой спортив-
ной квалификацией.
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Fe-BINDING PROTEINS, THEIR SEASONAL CHANGES AND THE 

METABOLISM OF NEUTROPHILS AMONG STUDENT-ATHLETES

Zaitseva I. P.1, Romanov V. A.2

1State University; 2State Medical University, Yaroslavl, Russia

Has a higher content of Fe-binding proteins (lactoferrin and ferritin,) for men than for women, stu-
dents, transferrin-lower. High physical exertion (athletes, basketball players) reduced the levels of Lf and 
Rf on the background of increasing Tf and reactive oxygen species production by neutrophils. Lowest Lf 
and Rf are revealed in spring, summer or fall-the most followed by the declining winter. Detected a cor-
relation between the content of Fe-binding proteins and the production of reactive oxygen species.

Key words: Fe-binding proteins, seasons, neutrophils, the students-athletes.

Актуальность проблемы вакцинопрофи-
лактики управляемых инфекций у  детей обу-
словлена тем, что около 64% летальных исходов 
у детей обусловлено инфекционными заболева-
ниями. При этом на долю столбняка, кори, ко-
клюша приходится 13, 5 и 7% соответственно. 
Основной причиной младенческой смертности 
являются инфекции. По  данным ВОЗ первич-
ные инфекции в структуре младенческой смерт-
ности составляют 36%. В  Российской Федера-
ции более 600 тысяч детей-инвалидов (12,3% 
от общего числа) и у каждого третьего ребенка 
инвалидность формируется в результате тяже-
лого течения инфекционного заболевания.

Длительный опыт вакцинопрофилактики 
кори и  эпидемического паротита свидетель-
ствует, что стойкое снижение заболеваемости 
обеими инфекциями обусловлено постоянным 

увеличением охвата прививками детей декрети-
рованого возраста. Многочисленные исследова-
ния, посвященные вакцинопрофилактике, на-
правлены на то, чтобы сделать её максимально 
безопасной и, в то же время, эффективной [3]. 
Если безопасность вакцинации определяется 
отсутствием поствакцинальных осложнений, 
то иммуногенность – с процентом защищённых 
и интенсивностью антителообразования.

Цель исследования – определить напряжен-
ность поствакцинального иммунитета (отве-
чаемость, защищенность) у детей через год по-
сле вакцинации и ревакцинации против кори 
и эпидемического паротита.

Материалы и методы. На базе МБУЗ ДГКП 
№ 8 г. Челябинска были обследованы 86 детей 
в возрасте от 2 до 5 лет, посещающие детские 
дошкольные образовательные учреждения 

НАПРЯЖЕННОСТЬ И ДЛИТЕЛЬНОСТЬ 

КОРЕВОГО И ПАРОТИТНОГО ПОСТПРИВИВОЧНОГО 

ИММУНИТЕТА У ДЕТЕЙ

 Злакоманова О. Н.1,  Москвичева М. Г.1,  Попов Е. А.1, 
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Исследованы напряженность поствакцинального иммунитета (отвечаемость, защи-
щенность) на коревую и паротитную вакцины через год после вакцинации и ревакцина-
ции против кори и  эпидемического паротита. Зарегистрированы высокие проценты се-
ронегативных по  кори и  паротиту детей и  низкие показатели защищенности, как после 
вакцинации, так и после ревакцинации против данных инфекций. Выявленные изменения 
показателей клеточного и гуморального иммунитета являются условием, препятствующим 
формированию иммунологической памяти, пролонгирующей интенсивность поствакци-
нального антителообразования.

Ключевые слова: корь, паротит, вакцинация, дети.
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и 62 пациента в возрасте от 6 до 8 лет, посе-
щающие школу. Информированное согласие 
родителей на проведение иммунологического 
исследования у детей получено.

Вакцинальный статус: все 100% детей вак-
цинированы в соответствии с Национальным 
календарем. Охват прививками анализирова-
ли на  основании истории развития ребенка 
или амбулаторной карты. Оценивая качество 
иммунопрофилактики были проведены серо-
логические исследования, включающие опре-
деление в сыворотке крови АТ к кори, паротиту 
через год после вакцинации и ревакцинации. 
Интерпретация результатов осуществлялась 
в  соответствии с  Методическими указаниями 
МУ 3.1.1760-03 «Организация и  проведение 
серологического мониторинга состояния кол-
лективного иммунитета против управляемых 
инфекций (дифтерия, столбняк, корь, краснуха, 
эпидемический паротит, полиомиелит)».

Рассчитывался показатель защищенности 
(З) – это процентное соотношение числа детей, 
в сыворотке которых антитела обнаруживаются 
в защитных титрах и выше (А) / к числу детей, 
идеально (или почти идеально) привитых про-
тив данной инфекции (В): З = (А/В) × 100. Для 
выяснения вероятных причин слабого иммун-
ного ответа были проведены исследования им-
мунного статуса у  детей, не  отреагировавших 
на  вакцинацию (серонегативная прослойка). 
В качестве контрольной группы служили дети, 
адекватно ответивших на введение вакцин.

Исследование клеточного иммунитета вклю-
чало: Т-лимфоциты (CD3+, CD4+, CD8+ -клет-
ки), активированные Т-лимфоциты (CD3+ 

CD25+, CD3+HLA-DR+-клетки) Т-киллеры (CD3+ 

CD16+CD56+ клетки), В-лимфоциты (CD3-

CD19+), естественные киллеры (CD3-CD16+ 

C56+). Субпопуляции лимфоцитов определяли 
методом проточной цитофлюориметрии с  ис-
пользованием моноклональных антител фирмы 
(Beckman Coulter, USA), иммуноглобулинов (A, 
M, G), фагоцитарной активности нейтрофилов 
(активность, интенсивность фагоцитоза ней-
трофилов, фагоцитарный индекс), активность 
кислородозависимых метаболических процес-
сов нейтрофилов (НСТ-тест). Полученные дан-
ные обработаны с помощью пакета прикладных 
программ SPSS Statistics v.19.

Результаты исследований. Предыдущими 
нашими исследованиями показано, что, не-
смотря на  высокий уровень охвата иммуни-
зацией детей декретированных возрастов 

(88,5%), не у всех присутствует напряженный 
поствакцинальный иммунитет [1].

Работами Россошанской [2] при тестиро-
вании сывороток у  детей раннего возраста, 
установлено, что только 44% детей первого 
года жизни оказались защищенными от кори 
и 52% от эпидемического паротита.

При определении уровня напряженности 
противокоревого иммунитета у  детей через 
год после вакцинации было выделено три 
группы. В  группу с  высокими титрами про-
тивокоревых АТ вошли 24 ребенка, что соста-
вило 27,9%. Средняя концентрация защитных 
антител  – 3,05 ± 0,15 МЕ/мл, что может обе-
спечить данным пациентам долговременную 
противовирусную защиту. Вторую группу 
составили 38 детей (44,2%) со  средними по-
казателями противокоревых антител 1,365 ± 
0,05 МЕ/мл, которым был рекомендован по-
вторный серологический контроль. В  третью 
группу вошли 24 (27,9%) серонегативных па-
циента, не ответивших на введение противо-
коревой вакцины, у которых регистрировался 
уровень АТ  – 0,47 ± 0,05 МЕ/мл. Показатель 
защищенности по кори составил 72,1%.

Оценивая отвечаемость и  защищенность 
вакцинированных против эпидемического па-
ротита детей, также было выделено три груп-
пы. Высокие титры противопаротитных АТ 
определялись у 28 детей (32,56%), со средним 
уровнем 145,73 ± 7,56 RU/мл. Вторая группа – 
42 ребенка (48,84%) с показателями противо-
папротитных Ig G 62,07 ± 2,99 RU/мл. 16 детей 
(18,6%) не  ответили на  введение паротитной 
вакцины, концентрация Ig G к  вирусу эпи-
демического паротита у  них не  превышала 
12,96 ± 7,56 RU/мл. Показатель защищенности 
по паротитной инфекции – 81,4%.

Мы сочли целесообразным проанализи-
ровать результаты специфического анти-
телообразования к  другим инфекциям ([1]) 
у серонегативных по кори и эпидемическому 
паротиту детей. Анализ показал, что через 
год после вакцинации уровни антител к диф-
терийному и  столбнячному анатоксину были 
сопоставимы с таковыми у детей, эффективно 
ответивших на коревую вакцину. Концентра-
ции IgG к коклюшному анатоксину и к виру-
су эпидемического паротита были достовер-
но ниже, чем аналогичные показатели у детей 
группы сравнения. У серонегативных по паро-
титу детей регистрировались достоверно бо-
лее низкие титры АТ к коревому вирусу, столб-
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нячному и  дифтерийному анатоксинам, чем 
такие  же параметры пациентов контрольной 
группы. Уровни АТ к коклюшному анатоксину 
были соизмеримы с таковыми у детей, эффек-
тивно ответивших на паротную вакцину.

Спустя год после ревакцинации кори и паро-
тита количество серонегативных по кори детей 
составило 17,74%, показатель защищенности – 
82,3%. Однако, несмотря на  более высокую 
защищенность по  кори после ревакцинации 
и меньшее количество серонегативных по кори 
пациентов, регистрировалось снижение интен-
сивности специфического антителообразова-
ния. Титры IgG к дифтерии, столбняку, коклюшу 
и паротиту достоверно ниже, чем у детей, эф-
фективно ответивших на  ревакцинацию кори. 
Кроме того, количество детей, у  которых вы-
рабатывались высокие титры IgG к кори и эпи-
демическому паротиту уменьшилось с  27,9% 
до 9,7% и с 32,6% до 24,2% соответственно.

Результаты исследований клеточного и гумо-
рального звеньев иммунитета свидетельствуют 
о том, что у не отреагировавших на стандарт-
ную схему введения коревой и  паротитной 
вакцины наблюдалась иммуносупрессорная 
направленность иммунных сдвигов. Снижено 
по  сравнению с  контролем содержание CD4+ 
клеток (Т-хелпперы), активированных лимфо-
цитов CD25+ и  Т-лимфоцитов, экспрессирую-
щих HLA-DR (поздняя активация). Выявлен 
дефицит CD16+ (NK)-клеток, стимулирующих 
Th 1-противовирусный иммунный ответ и  ак-
тивацию практически всех клеток врожденного 
и  адаптивного иммунитета. Можно предполо-
жить, что у данных детей произошла не только 
утрата противокоревых и противопаротитных 
АТ, но и клеток памяти. В связи с этим, выра-
ботка иммунитета при вакцинации происходит 
по  первичному пути через образование IgM, 

концентрация которых достоверно повышена, 
а образование антител класса IgG запаздывает 
или, у  некоторых детей, блокировано (досто-
верное снижение по сравнению с контролем).

Таким образом, снижение числа основных 
субпопуляций лимфоцитов, ответственных 
за  развитие противовирусного иммунитета 
(CD4+, CD16+, CD25+), являются условием пре-
пятствующим формированию иммунологиче-
ской памяти, пролонгирующей интенсивность 
поствакцинального антителообразования.

В заключение хотелось  бы сказать, что 
в медицинской практике пока нет условий для 
определения уровня антител у всех вакцини-
рованных детей, хотя серологический мони-
торинг широко применяется для оценки кол-
лективного иммунитета.

В идеале важно знать потенциальную способ-
ность каждого ребенка формировать иммунитет 
против возбудителей конкретных инфекций еще 
до проведения вакцинации. В этой связи умест-
ным будет привести высказывание основопо-
ложника вакцинологии  – Эдварда Дженнера, 
о том, что «… Знакомство лишь в общих чертах 
с манипуляцией вакцинации далеко недостаточ-
но, чтобы сделать врача способным выполнить 
прививание; врач должен обладать точным зна-
нием его, и я настаиваю на этом».
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INTENSITY AND DURATION OF POST-VACCINATION IMMUNITY 

AGAINST MEASLES AND MUMPS OF CHILDREN
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Investigate intensity of post-vaccination immunity (responsiveness, protection) for measles and mumps 
vaccine one year aft er vaccination and revaccination against measles and mumps. Registered high share 
seronegative for measles and mumps children and low index of protection, as aft er vaccination and aft er 
revaccination against these infections. Revealed changes in cellular and humoral immunity are conditions 
preventing the formation of immunological memory, prolong the intensity of post-vaccination antibody.
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Введение. Получение новых химических 
пептидных соединений, обладающих антими-
кробной активностью, является одной из при-
оритетных задач современной микробиологии 
и иммунологии. При этом очень важно знать, 
обладают  ли эти препараты дополнительны-
ми свойствами, и спектр их активности. Ранее 
нами было показано, что пептиды ГМ-КСФ 
обладают иммуностимулирующей активно-
стью [1, 2, 3, 4]. Именно дальнейшему изуче-
нию данных и выявлению новых свойств по-
священо настоящее исследование.

Целью исследования явилось изучение ан-
тибактериальных, иммунотропных и репараци-
онных свойств синтетических пептидов актив-
ного центра ГМ-КСФ и  супернатантов CD34+ 

CD45– клеток-предшественников гемопоэза.
Было продолжено исследование различных 

эффектов синтетических пептидов на  различ-
ных моделях. Антибактериальную активность 
синтетических пептидов, фракций суперна-

тантов клеток периферической крови, различ-
ных дефенсинов (лизоцим, интерцид, Zp1, Zp2, 
LL37, HNP, супернатанты клеток CD34+45–) 
изучали на модели бактерицидной активности, 
которую оценивали по  общепринятой мето-
дике «Определение чувствительности микро-
бов к антибиотикам методом диффузии в агар 
с применением бумажных дисков», кроме того, 
изучали влияние пептидов и  их комбинаций 
с  веществами на  биопленкообразование Гр+ 
и  Гр– бактерий, а  иммунотропную активность 
изучали на модели РБТЛ in vitro, репарацион-
ную – на модели кожной раны в эксперименте.

Исследования показали, что полученные 
синтетические пептиды ZP1 (химическая фор-
мула -LYS GLY PRO LEY THR NLE NLE ALA 
SER HIS TYR LYS GLN HIS CYS PRO) и  ZP2 
(химическая формула -THR NLE NLE ALA 
SER HIS TYR LYS GLN HIS CYS PRO), помимо 
основного эффекта (стимуляция костномоз-
гового кроветворения), обладают рядом вы-
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Изучали антибактериальное, иммунотропное и репарационное действие синтетических 
пептидов активного центра ГМ-КСФ и комбинаций препарата с различными биологически 
активными веществами. Было выявлено, что пептиды ГМ-КСФ интерцид, лизоцим и супер-
натанты клеток CD34+ обладают выраженной антибактериальной активностью, при этом 
комбинация данных веществ обладает более выраженной активностью по сравнению с от-
дельными веществами, при этом эти вещества влияют как на рост, размножение бактерий, 
так и на их биопленкообразование. Одновременно синтетические пептиды и их комбинации 
с биологически активными веществами обладают иммуностимулирующей и репарационной 
активностью. Обсуждаются возможные механизмы выявленных эффектов синтетических 
пептидов и их комбинаций с другими биологически активными веществами.

Ключевые слова: пептиды ГМ-КСФ, клетки CD34+45–, антибактериальная, иммуно-
тропная и репарационная активность.
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раженных дополнительных свойств, а именно: 
антибактериальной активностью в отношении 
Грамотрицательных и  Грамположительных 
бактерий, сравнимых с  известными стандарт-
ными дефенсинами и  другими веществами, 
обладающими подобными свойствами. Важно 
отметить, что при комбинировании пептида 
из  активного центра ГМ-КСФ с  веществами, 
полученными из супернатантов CD34+45– кле-
ток – предшественников гемопоэза их антибак-
териальная активность значительно (более чем 
в 100 раз) возрастает, так же возрастает их ак-
тивность при комбинации с интерцидом и ли-
зоцимом. При этом пептид и комбинации пеп-
тида с другими веществами влияют не только 
на рост и размножение бактерий, но и на био-
пленкообразование микроорганизмов. Эти же 
пептиды и  их комбинации в  таких  же дозах 
обладали выраженным репарационным дей-
ствием и стимулировали лимфоциты в РБТЛ in 
vitro и изменяли дифференцировку фетальных 
клеток. Одновременно пептиды ГМ-КСФ и их 
комбинации с  интерцидом, лизоцимом и  су-
пернатантами СD34+ клетками обладают выра-
женным репарационным действием.

Полученные данные свидетельствуют 
не  только о  новых свойствах синтетических 
пептидов ГМ-КСФ, но  и  расширяют наши 
представления о возможных механизмах дей-
ствия данных синтетических соединений.

На основе синтетического пептида актив-
ного центра ГМ-КСФ созданы косметические 

средства Ацеграм  – гель и  Ацеграм  – спрей, 
применение которых в  клинической практике 
выявило выраженное репарационное действие 
данных препаратов при заживлении постопе-
рационного повреждения шейки матки (после 
электроэксцизионной процедуры иссечения 
очагов повреждения при ЦИН-1 и  ЦИН-2). 
При этом резко (до 7–10 раз) снижались сроки 
заживления ран и  быстрее восстанавливался 
микробиоценоз влагалища у  женщин. Приме-
нение препарата Ацеграм для восстановления 
косметического дефекта при диабетических 
язвах, пролежнях, раневых процессах, для за-
живления после операционных швов также 
выявило его высокую эффективность. Все это 
расширяет спектр применения препаратов 
на основе синтетического пептидного активно-
го центра ГМ-КСФ для клинической практики.

Исследования поддержаны грантом РФФИ 
11–04–97102-р_поволжье_а, государственным 
контрактом № 02.512.11.2324, грантом УрО 
РАН 12-У-4–1030.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Жемчугов В. Е., Зурочка А. В., Румянцев А. Г. Па-
тент № 2136308 от 10.09.1999.

2.  Зурочка А. В., Суховей Ю. Г., Зурочка В. А. и  др. 
Патент. № 2465001 от 27.10. 2012.

3. Зурочка А. В., Зурочка В. А., Костоломова Е. Г. 
и др. // Цитокины и воспаление. – С. – Петербург, 
2012, Т. 11. –№ 2-С.96-99

4. Зурочка В. А., Зурочка А. В., Костоломова Е. Г. 
и др. // Цитокины и воспаление. – С. – Петербург, 
2012, Т. 11. –№ 4-С.21-25

ASSESSMENT OF INFLUENCE OF VARIOUS COMBINATIONS 

OF SYNTHETIC PEPTIDES OF THE GM-KSF ACTIVE CENTER AND 

BIOLOGICALLY ACTIVE AGENTS (DEFENSINS, LYSOZYME, 

INTERCEED, SUPERNATANTS OF CD34+ CELLS) ON ANTIBACTERIAL, 
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Th e antibacterial, immunotropic and reparation eff ect of synthetic peptides of the GM-KSF active center 
and combinations of a preparation with various biologically active agents was studied. It was revealed that 
GM-KSF peptides interceed, lysozyme and supernatant of CD34+ cells possess the expressed antibacte-
rial activity, thus the combination of these substances demonstrates more expressed activity in comparison 
with single substances, therefore these substances infl uence both on growth, reproduction of bacteria, and 
their biofi lm formation. At the same time synthetic peptides and their combinations with biologically active 
agents possess the immunostimulating and reparation activity. Possible mechanisms of the revealed eff ects of 
synthetic peptides and their combinations with other biologically active agents are discussed.

Keywords: GM-KSF peptides, CD34+45– cells, antibacterial, immunotropic and reparation 
activity.
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Ведущую роль в  патогенезе бронхиальной 
астмы (БА) играет прогрессирующее иммун-
ное воспаление, характерной чертой которого 
является инфильтрация слизистой оболочки 
бронхиального дерева активированными эози-
нофилами, нейтрофилами, лимфоцитами, туч-
ными клетками, ремодуляция ретикулярного 
слоя базальной мембраны альвеол, что в сово-
купности приводит к развитию гиперчувстви-
тельности и гиперреактивности бронхов [2, 5].

Индукция воспаления при БА сопровожда-
ется секрецией многочисленных медиаторов 
аллергической реакции, одним из которых яв-
ляется оксид азота (NO), усиливающий брон-
хиальный кровоток, эозинофильную инфиль-
трацию, повреждение дыхательного эпителия 
и ингибирующий пролиферацию Th 1-клеток, 
сдвигая профиль T-клеточных цитокинов 
в сторону Th 2 типа [4].

В ходе развития воспалительного процесса 
происходит избыточное накопление NO, при-
водящее к увеличению продуктов метаболиз-
ма NO – сильнейших оксидантов – пероксини-
тритного аниона (ОNOO–), пероксинитритной 
кислоты (О NOOH), следствием чего является 
образование гидроксильного радикала (ОН–). 
Накопление токсичных свободных радикалов 
ведет к  реакции окисления липидов клеточ-
ных мембран, расширению и  прогрессиро-
вании имеющегося воспаления дыхательных 
путей за  счет увеличения сосудистой прони-
цаемости, появления воспалительного отека. 

Кроме того, высокие концентрации NO в эпи-
телиальных или воспалительных клетках, об-
разующиеся под воздействием цитокинов или 
эндотоксинов, могут подавлять активность 
конститутивной NO-синтазы и  угнетать ак-
тивность растворимой гуанилатциклазы, что 
приводит к  уменьшению продукции цикли-
ческого гуанозинмонофосфата, увеличению 
содержания внутриклеточного Ca2+ и в конеч-
ном счете к спазму дыхательных путей [3].

В настоящее время, в  связи с  активным 
изучением роли катионных антимикробных 
пептидов (АМП), изменилось традиционное 
представление об  эффекторных механизмах 
врожденного иммунитета. Человеческие де-
фензины представляют собой семейство ам-
фифильных, катионных, богатых цистеино-
выми остатками пептидов, молекула которых 
состоит всего из 29-47 аминокислотных остат-
ков. Они защищают поверхности слизистых 
оболочек и  кожных покровов от  патогенных 
микроорганизмов и  участвуют в  регуляции 
жизнедеятельности эубиотической флоры 
и  иммунной системы человека, тем самым 
предупреждая развитие инфекционных, вос-
палительных и  аллергических заболеваний. 
В  настоящее время выделяют три семейства 
пептидов-антибиотиков: дефензины, катели-
цидины и гистатины. Согласно данным совре-
менной литературы АМП являются ведущими 
компонентами неспецифической защиты ре-
спираторного тракта. Дефензины играют важ-

ФАКТОРЫ ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА 

КАК МАРКЕРЫ ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ПРОЦЕССА 

ПРИ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЕ

 Иванова И. А.,  Юдина С. М.,  Русанова Т. С.,  Сальникова И. Ю., 

 Архипова А. В.,  Тарабрина О. В.

Курский государственный медицинский университет, Курск, Россия

В работе показана роль факторов врожденного иммунитета в  развитии иммунного 
воспаления при бронхиальной астме. Результаты исследования выявили нарушения про-
дукции оксида азота, антимикробных пептидов у больных бронхиальной астмой. Это по-
зволяет использовать оксид азота и дефензины, продуцируемые нейтрофилами, в качестве 
диагностических и  прогностических маркеров течения воспалительного процесса при 
бронхолегочных заболеваний.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, бронхиальная астма.
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ную роль в саногенезе респираторного тракта 
при бронхиальной астмы, острых респира-
торных вирусных, бактериальных инфекций. 
Дефензины по  праву считают эндогенными 
антибиотиками. Кроме этого установлено, что 
АМП способны служить хемоаттрактантами 
для многих типов иммунокомпетентных кле-
ток (Т-лимфоцитов, дендритных клеток, ней-
трофилов, макрофагов, моноцитов) [1].

Изменение уровня АМП отмечается при раз-
личных заболеваниях. Так, отмечено повыше-
ние пептидов – антибиотиков при воспалитель-
ных заболеваниях (синуситы, пиелонефриты, 
эмпиемы, неонатальные пневмонии, гастриты), 
травмах (в т. ч. дистресс-синдром), идиопатиче-
ских заболеваниях (псориаз, плоский лишай).

В связи с  этим целью работы явилось из-
учение состояния факторов врожденного им-
мунитета у больных бронхиальной астмой.

Под нашим наблюдением находилось 52 па-
циента со  смешанной формой бронхиальной 
астмы. Средний возраст больных составил 
35,4± 3,3 года, среди них женщины – 48%, муж-
чины – 52%; жители села – 64,8%, города – 35,2%. 
Все больные получали базисную терапию инга-
ляционными глюкокортикостероидами соот-
ветственно ступени заболевания и β2-агонисты 
короткого действия по требованию.

Оценку состояния врожденного иммуни-
тета проводили по  исследованю содержание 
оксида азота спектрофотометрическим ме-
тодом по  суммарной концентрации нитра-
тов и  нитритов с  помощью реактива Грисса, 
α-дефензинов (HNP1–3) методом ИФА в  сы-
воротке периферической крови больных брон-
хиальной астмой.

Результаты исследования выявили увели-
чение уровня оксида азота в периферической 
крови больных бронхиальной астмой в 1,8  раза 
по сравнению со здоровыми донорами.

Как известно, человеческие дефензины 
нейтрофилов (α-дефензины), обладают ми-
кробоцидной, хемотаксической, иммуномо-
дулирующей и цитотоксической активностью. 
Исследование уровня дефензинов нейтрофи-
лов (HNP1–3) в периферической крови боль-
ных бронхиальной астмой показало значитель-
ное повышение их концентрации (в  15  раз) 
по сравнению со здоровыми донорами.

Таким образом, полученные результаты 
свидетельствуют о  существенных нарушени-
ях факторов врожденного иммунитета (про-
дукции оксида азота, антимикробных пеп-
тидов) у  больных бронхиальной астмой. Что 
позволяет сделать вывод о  том, что оксид 
азота и  дефензины нейтрофилов являются 
одними из маркеров воспаления, в том числе 
в  дыхательных путях, а  уровень их коррели-
рует со степенью воспалительных изменений 
в  слизистой бронхиального дерева, что дает 
возможность использовать эти маркеры в ка-
честве диагностических и  прогностических 
маркеров течения воспалительного процесса 
при бронхолегочных заболеваний.
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FACTORS OF INNATE IMMUNITY AS MARKERS 
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In research the role of factors of innate immunity in development of an immune infl ammation at bron-
chial asthma is studied. Results of investigations revealed the disorders of production of nitrogen oxide, anti-
microbial peptides at patients with bronchial asthma. It allows using nitrogen oxide and defensins produced 
by neutrophils as diagnostic and predictive markers of infl ammation in bronchopulmonary diseases.
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Одной из наиболее сложнорешаемых и дис-
кутабельных проблем в педиатрической прак-
тике является диагностика бронхиальной аст-
мы (БА) по  первым эпизодам бронхиальной 
обструкции (БО), особенно у детей грудного, 
раннего и дошкольного возрастов. Этот факт 
вызывает тревогу, так как особенностью син-
дрома БО является высокий процент реци-
дивирования, что способствует развитию БА 
и  инвалидизации детей в  более позднем пе-
риоде [1,3]. В педиатрии проведены широкие 
исследования у детей с БОС и БА. Между тем, 
неясными на сегодняшний день являются за-
кономерности трансформации заболеваний, 
протекающих с  БОС, в  БА. Своевременная 
диагностика БА у детей и контроль за её тече-
нием предотвращает развитие тяжелых форм 
заболевания. Значительное число отечествен-
ной и  зарубежной литературы посвящено 
БА, встречаются лишь единичные исследова-
ния, в  которых авторы проводят дифферен-
циальную диагностику между БА и  острым 
обструктивным бронхитом и  отсутствуют 
работы, посвященные комплексному сравни-
тельному анализу факторов, способствующих 
развитию заболеваний органов дыхания, со-

провождающихся БОС. Поэтому крайне важ-
ным представляется выявление данной пато-
логии на  самых ранних стадиях ее развития 
с использованием средств, доступных врачам 
первичного звена здравоохранения [2,4].

Цель исследования. Проанализировать по-
казатели иммунного статуса и  установить 
роль вегетативного гомеостаза в формирова-
нии обструктивного бронхита и  бронхиаль-
ной астмы у детей.

Материал и методы исследования. Под на-
шим наблюдением находились 20 детей с  БА 
и и 35 детей с обструктивным бронхитом до-
школьного возраста. Для изучения ВНС ис-
пользовали кардиоинтервалографический 
(КИГ) метод расчета исходного вегетативного 
тонуса (ИВТ) и  вегетативной реактивности 
(ВР). КИГ является неспецифическим мето-
дом оценки адаптационно – компенсаторных 
реакций.

Иммунологические исследования прово-
дились изучением количественного определе-
ния лимфоцитов с фенотипом CD3, CD4, CD8, 
СD16, CD20 с помощью моноклональных ан-
тител серии LT, фагоцитарную активность 
нейтрофилов, иммуноглобулины А, М и G.

ОСОБЕННОСТИ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ 

И ВЕГЕТАТИВНЫХ НАРУШЕНИЙ У ДЕТЕЙ 

С БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ

 Каримова Н. И.,  Шамсиев Ф. М.

Республиканский специализированный научно-практический центр педиатрии МЗ РУз, 
Ташкентский Педиатрический Медицинский Институт, Ташкент, Узбекистан

Нарушение вегетативной регуляции лежит в  основе ряда патологических состояний 
и хронических заболеваний. Динамика вегетативных показателей опережает клинико – лабо-
раторную картину, и поэтому регистрация этих изменений и их правильная интерпретация 
позволяют диагностировать заболевание в доклинической стадии, что важно для предупре-
ждения развития болезни и ее осложнений. Под нашим наблюдением находились 20 детей 
дошкольного возраста с бронхиальной астмой и 35 детей с острым бронхитом. Состояние 
ВНС у больных изучалось согласно общепринятой схемы изучения ВНС. Для изучения ве-
гетативного гемостаза проводилось кардиоинтервалографическое исследование. По резуль-
татам исследования стало ясно что в формировании ОБ и БА у детей дошкольного возраста 
существенную роль играют вегетативные дисфункции, которые характеризуются преобла-
данием гиперсимпатикотонической и асимпатикотонической вегетативной реактивностью. 
Полученные данные указывают на необходимость медикаментозной коррекции, с учетом ве-
гетативной реактивности под контролем кардиоинтервалографических исследований.

Ключевые слова: бронхиальная астма, острый бронхит, кардиоинтервалография, веге-
тативные нарушения, иммунология.
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Результаты исследования показали, что 
в период обострения у обследованных боль-
ных с  БА и  ОБ имеются признаки дисфунк-
ции со стороны ВНС. В периоде обострения 
имели признаки симпатических реакций ВНС. 
Сухость кожных покровов чаще выявлялись 
у детей с БА (88%), реже у больных с ОБ (80%). 
Явления локального гипергидроза в виде влаж-
ности ладоней и  стоп превалировали у  боль-
ных с ОБ – 88%, реже у детей с БА – 52%. Белый 
дермографизм у больных ОБ – 94%, красный 
стойкий дермографизм – 5,8% случаев, при БА 
в 7,8% случаев. Повышение температуры до фе-
брильных величин отмечалось у 78% детей с ОБ 
и 40% больных с БА. Жажда была повышенной 
у 60% больных с БА и 47% больных с ОБ, пони-
женной 52,9% с ОБ и 40% с БА.

Учитывались жалобы на  тошноту, рвоту, 
боли в  животе, которые чаще предъявляли 
больные с БА (40%), значительно реже больные 
с ОБ (37%). Ночной энурез выявлялся у боль-
ных с БА 34% случаев и ОБ в 23,5%. Аллерги-
ческие реакции чаще наблюдались у больных 
с БА 24%, реже у детей с ОБ – 10,7%. Наруше-
ния сна в  виде симпатических реакций чаще 
встречаются у детей с ОБ – 54%, реже у боль-
ных с БА- 34%.

У 88,8% детей с  БА наблюдался гиперсим-
патикотонический вегетативный тонус (ИВТ), 
симпатикотонический (СТ) ИВТ – не опреде-
лялся, эйтония – у 11,1%. Среди больных с БА 
преобладали дети с  гиперсимпатикотониче-
ским ИВТ. Преобладание гиперсимпатикото-
нии указывало на наличие у детей активации 
симпато-адреналовых компенсаторных меха-
низмов. Наличие у небольшой части больных 
эйтонии не свидетельствовало об отсутствии 
у  них реакции ВНС. При анализе клиниче-
ской симптоматики у  этих больных отмече-
но одновременное проявление активности 
и  симпатического и  парасимпатического от-
делов ВНС, что и вело к выявлению эйтонии 
на КИГ. У 94,4% детей с ОБ также наблюдался 
гиперсимпатикотонический вегетативный то-
нус, симпатикотонический ИВТ – у 1,9%, эйто-
ния – у 3,7%. Среди больных с ОБ преобладали 
дети с гиперсимпатикотоническим ИВТ. Кли-
нические наблюдения вегетативного ответа 
на  воспалительный процесс подтверждались 
результатами КИГ исследований.

У детей с БА заболевание сопровождалось 
дефицитом со стороны Т-системы иммунитета. 
В  период обострения наблюдалось достовер-

ное, снижение относительного и абсолютного 
количества Т-лимфоцитов (СD3) 45,0±1,3%; 
835,6±21,0 против 68,4±1,7%; 1610,0±36,0, 
которое зависело от  тяжести течения забо-
левания и  было обусловлено снижением со-
держания относительного и  абсолютного ко-
личества Т-хелперов (СD4) и Т-супрессоров 
(СD8), что составило 30,2±1,0%, 254,6±16,7; 
21,4±1,6%; 188,2±6,0 соответственно, против 
45,3±1,6%, 724,0±25,0; 23,5±0,8%, 376,0±8,5 
(Р<0,001) по сравнению с показателями детей 
с ОБ. Также было достоверно повышенным от-
носительное и абсолютное количества В-лим-
фоцитов (СD19), что составило 24,1±1,6%; 
448,5±16,1 по сравнению с показателями детей 
с ОБ (15,1±1,1; 351,0±14,0, Р<0,01).

Наблюдалось изменение гуморального зве-
на иммунитета, которое заключалось в пони-
жении уровня в  сыворотке крови IgA и  IgМ, 
что составило 112,8±6,4 мг,%; 92,8±7,2 мг,% со-
ответственно, по  сравнению с  показателями 
здоровых детей (161,0±6,0мг,%; 102,0±7,0мг,%, 
Р<0,01). Снижение концентрации IgA может 
быть обусловлено интенсивным потреблени-
ем их в  реакциях иммунной защиты. Также 
отмечалась снижение ЕК (СД16) до 4,8±0,8%. 
Супрессия ЕК у  детей объясняется, видимо, 
исходно сниженным их содержанием у  этих 
больных. При изучении фагоцитарной систе-
мы было выявлено количественное изменение, 
которое проявлялось достоверным снижени-
ем фагоцитарной активности нейтрофилов 
45,7±1,0 против 63,7±2,4 (Р<0,001).

Выводы. Таким образом, в формировании 
ОБ и БА у детей дошкольного возраста суще-
ственную роль играют вегетативные дисфунк-
ции, которые характеризуются преобладанием 
гиперсимпатикотонической и  асимпатикото-
нической вегетативной реактивности. Полу-
ченные данные указывают на  необходимость 
медикаментозной коррекции, с учетом вегета-
тивной реактивности под контролем кардио-
интервалографических исследований.
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IMMUNOLOGIC AND VEGETATIVE DISORDERS FEATURES 

IN CHILDREN WITH BRONCHIAL ASTHMA

Karimova N. I., Shamsiev F. M.

Republican Specialized Scientifi c and Practical Center of Pediatric Uzbekistan, Tashkent 
Pediatric Medical Institute, Tashkent, Uzbekistan

Autonomic imbalance underlies a number of pathological conditions and chronic diseases. Dynamics 
of vegetative indices ahead of clinical – laboratory picture, and therefore registration of these changes and 
their correct interpretation can diagnose the disease in preclinical stage, which is important for preventing 
the development of the disease and its complications. We observed 20 children with asthma and 35 children 
with acute bronchitis. State VNS patients studied according to the general scheme of the study of VNS. To 
study the vegetative hemostasis cardiointervalographic conducted the study. According to the study, it be-
came clear that the formation of the Republic of Belarus with the phenomena of BO and asthma in preschool 
children play an important role autonomic dysfunction, characterized by a predominance of gipersimpatiko-
tonicheskoy asimpatikotonicheskoy and autonomic reactivity. Th ese fi ndings indicate the need for medical 
correction, based on autonomic reactivity under control cardiointervalographic research.

Key words: bronchial asthma, acute bronchitis, cardiointervalography, autonomic disorders, 
immunology.

Актуальность и  цель работы. Аллергия I 
типа начинается в  детском возрасте и  может 
прогрессировать в  тяжелые формы: астму 
и  атопический дерматит. Ранняя аллерген-

специфическая терапия (АСИТ) предупрежда-
ет атопический марш. В настоящее время для 
АСИТ используют введение низких доз экс-
трактов аллергенов, что связано с опасностью 

ХАРАКТЕРИСТИКА ИММУННОГО ОТВЕТА НА 

ПРОТИВОАЛЛЕРГЕННУЮ КАПСУЛИРОВАННУЮ ВАКЦИНУ

 Каширина Е. И.1,  Савина А. А.2,  Щербинина Т. С.2

1ФГБУН Институт биоорганической химии им. академиков М. М. Шемякина 
и Ю. А. Овчинникова РАН; 2ФГБОУ ВПО Московская государственная академия 

ветеринарной медицины и биотехнологии имени К. И. Скрябина; 3ФГБУН Центр 
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Аллергия I типа начинается в  детском возрасте и  может прогрессировать в  тяжелые 
формы: астму и атопический дерматит. Ранняя аллерген-специфическая терапия (АСИТ) 
предупреждает атопический марш. В  настоящее время для АСИТ используют введение 
низких доз экстрактов аллергенов, что связано с опасностью побочных эффектов. Нами 
ранее разработана структура прототипов противоаллергенных вакцин на основе упаковки 
рекомбинантных аллергенов в  полимерные наночастицы, что закрывает участки связы-
вания аллергенов с IgE антителами и позволяет вводить значительно более высокие кон-
центрации аллергенов без риска побочных эффектов. В  данной работе проведен анализ 
гуморального и клеточного ответа на капсулированную вакцину, полученную упаковкой 
модельного белка лактоферрина в полимерные наночастицы на основе хитозана и альги-
ната. Показана эффективная индукция IgG ответа in vivo у мышей всеми конструкциями. 
Конструкции с  хитозаном и  альгинатом стимулировали продукцию общего IgE. Имму-
низация лактоферрином приводила к увеличению доли CD8+ пролиферирующих клеток, 
а капсулированный белок – к увеличению доли CD4+ Т-клеток. Конструкция лактоферрин-
хитозан-альгинат была токсична и вызывала снижение клеточности лимфоидных органов.

Ключевые слова: аллергия, противоаллергенные вакцины, хитозан, наночастицы, кле-
точный ответ, токсичность.
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побочных эффектов. Нами ранее разработана 
структура прототипов противоаллергенных 
вакцин на  основе упаковки рекомбинантных 
аллергенов в полимерные наночастицы, что за-
крывает участки связывания аллергенов с IgE 
антителами и позволяет вводить значительно 
более высокие концентрации аллергенов без 
риска побочных эффектов [1, 2]. Целью дан-
ной работы было изучение типа клеточного 
ответа при введении наночастиц и  обнару-
жение побочных эффектов вакцинации.

Материалы и методы. В работе использовали 
модельный белок лактоферрин (ЛФ), который 
упаковывали в  наночастицы хитозана (ХТ), 
а  затем дополнительно покрывали оболочкой 
из альгината (АЛГ) как описано ранее [1]. Мы-
шей CD1 иммунизировали трижды с интерва-
лом в 3-4 дня внутрибрюшинно 100  мкл сво-
бодного ЛФ, ЛФ, упакованного в  ХТ, или ЛФ, 
упакованного в  ХТ и  АЛГ. Концентрация ЛФ, 
ХТ и АЛГ составила 40, 50 и 100 мкг/мышь со-
ответственно. Сыворотки крови отбирали через 
3 недели для анализа гуморального ответа, мы-
шей забивали через 4 месяца и забирали кровь, 
селезенки и лимфоузлы из пейеровых бляшек. 
Фенотип клеток анализировали методом про-
точной цитометрии на  приборе FACScan (BD) 
с использованием антител к CD4 и CD8 марке-
рам (BD). Лимфоциты стимулировали in vitro 
ЛФ в  дозе 40 мкг/мл и  инкубировали 6 дней. 
Оценивали CD4+ и CD8+ Т-клетки среди бласт-
ных клеток. Анализ гуморального ответа про-
водили методом ИФА.

Результаты и обсуждение. Анализ ЛФ-спе-
цифических IgG и  IgE и  общего IgE показал 

формирование через 3 недели высокоаффин-
ных IgG антител во  всех группах. Титр анти-
тел был в 3 раза выше в группе свободного ЛФ 
и сравним в группах ЛФ-ХТ и ЛФ-ХТ-АЛГ. Им-
мунизация вызывала повышение общего IgE 
при отсутствии ЛФ-специфического IgE. Со-
ответственно, капсулирование ЛФ замедляло, 
но не мешало распознаванию антигена В-клет-
ками. Введение хитозана и альгината приводило 
к стимуляции врожденной системы иммуните-
та и продукции IgE. Анализ пролиферирующих 
Т-кле ток показал, что в группе ЛФ стимуляция 
антигеном in vitro приводила к снижению CD4/
CD8 c 3.0 до 2.2, показывая преимущественную 
активацию CD8+ Т-клеток, а в группах ЛФ-ХТ 
и ЛФ-ХТ-АЛГ эффект был противоположным 
и индекс достигал значений 4,6 и 4,4 соответ-
ственно. Введение индукторов неспецифиче-
ского иммунитета в  состав вакцины стиму-
лировало формирование CD4+ клеток 2 типа. 
Кроме того, в группе ЛФ-ХТ-АЛГ была снижена 
клеточность лимфоидных органов, и  процент 
мертвых клеток был более высоким, что мо-
жет быть связано с различием заряда вакцин. 
В дальнейшем требуется определение причины 
токсичности конструкции ЛФ-ХТ-АЛГ и опти-
мизация протокола вакцинации для дальней-
шего продвижения прототипов вакцины.
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TYPING OF IMMUNE RESPONSES TO ANTIALLERGIC 

CAPSULATED VACCINE
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Type I allergy usually starts in childhood and can progress to severe forms such as asthma and atopic 
dermatitis. Early antigen-specifi c immunotherapy (ASIT) prevents the atopic march. Modernly ASIT is 
based on the injection of low doses of allergen extracts due to a possibility of side eff ects. Earlier we have 
developed the structure of antiallergic vaccines based on the capsulation of recombinant allergens into 
polymeric nanoparticles masking IgE binding sites of allergens. As a result, higher doses of allergen can be 
injected without side eff ects. In this work the analysis of humoral and cellular immune responses to cap-
sulated vaccines was conducted. We used lactoferrin as a model allergen and capsulated it into chitosan or 
chitosan-alginate nanoparticles. All constructs eff ectively induced in mice the IgG specifi c to lactoferrin. 
Besides, chitosan and alginate coated vaccines induced an increase in total but not specifi c IgE. Lacto-
ferrin induced the proliferation of CD8+ T cells in vitro aft er the specifi c stimulation while capsulated 
lactoferrin induced CD4+ activation. Th e construct with chitosan and alginate was toxic and induced a 
decrease in cellularity of lymphoid organs.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 247

В настоящее время местные природные фак-
торы востребованы на рынке медицинских услуг 
в связи с высокой распространенностью пато-
логии опорно-двигательного аппарата (ОДА), 
низкой стоимостью и простотой применения 
метода [3, 4]. На  территории Соль-Илецкого 
района Оренбургской области располагают-
ся сульфидные иловые грязи озера Тузлучное 
и высокоминерализованная хлоридная натрие-
вая вода озера Развал. Несмотря на то, что эта 
уникальная природно-климатическая зона уже 
давно используется для лечения детей с  раз-
личной патологией до  настоящего времени 
не было изучено влияние сульфидных иловых 
грязей и рапных ванн на динамику клиниче-
ских симптомов, состояние иммунной системы 
у детей и подростков с патологией ОДА.

Цель исследования – оценить клинико-им-
мунологическую эффективность бальнеопе-
лоидотерапии у  детей с  пороками развития 
ОДА в процессе лечения и в катамнезе через 
3, 6 и 12 месяцев.

Проведено обследование 59 детей с  по-
роками развития ОДА (врожденный вывих 
бедра, врожденная косолапость) до  и  после 
проведения бальнеопелоидотерапии, а так же 
в  катамнезе через 3, 6 и  12 месяцев. Оценка 
состояния ОДА проводилась с  помощью кли-
нических, лабораторных и  инструментальных 
методов исследования. Оценку боли проводили 
по визуально-аналоговой шкале (ВАШ) в сан-
тиметрах, индексу Ричи (баллы), болевому син-
дрому (баллы). Определение функциональных 

возможностей пациента проводили с помощью 
индекса Лекена, измерение объема движений 
суставов с помощью гониометрического мето-
да [1, 2]. Помимо клинического обследования 
проводилось исследование иммунного статуса. 
Иммунологические показатели сравнивались 
с  региональными нормативами показателей 
системы иммунитета для детей и  подростков 
Оренбургской области.

Бальнеопелоидотерапия проводилась ме-
тодом систематического чередования грязе-
вых аппликаций и рапных ванн. Температура 
сульфидной иловой грязи составляла 37–39°С, 
продолжительность процедуры 5-10-15 минут. 
Рапные ванны  – температура 37°С, экспози-
ция 5-10-12 минут (в зависимости от возрас-
та). Курс лечения включал по 10 ванн и аппли-
каций. Объективная оценка эффективности 
бальнеопелоидотерапии проводилась на осно-
вании динамики клинических и иммунологи-
ческих показателей сразу после лечения, через 
3, 6 и 12 месяцев.

После проведенного лечения достоверно 
наблюдалось уменьшение боли в  пораженных 
суставах от выраженной до слабой с 0,86±0,04 
балла до  0,31±0,06 балла (р  < 0,001) после ле-
чения, через 3 месяца болевой синдром отсут-
ствовал, через 6 и 12 месяцев этот показатель 
составил 0,23±0,08 (р < 0,001) и 0,40±0,08 (р < 
0,001) баллов соответственно. Достоверно на-
блюдалось уменьшение интенсивности боли 
по визуально-аналоговой шкале после лечения 
в 3 раза (до лечения – 3,34±0,30 см, после ле-

ВЛИЯНИЕ БАЛЬНЕОПЕЛОИДОТЕРАПИИ НА 

ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ДЕТЕЙ С ПОРОКАМИ 

РАЗВИТИЯ ОПОРНО-ДВИГАТЕЛЬНОГО АППАРАТА

 Климова А. Р.,  Сетко Н. П.,  Лебедькова С. Е.,  Лившиц Н. М.

ГБОУ ВПО «Оренбургский государственный медицинский университет», 
Оренбург, Россия

С целью определения эффективности бальнеопелоидотерапии проведены клиниче-
ские и  иммунологические исследования детей и  подростков пороками развития опорно-
двигательного аппарата (ОДА). Комбинированное применение аппликаций сульфидной 
иловой грязи озера Тузлучное и высокоминерализованной хлоридной натриевой воды озера 
Развал у больных с пороками развития ОДА обладает благоприятным действием на основ-
ные клинические симптомы заболевания, нормализует показатели иммунной системы.
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чения – 0,97±0,18 см (р < 0,001)), через 6 и 12 
месяцев – 0,80±0,21 см (р < 0,001) и 1,43±0,31 см 
(р < 0,001) соответственно. Индекс Ричи в про-
цессе лечения достоверно снизился с 1,36±0,12 
до  0,32±0,08 (р  < 0,001) после лечения, через 
6 и  12 месяцев на  этот показатель пришлось 
0,23±0,09 и 0,60±0,13 баллов (р < 0,001). Ограни-
чение подвижности в суставах при данном виде 
лечения уменьшилось с 1,34±0,11 до 0,39±0,09 
баллов (р  < 0,001) после лечения и  0,11±0,05 
баллов (р < 0,001) через 3 месяца, до 0,26±0,09 
(р < 0,001) и 0,57±0,14 баллов (р < 0,001) через 6 
и 12 месяцев. Параллельно уменьшению болей 
у больных с пороками развития ОДА наблюда-
лось увеличение амплитуды движений в суста-
вах. У 15% детей на 1 см уменьшилась разница 
в  длине нижних конечностей. Достоверно от-
мечалось снижение показателей индекса Леке-
на с 4,56±0,45 до 2,03±0,32 баллов (р < 0,001) по-
сле лечения, 0,60±0,26 баллов (р < 0,001) через 
3 месяца, через 6 и 12 месяцев этот показатель 
составил 1,17±0,30 и 1,54±0,32 балла (р < 0,001) 
соответственно.

Установлено, что бальнеопелоидотерапия 
оказывает положительный эффект не  только 
на клинические, но и на иммунологические по-
казатели. Средние параметры клеточного имму-
нитета сразу после курса лечения существенно 
не  изменились, положительная динамика поя-
вилась лишь через 6 месяцев. Так, у всех детей 
отмечалось увеличение содержание СD3 клеток 
с  52,20±1,37% до  63,83±1,04% (р<0,001) через 
6  месяцев, у  80% детей через 12 месяцев этот 
показатель сохранялся в пределах нормы. В ди-
намике через 6 месяцев у 90% детей с пороками 
развития ОДА наблюдалось достоверное увели-
чение СD4 клеток с 38,06±1,00% до 43,33±1,36% 
(р<0,05), что соответствовало региональным 
нормативам. У  90% больных было выявлено 

повышение количества СD8 клеток с  21,40± 
0,86% до  региональных норм – 24,50±0,44% 
(р<0,01) через 6 месяцев, у 80% детей через год 
этот показатель был в  пределах нормы. Через 
6  месяцев после курса бальнеопелоидотерапии 
у  75% больных с  пороками развития опорно-
двигательного аппарата уровень CD19 клеток 
нормализовался. Положительная динамика 
наблюдалась и  со  стороны показателей гумо-
рального иммунитета: у 72,7% детей отмечалась 
тенденция к снижению уровня сывороточного 
иммуноглобулина класса А  сразу после лече-
ния, достоверно уменьшился уровень циркули-
рующих иммунных комплексов с 76,20±5,57 ЕД 
до  региональных нормативов  – 53,45±4,68 ЕД 
после бальнеопелоидотерапии.

Выводы: 1. Комбинированное применение 
аппликаций сульфидной иловой грязи озера 
Тузлучное и  высокоминерализованной хло-
ридной натриевой воды озера Развал у боль-
ных с пороками развития патологией ОДА об-
ладает благоприятным действием на основные 
клинические симптомы заболевания. Повтор-
ные курсы воздействия рекомендуется прово-
дить через 8 месяцев.

2. Наряду с  положительным терапевтиче-
ским эффектом бальнеопелоидотерапия ока-
зывает нормализующий эффект на иммунный 
статус детей с пороками развития ОДА.
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Summary. For the purpose of effi  ciency defi nition balneopeloidotherapy are made clinical and immu-
nological researches of children and teenagers with congenital malformations of the musculoskeletal sys-
tem. A combined application of applications of sulphide silt mud and highly mineralized chloride sodium 
water in patients with congenital malformations of the musculoskeletal system has the positive infl uence 
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Введение. В настоящее время папилломави-
русная инфекция (ПВИ) является одной из са-
мых распространенных вирусных инфекций, 
передаваемых половым путем. В  последние 10 
лет исследователи констатировали связь онко-
логических заболеваний у  мужчин с  вирусом 
папилломы человека (ВПЧ) [1]. На  сегодняш-
ний день не раскрыты многие вопросы перси-
стенции ВПЧ у  мужчин. Особенно актуальна 
эта проблема, в тех случаях, когда ПВИ ассоции-
рована с другими инфекциями, передаваемыми 
половым путем (ИППП) [2]. Вопрос синергиче-
ского воздействия ПВИ на течение бактериаль-
ных ИППП до сих пор остается открытым [3].

Цель исследования. Исследовать состояние 
клеточных факторов иммунитета в  эякуляте 
и периферической крови мужчин с ПВИ в ас-
социации с другими инфекциями, передавае-
мыми половым путем.

Материалы и методы. С марта 2013 по ян-
варь 2014 гг. обследованы 76 человек: мужчи-

ны репродуктивного возраста (18-49 лет, сред-
ний возраст  – 31±3 года), инфицированные 
хламидиями, генитальными микоплазмами, 
ВПЧ, а также пациенты с сочетанным течени-
ем этих инфекций.

Проведено иммунологическое исследова-
ния клеточных факторов иммунитета в  пе-
риферической крови и  эякуляте: подсчет 
общего количества лейкоцитов, определение 
фагоцитарной и  лизосомальной активно-
сти нейтрофилов, НСТ-тест. Качественное 
определение наличия ВПЧ и ИППП в соско-
бах из  уретры проводилось методом ПЦР 
Real-time. Микроскопия отделяемого уретры 
с окраской по Грамму. Статистические мето-
ды обработки материала с  использованием 
пакета «Statistica 6.0»

Группу 1 составили 20 пациентов, у  кото-
рых методом ПЦР в  соскобах из  уретры об-
наружен только ВПЧ. В  группу 2 включены 
18 пациентов с хламидиями или генитальны-

ВЛИЯНИЕ ПАПИЛЛОМАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ НА 
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ляте и периферической крови мужчин с ПВИ в ассоциации с другими инфекциями, пе-
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репродуктивного возраста, инфицированные хламидиями, генитальными микоплазмами, 
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микроскопия отделяемого уретры, детекция возбудителя методом ПЦР, статистические 
методы обработки материала. Выводы. ПВИ не оказывает значительного влияния на кле-
точные факторы системного иммунного ответа. При сочетанном течении ПВИ и бактери-
альных ИППП отмечается более выраженный воспалительный процесс в уретре, чем при 
изолированном течении этих инфекций. Бактериально-вирусная инфекция мочеполовых 
органов мужчин характеризуется более выраженным воздействием на отдельные факто-
ры системного и местного иммунного ответа (функциональная активность нейтрофилов), 
чем в случае изолированного течения бактериальных ИППП или ПВИ.
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ми микоплазмами. В  группу 3 – 21 пациент, 
с  сочетанием персистирующей ПВИ и  хла-
мидийной либо микоплазменной инфекций. 
В группу 4 – 17 условно-здоровых мужчин.

Результаты и обсуждение. При исследова-
нии клеточных факторов системного иммун-
ного ответа получены следующие результаты.

Абсолютное и  относительное содержание 
нейтрофилов было повышено в  группах па-
циентов с  хламидийной и  микоплазменной 
инфекциями и с бактериально-вирусной ин-
фекцией относительно показателей здоровых 
мужчин. Повышение активности спонтанного 
НСТ-теста отмечено группах 1 (20,77±1,74%), 
2 (32,44±2,14%) и  3 (33,55±2,15%), относи-
тельно здоровых мужчин (12,67±0,25%). При 
бактериальной и  бактериально-вирусной 
инфекции в  периферической крови мужчин 
количество нейтрофилов, спонтанно вос-
станавливающих НСТ достоверно выше, чем 
у мужчин с ПВИ.

Повышение значения индуцированного 
НСТ-теста отмечалось в  группах пациентов 
с  бактериальной и  бактериально-вирусной 
инфекцией. Фагоцитарная активность была 
снижена, а лизосомальная – повышена в груп-
пах 2 и 3 относительно здоровых мужчин.

У пациентов в  группе с  бактериально-ви-
русной инфекцией функциональный резерв 
нейтрофилов был достоверно ниже, чем 
у мужчин с моно-инфекцией.

Показатели фагоцитарной активности 
в  группах 1 (52,92±1,83%) и  2 (51,75±2,11%) 
существенно не  отличались, и  были выше, 
чем этот показатель в группе 3 (44,46±3,41%). 
Лизосомальная активность также была при-
мерно одинакова в  группах 1 (300,71±11,24 
у. е.) и 2 (99,42±13,17 у. е.), и снижена в группе 3 
(264,11±10,45 у. е.), по сравнению с ними.

Увеличение общего числа нейтрофилов 
крови, при угнетении функции фагоцитоза 
и снижении их функционального резерва ха-
рактерно для хронических воспалительных 
заболеваний и, в целом, соответствует данным 
других исследователей [4].

Исследование клеточных факторов местно-
го иммунитета в  эякуляте мужчин показало: 
в  группах 1 и  2 отмечено увеличение числа 
лейкоцитов в  эякуляте, увеличение относи-
тельного содержания мононкулеаров, лизо-
сомальной активности, числа нейтрофилов, 
спонтанно восстанавливающих НСТ, сниже-
ние функционального резерва нейтрофилов 

в НСТ-тесте и снижение фагоцитарной актив-
ности нейтрофилов относительно здоровых 
мужчин.

В группе 3 отмечалось более выраженное 
угнетение фагоцитоза, и  снижение общего 
количества нейтрофилов как относитель-
но группы 1 (ПВИ) и  4 (здоровых мужчин), 
так и  относительно их количества в  группе 
2. У пациентов в группе 1 также отмечалось 
изменение этих факторов относительно здо-
ровых мужчин. Кроме того, в  группе 3 от-
мечалось достоверное усиление внутрикле-
точного кислородзависимого метаболизма 
нейтрофилов в  спонтанном и  индуцирован-
ном НСТ-тесте при снижении их функцио-
нального резерва относительно других групп 
исследования.

При исследовании уретрального мазка, от-
мечено нормальное содержание лейкоцитов 
в группах пациентов с ПВИ (0,53–2,40 в п/ зр.) 
и  у  здоровых мужчин (0,33–2,26 в  п/ зр.). 
У  мужчин бактериальными ИППП число 
лейкоцитов в отделяемом уретры было выше 
(5,88–8,54 в  п/зр.), чем у  здоровых, но  ниже, 
чем у пациентов с бактерильно-вирусной ин-
фекцией (9,88-12,54 в п/зр.).

Выводы.
1. ПВИ не  оказывает значительного влия-

ния на  клеточные факторы системного им-
мунного ответа.

2. При сочетанном течении ПВИ и бактери-
альных ИППП отмечается более выраженный 
воспалительный процесс в  уретре, чем при 
изолированном течении этих инфекций.

3. Бактериально-вирусная инфекция моче-
половых органов мужчин характеризуется бо-
лее выраженным воздействием на  отдельные 
факторы системного и  местного иммунного 
ответа (функциональная активность нейтро-
филов), чем в случае изолированного течения 
бактериальных ИППП или ПВИ.
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INFLUENCE OF HPV INFECTION IN CELLULAR FACTORS SYSTEMIC 

AND LOCAL IMMUNE RESPONSE IN MEN INFECTED CHLAMYDIA 

OR GENITAL MYCOPLASMAS

Kovalev D.

South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia

Objective. Explore the state of cellular immunity factors in semen and blood of men with human papillo-
ma virus (HPV) infection in association with other sexually transmitted infections. Materials and methods. 
76 people included in research: men of reproductive age who are infected with chlamydia, genital mycoplas-
mas, HPV, as well as patients with concomitant occurrence of these infections. Th e immunological study of 
cellular immunity factors in peripheral blood and semen, urethral discharge microscopy, pathogen detection 
by PCR, statistical methods of processing material. Conclusions. HPV infection in male had no signifi cant 
eff ects on cellular factors systemic immune response. When HPV infection combined with chlamydial or 
mycoplasma infection, infl ammation in the urethra is more manifest, than in isolated during these infec-
tions. Combined bacterial and viral infections of the genitourinary organs in male is characterized by a more 
pronounced eff ect on the individual factors of systemic and local immune response (functional activity of 
neutrophils) than in the case of an isolated fl ow of chlamydial, mycoplasma or HPV-infection.

Keywords: human papillomavirus infection in male, the immune response, bacterial-viral 
infection.

Экссудативный средний отит (ЭСО) – хро-
ническое воспаление среднего уха, заканчи-
вающееся накоплением экссудата позади ба-

рабанной перепонки без признаков острого 
воспаления и  приводящее к  формированию 
тугоухости звукопроводящего характера. Наи-

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ СТАТУС КЛЕТОК МОНОЦИТАРНО-

МАКРОФАГАЛЬНОГО ЗВЕНА ИММУНИТЕТА У БОЛЬНЫХ 

ХРОНИЧЕСКИМ АДЕНОИДИТОМ, ОСЛОЖНЕННЫМ 

ЭКССУДАТИВНЫМ СРЕДНИМ ОТИТОМ
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Исследовано содержание моноцитов периферической крови и макрофагов в назальном 
смыве у детей с хроническим аденоидитом, ассоциированном с экссудативным средним 
отитом. В моноцитах определяли активность миелопероксидазы и щелочной фосфатазы, 
в назальном смыве – концентрацию IFN-γ, IL-10 и IL-18. Показано, что у больных с ослож-
ненным течением аденоидита клетки моноцитарно-макрофагального звена функциониру-
ют в режиме усиления провоспалительной и цитотоксической активности. Регулирующее 
влияние макрофагов на другие эффекторные механизмы иммунной защиты слизистой но-
соглотки ослаблено. Результаты исследования свидетельствуют о важной роли нарушений 
функциональной активности макрофагов в патогенезе хронического аденоидита и экссу-
дативного отита.

Ключевые слова: моноциты, макрофаги, хронический аденоидит, отит.
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более частой причиной тубарной дисфункции 
может быть хронический аденоидит (ХА) [1]. 
В  зоне хронического воспаления происходит 
накопление макрофагов за  счет эмиграции 
моноцитов из  кровеносного русла, а  также 
за  счет мобилизации тканевых макрофагов. 
Защитную функцию макрофаги реализуют 
путем фагоцитоза, а  также через продукцию 
провоспалительных и  противовоспалитель-
ных цитокинов, и с помощью секреции лизо-
сомальных ферментов. Согласно современным 
представлениям, с  учетом функциональной 
активности можно выделить две субпопуля-
ции макрофагов: М1-клетки, обладающие про-
воспалительными свойствами, и  М2-клетки, 
играющие доминирующую роль в  подавле-
нии иммунных реакций и  ремоделировании 
тканей. При рассмотрении патогенетических 
особенностей заболеваний с воспалительным 
компонентом макрофаги заслуживают само-
го серьезного внимания и  представляют со-
бой перспективную терапевтическую мишень 
с целью коррекции возникающих нарушений.

Цель работы  – исследовать функциональ-
ный статус клеток моноцитарно-макрофагаль-
ного звена иммунитета у больных хроническим 
аденоидитом, осложненным экссудативным 
средним отитом.

Обследовано 48 детей в возрасте от 3 до 7 лет 
с хроническим аденоидитом. Первую клиниче-
скую группу составили 24 пациента с неослож-
ненным течением ХА, во вторую клиническую 
группу вошли 24 пациента, у которых на фоне 
ХА развился ЭСО. В  качестве контрольной 
группы были обследованы 16 относительно 
здоровых детей без хронических воспали-
тельных процессов на слизистой дыхательных 
путей. Материалом исследования послужи-
ли периферическая кровь, мазки-отпечатки 
со  слизистой носовой полости и  назальный 
смыв. В  периферической крови и  на  мазках-
отпечатках со  слизистой носа производили 
подсчет относительного количества моноци-
тов. Цитохимически в моноцитах крови опре-
деляли содержание кислой фосфатазы (КФ) 
по  методу Goldberg-Barka (1962) и  миелопе-
роксидазы (МПО) по  методу Gracham-Knoll 
(1958). Результаты оценивали полуколиче-
ственным методом с использованием принци-
па Астальди; результат выражали в виде сред-
него цитохимического коэффициента (СЦК). 
Методом иммуноферментного анализа в  на-
зальном смыве определяли концентрацию 

цитокинов, регулирующих функциональную 
активность макрофагов: интерлейкина (IL)-18, 
IL-10 и интерферона (IFN)-γ. Все исследования 
проводились с  информированного согласия 
родителей. Критический уровень значимости 
при статистической обработке результатов 
исследования принимался, равным 0,05.

Оценивая содержание моноцитов в перифе-
рической крови у детей с хроническим адено-
идитом, мы не выявили статистически значи-
мых отличий от контрольной группы. Между 
клиническими группами также не обнаруже-
но различий по этому показателю. Анализ ци-
тохимических параметров показал, что СЦК, 
отражающий содержание МПО в  цитоплаз-
ме моноцитов периферической крови, повы-
шен у пациентов с осложненным течением ХА 
(0,78 (0,7–0,8), по сравнению с детьми первой 
клинической группы (0,65 (0,3–0.7); р=0,006) 
и  здоровыми (0,67 (0,6–0,9); р=0,004). Повы-
шение активности внутриклеточной МПО 
в  моноцитах крови указывает на  увеличение 
в  циркуляции содержания незрелых форм 
моноцитов, обладающих при этом усиленной 
микробицидностью и  неспецифической ци-
тотоксичностью. Известно, что по  мере со-
зревания клеток моноцитарного ряда число 
пероксидазопозитивных гранул в  цитоплаз-
ме клеток снижается, и, превращаясь в  тка-
невые макрофаги, клетки теряют часть своей 
цитотоксической активности [2]. Значимых 
различий между сравниваемыми группами 
по  содержанию КФ в  моноцитах крови мы 
не выявили.

Содержание макрофагов в  мазках-отпе-
чатках со  слизистой носа было существен-
но повышено у  детей, больных аденоиди-
том, осложненным ЭСО (9,0 (3,25-16,25))%, 
по  сравнению со  здоровыми (1,5 (1,0–2,75)%; 
р=0,002) и детьми с не осложненным аденои-
дитом (6,0 (2,0–10,75)%; р=0,004), что, вероят-
но, обусловлено усилением их миграционной 
активности. Привлечению и  активации ре-
крутированных макрофагов может способ-
ствовать IFN-γ, обнаруженный нами в  на-
зальном смыве у  большого числа больных 
с ЭСО (в 33% проб), что значимо отличалось 
от  группы здоровых (6%, р=0,043). У  детей 
с  не  осложненным ХА IFN-γ был выявлен 
в 17% проб. Следует отметить, что IL-10, об-
ладающий противовоспалительной актив-
ностью, с  высокой частотой выявлялся в  на-
зальном смыве у  здоровых (21%) и  очень 
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редко – у пациентов с осложненным течением 
хронического аденоидита (8%).

В назальном смыве больных, страдаю-
щих сочетанной патологией (ХА  и ЭСО), 
нами также выявлено значимое снижение 
концентрации IL-18, по  сравнению с  груп-
пой контроля (49 (35–114) пг/г-белка и 90 (80–
262) пг/ г-бел ка соответственно, р=0,01), и деть-
ми с не осложненным течением аденоидита (222 
(91–313)  пг/ г-бел ка; р=0,006). Известно, что 
IL-18  – один из  важнейших цитокинов, про-
дуцируемых макрофагами на ранних стадиях 
воспалительных иммунных ответов [3]. Под 
влиянием этого цитокина возрастает продук-
ция других провоспалительных медиаторов, 
которые опосредованно вовлекают в  иммун-
ные реакции Т-лимфоциты, NK, нейтрофилы, 
дендритные клетки и др. Ослабление локаль-
ной продукции IL-18 свидетельствует о нару-
шении иммунорегуляторной функции макро-
фагов при осложненном течении ХА.

Таким образом, при ХА, ассоциированном 
с ЭСО, клетки моноцитарно-макрофагального 
звена функционируют в  режиме ослабления 

иммунорегуляторной способности и усиления 
провоспалительной и цитотоксической актив-
ности. Нарушение функций проявляется уже 
на стадии циркуляции в системном кровотоке. 
В  очаге хронического воспаления (слизистая 
носоглотки) под действием локально продуци-
руемых цитокинов (IFN-γ) окончательно фор-
мируется провоспалительный М1-профиль 
макрофагов. Вероятно, М1-макрофаги в значи-
тельной степени способствуют формированию 
воспалительного экссудата, который приводит 
к  нарушению вентиляционной и  дренажной 
функции слуховой трубы у  пациентов с  ЭСО 
на фоне ХА.
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THE FUNCTIONAL STATUS OF MONOCYTES-MACROPHAGES 

IN CHILDREN WITH ADENOIDITIS AND OTITIS MEDIA 

WITH EFFUSION

Kologrivova E. N.1,2, Pleshko R. I.1,2, Sherbik N. V.1,2, 

Starocha A. V.1,2, Shevtcova N. M.1, Sitnicova A. V.1, Argunova N. A.1
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Th e quantity of monocytes in peripheral blood and macrophages in nasal lavage were investigated 
in children with adenoiditis and otitis media with eff usion. Myeloperoxidase and alkaline phosphatase 
activity were determined in monocytes, the concentrations of IFN-γ, IL-10 and IL-18 were determined 
in nasal lavage. It was found, that infl ammatory and cytotoxic activity of monocytes and macrophages 
was amplifi ed. Regulatory infl uence of the macrophages on the other immune eff ector mechanisms of the 
nasal mucosa was decreased. Th ese results illustrate the signifi cant role of the disorders of macrophages 
functions in the pathogenesis of adenoiditis and otitis media with eff usion.
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Состояние системы крови играет важную 
роль при обеспечении высокой двигательной 
активности в широком диапазоне воздействия 
факторов и условий внешней среды, поэтому 
изучение закономерностей динамики содер-
жания полипотентных стволовых гемопоэти-
ческих клеток у квалифицированных атлетов 
является актуальным и своевременным.

Цель исследования: изучение содержания 
CD34+-клеток в периферической крови у спор-
тсменов с разной динамикой аэробных физи-
ческих нагрузок в цикле года.

Организация исследования. Проведен 
анализ результатов наблюдений содержа-
ния CD34+- клеток в  периферической крови 
у  4-х  групп спортсменов с  преимущественно 
аэробным энергообеспечением мышечной 
деятельности, но с разной динамикой физиче-
ских нагрузок в цикле года: с высоким уровнем 
аэробных физических нагрузок осенью и  зи-
мой (квалифицированные лыжники-гонщики 
и  лыжники-гонщики массовых разрядов) 
и с повышенным уровнем аэробных нагрузок 
весной и летом (квалифицированные скорохо-
ды и скороходы-разрядники). Изучение содер-
жания CD34+-клеток осуществляли методом 
иммунофенотипирования посредством моно-
клональных антител анти-CD34 серии ИКО 
(«Медбиоспектр» г. Москва) мононуклеарной 
фракции лейкоцитов, выделенной на двойном 
градиенте плотности фиколл-ворографин. 

Исследование фагоцитарной, лизосомальной 
и  НСТ-активности нейтрофилов (Нф) и  мо-
ноцитов (Мц) периферической крови у спор-
тсменов выполнено по традиционной методи-
ке с  определением содержания и  количества 
фагоцитирующих клеток в  периферической 
крови, фагоцитарного индекса, фагоцитар-
ного числа и суммарного показателя фагоци-
тарной активности, индекса лизосомальной 
активности, содержания и  количества фаго-
цитов в спонтанном и индуцированном НСТ-
тесте [Тотолян А.А., Фрейдлин И. С., 2000]. Ла-
бораторные исследования выполнены на базе 
НИИ иммунологии Южно-Уральского госу-
дарственного медицинского университета 
Министерства здравоохранения РФ (ректор 
ЮУГМУ  – заслуженный деятель науки РФ, 
член-корреспондент РАН, д. м.н., профессор 
И. И. Долгушин).

Результаты исследования. Средний уровень 
содержания CD34+ в  периферической крови 
у  спортсменов был значительно выше, чем 
у  неспортсменов и  составлял 9,00±0,38% или 
0,125±0,007×109/л. В общей совокупности об-
следованных спортсменов наблюдались стати-
стически значимые колебания по сезонам сред-
них значений абсолютного содержания CD34+ 
в периферической крови с повышением уров-
ня этих клеток зимой по сравнению с весной 
и осенью. При этом содержание CD34+-клеток 
отрицательно коррелировало с  уровнем ак-
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Проведен анализ результатов наблюдений содержания CD34+-клеток у  спортсменов 
с высоким уровнем аэробных физических нагрузок осенью и зимой (квалифицированные 
лыжники-гонщики и лыжники-гонщики массовых разрядов) и с повышенным уровнем аэ-
робных нагрузок весной и летом (квалифицированные скороходы и скороходы-разрядники). 
Показано, что уровень содержания CD34+ в крови у лыжников и скороходов массовых раз-
рядов во время подготовительного периода, приходящегося на лето и зиму – соответствен-
но, был значительно выше, чем у лыжников и скороходов высокой квалификации. При этом 
динамика содержания этих клеток у спортсменов массовых разрядов по сезонам была более 
выражена, чем у квалифицированных лыжников-гонщиков и скороходов.

Ключевые слова: моноциты, нейтрофилы, CD34+-клетки, фагоцитарная активность, 
физические нагрузки.
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тивности и  интенсивности фагоцитоза Нф, 
показателями фагоцитарной активности Мц, 
а  также содержанием C1- и  C5-компонентов 
комплемента в крови и положительно связано 
с уровнем лизосомальной активности Нф.

Средний уровень содержания CD34+ у ско-
роходов различной квалификации не  имел 
существенных отличий, тогда как у  лыжни-
ков-гонщиков массовых разрядов уровень от-
носительного и абсолютного содержания этих 
клеток был значительно выше, чему квали-
фицированных лыжников-гонщиков. Значи-
мых различий по величине содержания CD34+ 
у лыжников-гонщиков и скороходов одинако-
вой квалификации не выявлено.

Летом в  начале подготовительного перио-
да относительное и  абсолютное содержание 
CD34+-клеток у  лыжников-разрядников было 
достоверно выше (P<0,02), чем у  квалифици-
рованных лыжников-гонщиков. У  скороходов 
аналогичным образом зимой в подготовитель-
ный период относительное содержание CD34+-
клеток у разрядников было значительно (P<0,05) 
выше, чем у квалифицированных скороходов.

В группе квалифицированных спортсме-
нов с  высоким уровнем аэробных физических 
нагрузок в  осенне-зимний период (лыжники-
гонщики) статистически значимых изменений 
содержания CD34+-клеток в  цикле года не  от-
мечалось. У  лыжников-разрядников летом 
наблюдалось значительное повышение отно-
сительного и  абсолютного содержания CD34+-
клеток по  сравнению с  весной. Достоверное 
увеличение абсолютного содержания CD34+-
клеток у  этих спортсменов зимой в  соревно-
вательный период было связано с  повышени-
ем содержания лейкоцитов в  крови. В  группе 
спортсменов-разрядников с  высоким уровнем 

аэробных физических нагрузок весной и летом 
динамика средних значений содержания CD34+-
клеток в  периферической крови скороходов 
в  цикле года характеризовалась уменьшени-
ем относительного и абсолютного содержания 
этих клеток летом в соревновательный период 
по сравнению с другими сезонами. У квалифи-
цированных скороходов в  отличие от  разряд-
ников уровень абсолютного содержания CD34+ 
значимо не менялся, а процентное содержание 
этих клеток существенно снижалось летом.

Содержание CD34+-клеток в  перифери-
ческой крови у  представителей «зимнего» 
вида спорта отрицательно коррелировало 
с  уровнем показателей фагоцитарной актив-
ности Мц (обе квалификационные группы), 
а  у  лыжников-гонщиков массовых разрядов 
ещё и  с  уровнем лизосомальной активности 
Нф и  активности фагоцитоза этих клеток. 
У  представителей «летнего» вида спорта со-
держание CD34+ отрицательно коррелирова-
ло с  уровнем лизосомальной активности Нф 
(скороходы-разрядники), тогда как у  квали-
фицированных скороходов было отрицатель-
но связано с уровнем спонтанного НСТ-теста 
нейтрофильных гранулоцитов.

Таким образом, у атлетов с аэробным энер-
гообеспечением мышечной деятельности уро-
вень содержания CD34+ в крови у лыжников 
и  скороходов массовых разрядов во  время 
подготовительного периода, приходящегося 
на лето и зиму – соответственно, был значи-
тельно выше, чем у  лыжников и  скороходов 
высокой квалификации. При этом динамика 
содержания этих клеток у  спортсменов мас-
совых разрядов по сезонам была более выра-
жена, чем у  квалифицированных лыжников-
гонщиков и скороходов.

CONTENT OF CD34+-CELLS IN ATHLETES

Kolupaev V. A.1, Sashenkov S. L.2, Dolgushin I. I.2
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Th e analysis of the results of observations content CD34+-cells in athletes with a high level of aerobic 
physical activity in autumn and winter (skilled skiers and skiers mass categories) and with elevated levels 
of aerobic exercise in spring and summer (qualifi ed walkers and runners-arresters). It is shown that the 
level of CD34+ in the blood of skiers and walkers mass categories in the preparatory period, attributable 
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Магниевый дефицит оказывает влияние 
на формирование различной патологии, обу-
словливая нарушение иммунного статуса [1], 
что требует обязательной коррекции. Апро-
бированные, старые лекарственные вещества 
не  всегда так эффективны, как хотелось  бы, 
поэтому задача разработки новых лекарствен-
ных форм, повышения их терапевтической 
эффективности на основе известных препара-
тов, очень актуальна. Для модификации физи-
ческих и  химических свойств лекарственных 
веществ, определяющих их биологическую 
активность и  устойчивость, применим метод 
механической активации [3, 5].

В связи с этим нами была поставлена цель – 
сопоставить показатели лейкограммы и лейко-
цитарных индексов крови на введение фарма-
копейного и механоактивированного оротата 
магния в условиях экспериментального моде-
лировании магниевого дефицита.

Методы. Для получения механоактиви-
рованной формы лекарственного препарата 
проводилась термообработка кристалличе-
ского оротата магния (термостатирование при 
температуре 115–125 °C в течение 40-60 мин) 
с  последующим измельчением в  измельчи-
тельном активаторном устройстве (шаровая 

планетарная мельница), что привело к  пере-
ходу оксо-формы исходного оротата в  мета-
стабильную гидрокси-форму, изменению изо-
мерной структуры оротата (таутомерному 
превращению), что сопровождалось большей 
растворимостью и  скоростью растворения 
в  водных растворах и  липидах, изменением 
взаимодействия разных таутомеров с  белка-
ми клеточной мембраны [2, 4]. Лабораторных 
животных разделили на  группы: интактный 
контроль (10 крыс) – без воздействия; экспе-
риментальная группа (№ 20). После моделиро-
вания у животных дефицита магния (30 мг/кг 
1% фуросемида ежедневно в течение 10 дней), 
крыс разделили на 2 группы, которые получа-
ли необработанный (фармакопейный) магния 
оротат – первая группа (ФМО); вторая – ме-
ханоактивированный магния оротат (ММО). 
Препараты вводились внутрижелудочно, че-
рез зонд в  дозе 50  мг/кг массы в  течение 6-и 
дней. У  животных с  индуцированным дефи-
цитом магния (ДМ) забирали кровь на  11-й 
день, на  3-й и  6-й дни после начала коррек-
ции изучаемыми препаратами. В крови лабо-
раторных крыс регистрировали содержание 
магния (ммоль/л) в сыворотке (оборудование 
и  тест-системы «ARKREY» (Япония), прово-
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В условиях формирования магниевого дефицита у крыс и его коррекции фармакопей-
ной и нанодисперсной (механоактивированной) формой оротата магния было проведено 
исследование скорости восстановления уровня магния в сыворотке, состава белой крови 
и лейкоцитарных индексов. Показано, что дефицит магния сопровождается увеличением 
количества гранулоцитов и лимфоцитов, снижением числа лимфоцитов, изменением лей-
коцитарных индексов, свидетельствующих о наличии воспалительной реакции и развива-
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дили общий анализ крови (общее содержание 
лейкоцитов 109/л) с  расчетом лейкоцитарной 
формулы и  подсчетом лейкоцитарных ин-
дексов. Данные обрабатывались статистиче-
ски с  использованием стандартного пакета 
Statistica-6.

Основные результаты. В результате 10-днев-
ного курса инъекций фуросемида количество 
магния в  сыворотке крови лабораторных 
животных снизилось в  1,94 раза (с  1,75±0,08 
в  контроле до  0,902±0,18  ммоль/л при ДМ, 
р≤0,05). В дальнейшем, при введении наноди-
сперсного магния оротата количество магния 
в плазме крови повышается на 64% в сравне-
нии с группой ДМ (1,12±0,10 ммоль/л), хотя 
за исследуемый период времени не достигает 
контрольных значений. У крыс, получавших 
необработанный вариант магния оротата, 
этот показатель составил 0,855±0,05 ммоль/л. 
Быстрая реакция организма на  прием гид-
рокси-формы (ММО) коррелирует с  более 
высокой растворимостью и  скоростью рас-
творения этой формы по сравнению с исхо-
дным препаратом.

У животных с  гипомагниемией наблю-
дались признаки системной иммуновоспа-
лительной реакции. Так, общее количество 
лейкоцитов при ДМ увеличивается на 51,43% 
(с 11,2±1,81 до 16,96±5,001, р≤0,05) по сравне-
нию с  интактной группой, главным образом, 
за счет гранулоцитов (3,55±0,08 – контроль vs 
5,4±0,07, р≤0,1  – ДМ). Количество лимфоци-
тов повышается в 1,7 раз (5,9±1,3 – контроль 
vs 10,02±1,3 – ДМ, р≤0,05); количество моно-
цитов (1,75±0,08 vs 1,54±0,05) незначительно 
снижается. Введение магния оротата норма-
лизует цитологические показатели белой кро-
ви в  группе экспериментальных животных, 
получавших нанодисперсный препарат, тогда 
как в группе с введением необработанного ле-
карственного вещества остается несколько по-
вышенным количество лейкоцитов (12,3±0,9, 
р≤0,1), снижены моноциты (1,1±0,11, р≤0,05), 
отмечается незначительный лимфоцитоз 
(7,03±1,9, р≤0,1).

Рассчитываемый на  основе данных ин-
декс соотношения лимфоцитов и  моноцитов 
(ИСЛМ) отражает баланс между этими клет-
ками и  характеризует взаимоотношение аф-
фекторного и эффекторного звеньев иммуно-
логического процесса. В условиях магниевого 
дефицита повышение индекса обусловлено, 
главным образом, развивающимся лимфоци-

тозом (ИСЛМ в контроле 3,37±0,3, при ДМ – 
6,62±0,7 усл.ед.), тогда как при введении 
магния оротата высокие значения индекса об-
условлены моноцитопенией (ИСЛМ: 6,4±1,0,1 
и 6,39±0,51 усл.ед. – ФМО и ММО эксперимен-
тальной группах соответственно). Возможно, 
этот процесс обусловлен усиленной миграци-
ей моноцитов в ткани.

Лимфоцитарный индекс (ЛИ)  – это отно-
шение количества (в  %) лимфоцитов к  ней-
трофилам (палочкоядерные, сегментоядер-
ные), отражающее взаимоотношения звеньев 
гуморального и клеточного иммунитета. Рез-
кое его повышение отмечается в группе с ДМ 
(1,89±0,06 vs 2,41±0,05 усл.ед.), с  нормализа-
цией в группе ММО (1,95±0,04 усл.ед.), но не 
ФМО (2,15±0,12 усл.ед.).

Индекс Кребса представляет собой от-
ношение общего количества нейтрофилов 
к  лимфоцитам и  косвенно характеризует ак-
тивность фагоцитарных реакций и  факто-
ров специфического иммунитета, а  также их 
участие в  поддержании общей реактивности 
организма. У интактных крыс этот индекс со-
ставляет 0,53±0,017, понижается до  0,42±0,03 
(р≤0,05) у  крыс с  ДМ и  восстанавливается 
только в  группе с  введением нанодисперсно-
го (0,51±0,015 усл.ед.), но  не фармакопейно-
го магния оротата (0,47±0,02 усл.ед., р≤0,05). 
Лимфоцитарно-гранулоцитарный индекс, не-
значительно повышенный при ДМ, нормали-
зуется в группах с введением магния оротата 
(16,62 ±2,5; 18,52 ±1,5; 15,73 ±3,3; 16,86 ±3,5 
в контроле, ДМ, ММО, ФМО эксперименталь-
ных группах соответственно).

Не меняется в экспериментальных группах 
ЛИИ  – лейкоцитарный индекс интоксика-
ции, характеризующий активность процессов 
фагоцитоза и  пролиферации нейтрофилов 
и представляющий собой соотношение уров-
ня нейтрофилов и суммы лимфоцитов, моно-
цитов и эозинофилов.

Таким образом, гипомагниемия у  крыс 
вызывает эндогенную интоксикацию, разви-
вающуюся в  условиях дефицита магния, что 
отражается в изменении состава белой крови 
и  лейкоцитарных индексах, характеризую-
щих, в  целом, ответную реакцию иммунной 
системы. Наиболее эффективно восстановле-
ние ряда параметров иммунного гомеостаза 
происходит при введении нанодисперсного 
магния оротата, что, возможно, связано с из-
менением свойств ФМО при его механоак-
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тивации, в  результате которой формируются 
таутомерные модификации оротат-аниона (2), 
что сопровождается повышенной гидро- и ли-
пофильностью в  сравнении с  исходным пре-
паратом, изменением механизмов взаимодей-
ствия оротат-аниона с клеткой.
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INDICATORS OF LEUKOGRAM AND LEUKOCYTE INDICES 

IN THE CORRECTION OF MAGNESIUM DEFICIENCY 

BY NANODISPERSED FORM OF MAGNESIUM OROTATE

Commissarov V. B.1, Smetanina M. V.1, Chuchkova N. N.2, 

Kanunnikova O. M.3, Kormilina N. V.1
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Under the formation of magnesium defi ciency in rats and its correction with pharmacopoeial and 
nanosized (mechanically activated) form of magnesium orotate, a study was conducted against the rate of 
recovery of magnesium levels in the serum, the composition of the white blood count and leukocyte indi-
ces. It is shown that magnesium defi ciency is accompanied by an increase in the number of granulocytes 
and lymphocytes, a decrease in the number of lymphocytes, changes in leukocyte indices, indicating the 
presence of infl ammatory reactions and developing endogenous intoxication. It is established that follow-
ing the introduction of nanodispersed form of magnesium orotate the increase of the level of magnesium 
in serum, the effi  ciency of recovery in the parameters of the white blood cells, and stabilization of leuko-
cyte indices are more pronounced.

Key words: magnesium defi ciency, leukocyte formula, leukocyte indices, nanosized (me-
chanically activated) magnesium orotate.

ИММУННЫЕ ДИСФУНКЦИИ ПРИ ПСИХОЛОГИЧЕСКОЙ 

ДЕЗАДАПТАЦИИ У ПАЦИЕНТОК С ЦЕРВИКАЛЬНЫМИ 

ИНТРАЭПИТЕЛИАЛЬНЫМИ НЕОПЛАЗИЯМИ

 Кононова И. Н.

ГБОУ ВПО Уральский государственный медицинский университет 
Минздрава России, Екатеринбург, Россия

Проведенное исследование иммунного и психологичсекого статуса 306 пациенток с CIN 
выявило взаимосвязь между психологической дезадаптацией, иммунными дисфункциями 
и степенью цервикальной дисплазии. Введение в комплексную терапию иммуномодули-
рующего препарата Имунофан способствовало нормализации показателей местного им-
мунитета, ускорению репаративных процессов шейки матки, что позволяет рекомендовать 
этот метод в комплексной терапии CIN.

Ключевые слова: иммунный статус, психологический статус, цервикальные интраэпи-
телиальные неоплазии.
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Цервикальные интраэпителиальные не-
оплазии (CIN) занимают значительное ме-
сто в  амбулаторной гинекологии, составляя 
от  10,7 до  38,8% [1], требуют своевременной 
диагностики, адекватной терапии, реабили-
тации с  целью профилактики прежде всего 
онкопатологии [2]. Общеизвестно, что CIN 
сопровождаются нарушением иммунного го-
меостаза на местном уровне, и при этом у 33% 
пациенток даже после проведенного лечения 
происходит рецидивирование предракового 
процесса [3]. Поскольку для пациентки воз-
никновение предракового процесса являет-
ся психоэмоциональным стрессом, реакция 
на который у каждой женщины индивидуаль-
на, как и изменения гомеостаза, происходя-
щие на этом фоне, изучение психологическо-
го статуса имеет значение для оптимизации 
терапии [4].

Цель исследования. Оценить взаимосвязи 
между иммунными дисфункциями и  психо-
логической дезадаптацией у пациенток с CIN 
с последующей коррекцией.

Материалы и методы. Проведено обследо-
вание и лечение 306 пациенток с гистологиче-
ски верифицированным диагнозом «церви-
кальная интраэпителиальная неоплазия I, II, 
III ст.». Все пациентки разделены на  3 груп-
пы по  степени неопластического поражения: 
I группу составили 109 пациенток с CIN Iст., 
во II-ю группу вошли 102 женщины с CIN II, 
III-ю – 95 пациенток с CIN III. В группу кон-
троля (IV) вошли 102 относительно здоровые 
женщины без патологии шейки матки. Для из-
учения местного иммунитета были определе-
ны уровни цитокинов IL-1β, IL-8, TNF, IFN-α, 
IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-6, АИТ IFNα, VEGF, sIgA. 
Исследование проводилось с  помощью тест-
систем «Вектор Бест» (Новосибирск) методом 
ИФА. Для изучения психологического стату-
са использовалась Личностная шкала прояв-
лений тревоги Дж. Тейлор, изучение нейро-
тизма с  помощью опросника ЕРI Г. Айзенка. 
Экспериментальный материал, полученный 
в  результате исследования обрабатывался 
с использованием программы SPSS.

Результаты и  обсуждение. При анализе 
типов иммунного реагирования у  пациенток 
I группы наиболее часто встречался воспали-
тельный тип (ДИ0,95=32,5÷59,6), характери-
зующий активность нейтрофильных грану-
лоцитов и  свидетельствующий об  активации 
макрофагально-фагоцитарного звена кле-

точного иммунитета. Изучение параметров 
местного иммунитета во II группе свидетель-
ствовало о  преимущественном иммунодефи-
цитном типе иммунного реагирования. При 
этом воспалительный тип встречался значи-
тельно реже, чем в III группе (Р2–3= 0,002), 
а  противовоспалительный тип  – значитель-
но чаще, чем в I, IV, V группах (Р2–1=0,042, 
P2–3=0,023, Р2–4=0,049, P2–5=0,001), что сви-
детельствует о  снижении воспалительного 
потенциала у пациенток с данным типом иим-
мунного реагирования и увеличении повреж-
дающего действия на цервикальный эпителий 
противовоспалительного компонента. В  III 
группе наблюдалось еще большее угнетение 
иммунитета, проявляющееся в снижении всех 
изучаемых параметров, что объясняется по-
стоянным напряженным функционированием 
в  течение длительного времени и  истощении 
ресурсов, приведшим впоследствии к  мор-
фологическим изменениям в  шейке матки. 
Следует отметить положительную сильную 
коррелятивную связь между ростом диспла-
стического процесса в шейке матки и показа-
телями VEGF (r=0,876).

Анализ психологического статуса обсле-
дованных пациенток продемонстрировал от-
рицательную сильную корреляционную связь 
между снижением параметров иммунного ре-
агирования и достоверным повышением тре-
вожного компонента в  структуре личности 
пациенток с  CIN II и  CIN III с  повышением 
реактивности на  внутренние и  внешние раз-
дражители по сравнению с данными женщин 
группы контроля (для CIN II RR=5,971 U=4,571 
при р=0,001, для CIN III RR=6,102 U=3,812 при 
р=0,000). При анализе интро- / экстраверсии 
выявлена высокая положительная корреляци-
онная связь между показателем интровертиро-
ванности, снижением параметров иммунного 
статуса и  степенью цервикальной неоплазии 
(r=+0,759). Проведенный анализ относитель-
ного риска интро/экстравертированности 
продемонстрировал протекторный эффект 
экстравертированности и  триггерный  – ин-
травертированности пациенток I группы 
(RR=2,439, U=4,178 при р=0,007) и II группы 
(RR=3,398, U=3978 при р=0,000), при этом 
имелась средняя корреляционная отрицатель-
ная связь между показателем экстраверсии, 
иммунодефицитным состоянием и  степенью 
цервикального интраэпителиального пораже-
ния (r= –0,54).
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На основании проведенного исследования 
разработан дифференцированный подход 
к иммуномодулирующей терапии CIN пептид-
ным регулятором иммунитета – имунофаном 
с различными способами введения препарата. 
В  частности, внутримышечное и  подкожное 
введение имунофана (50мкг ежедневно одно-
кратно курс лечения 10 инъекций) осущест-
влялось при комплексной терапии CIN I, II, 
III при изменении системного иммунитета, 
при сочетании CIN с экстрагенитальными ин-
фекционными хроническими заболеваниями. 
Свечная форма (по  100мкг однократно ваги-
нально, курс лечения 10 суппозиториев) при-
менялась при изменении локального имму-
нитета с сохраненным системным иммунным 
статусом, цервикальном поражении легкой 
степени. При HSIL (CIN II, III) назначалось 
комплексное воздействие, как системное, так 
и  местное. Альтернативным вариантом при 
любом поражении цервикального эпителия 
являлось физиофармакологическое воздей-
ствие кавитированными растворами имуно-
фана 50мкг в 50мл физиологического раствора 
ежедневно 3–5 дней, что привело к снижению 
рецидивирования CIN в  3,5 раз, осложнений 
после деструкции – в 3,7 раза, снижении тре-
вожного компонента в 5 раз [5].

Таким образом, имеется взаимосвязь между 
психологической дезадаптацией, иммунны-
ми дисфункциями и  степенью цервикальной 
дисплазии. Введение в комплексную терапию 
иммуномодулирующего препарата Имуно-
фан способствует нормализации показателей 
местного иммунитета, элиминации вируса 
папилломы человека, ускорению репаратив-
ных процессов шейки матки, что позволяет 
рекомендовать этот метод в комплексной те-
рапии CIN.
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IMMUNE DYSFUNCTION IN PSYCHOLOGICAL 

MALADJUSTMENT IN PATIENTS WITH CERVICAL 

INTRAEPITHELIAL NEOPLASIAS

Kononova I. N.

Ural state medical University, Yekaterinburg, Russia

Th e study of the immune and psihologicheskogo status 306 patients with CIN revealed a relationship 
between psychological maladjustment, immune dysfunction and the degree of cervical dysplasia. Intro-
duction to complex therapy immunomodulating medication Imunofan contributed to the normalization 
of local immunity, acceleration of reparative processes in the cervix, which allows us to recommend this 
method in complex treatment of CIN.

Keywords: immune status, psychological status, cervical intraepithelial neoplasia.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 261

Себорейный кератоз (CК) описан впервые 
в  конце XIX  века. Согласно межународной 
гистологической классификации опухолей 
кожи «Патология и генетика опухолей кожи» 
(Pathology and Genetics of Skin Tumors, 2008) 
себорейный кератоз относится к  доброка-
чественным эпителиальным опухолям, раз-
новидности акантом. Данные об  эпидемио-
логии СК в нашей стране малочисленны [1]. 
Себорейный кератоз одинаково часто встре-
чается у мужчин и женщин, преимуществен-
но пожилого и  старческого возраста, при 
этом наибольшее поражение кожи СК от-
мечается на  закрытых участках, подвержен-
ных механическому воздействию [2]. Одной 
из важных функций кератиноцитов является 
участие в иммунных реакциях, синтезе IL-1α, 
IL-1β, IL-3, IL-8, IL-15, IL-19, способности 
к антигенной презентации, запуску сигналь-
ных путей иммунной реакции и  продукции 
провоспалительных медиаторов [3].

Цель исследования: изучить характеристи-
ку функциональной активности фагоцитов 
и  состояние гуморального звена иммунитета 
у пациентов с разными формами себорейного 
кератоза.

Материалы и  методы. Основную группу 
исследования составил 91 пациент с себорей-
ным кератозом. Из них 62 женщины (68,1%), 
мужчин – 29 (31,8%) человек. Возраст больных 

с СК на момент проведения исследования со-
ставил от 40 лет до 75 лет (средний 59,2 ± 6,4). 
Согласно клиническим критериям пациенты 
с СК были разделены на 3 группы: 1 группа – 
18 пациентов с пятнистой формой СК; 2 груп-
па – 12 пациентов с СК с папулезной формой 
СК; 3 группу составил 61 пациент с пятнисто-
папулезной формой СК. Контрольную группу 
составили 30 условно здоровых лиц (средний 
возраст 63,8±5,4 года). Верификацию СК про-
водили с использованием дерматоскопа HEINE 
20 (Германия). Материалом для исследования 
являлась венозная кровь, которую забирали 
утром, натощак. Исследование фагоцитарной 
способности нейтрофилов включало опреде-
ление следующих показателей: активности фа-
гоцитоза нейтрофилов (АФН), интенсивности 
фагоцитоза нейтрофилов (ИФН), определение 
фагоцитарного числа (ФЧ), НСТ-активности 
нейтрофилов: спонтанной (НСТ сп.), инду-
цированной (НСТ инд.), НСТ- индекса актив-
ности нейтрофилов: спонтанной (НСТ инд. 
сп), индуцированной (НСТ инд. инд.), лизо-
сомальную активность стандартными, обще-
принятыми методами. Достоверность разли-
чий оценивали в рамках программы Statistica 
StatSoft  6.0, согласно критериям непараметри-
ческой статистики (U-test Mann-Whitney).

Результаты и обсуждение. Начиная со зре-
лых костно-мозговых форм, нейтрофилы 

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ 

И ГУМОРАЛЬНЫЙ ИММУНИТЕТ ПРИ РАЗНЫХ ФОРМАХ 

СЕБОРЕЙНОГО КЕРАТОЗА

 Костенко Е. И.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный университет, 
Челябинск, Россия

Вне зависимости от формы себорейного кератоза установлено снижение функ-
циональной активности нейтрофилов, в целом отражающее снижение функци-
ональных возможностей фагоцитирующих клеток крови, что в  совокупности 
определяет снижение эффекторного потенциала фагоцитарных реакций у паци-
ентов с себорейным кератозом. Со стороны параметров гуморального иммуните-
та не обнаружено значимых изменений показателей.

Ключевые слова: себорейный кератоз, активность нейтрофилов, гуморальный им-
мунитет.
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не  меняют своего фенотипа после миграции 
в ткани, в отличие от моноцитов, являющих-
ся незрелыми предшественниками макрофа-
гов. Со  стороны клеток миелоидного ростка 
кроветворения не зафиксировано изменений 
численности общего количества лейкоцитов, 
сегментоядерных нейтрофилов, базофилов 
и эозинофилов в крови пациентов с различны-
ми формами себорейного кератоза. Изучение 
активности фагоцитоза нейтрофилов показа-
ло его достоверное снижение при всех фор-
мах СК, в сравнении с контрольной группой. 
Снижение показателя АФ может наблюдаться 
при изменении функциональных возможно-
стей фагоцитов, вследствие различных при-
чин: нарушения рецепции сигнала, его про-
ведения, предшествующей гиперстимуляции, 
иммунокомплексной патологии. Ключевым 
моментом для запуска процесса интернализа-
ции чужеродных частиц фагоцитом является 
распознавание поверхностных детерминант 
на  поверхности фагоцита, при этом, блока-
да отдельных групп распознающих молекул, 
сопровождается снижением активности фа-
гоцитоза. Также нами установлено снижение 
показателя интенсивности фагоцитоза ней-
трофилов во всех группах пациентов с СК. По-
казатели ИФ и ФЧ отражают поглотительную 
способность фагоцита и  степень выражен-
ности воспалительных изменений в зоне по-
вреждения. Поглощение объекта фагоцитоза, 
является оной из форм клеточного движения, 
при этом, взаимодействуя с  плазматической 
мембраной объект фагоцитоза, индуциру-
ет образование псевдоподий, сливающихся 
межу собой. Для этого необходима рецептор-
зависимая активация клетки-фагоцита, тесно 
связанная с процессом опсонизации. Сниже-
ние ИФ может также наблюдаться при нали-
чии хронического воспалительного процесса 
в организме и снижении интенсивности про-
цессов презентации и неспецифической опсо-
нической кооперации.

Изучение процессов кислородзависимой 
биоцидности, связанной с  активацией мо-
лекулярного кислорода, системой миело-
пероксидазы, оксидом азота и  вторичными 
оксиметаболитами, проведенное нами в клас-
сическом НСТ-тесте нейтрофилов, показало 
повышение на  уровне тенденции, не  дости-
гающей степени статистической достоверно-
сти, спонтанной НСТ активности и  индекса 
спонтанной активности НСТ во всех группах 

с  себорейным, что может отражать низкую 
напряженность эффекторных кислородзави-
симых механизмов врожденного иммуните-
та. Способность к продукции активных форм 
кислорода, выявляемая с  помощью НСТ-
теста, является одним из  универсальных 
свойств врожденного иммунитета. Ключевым 
событием образования активных форм кисло-
рода является сборка ферментативного ком-
плекса НАДФН-оксидазы. Кроме того, нами 
зафиксировано снижение на  уровне тенден-
ции, не достигающей степени статистической 
достоверности, показателя индуцированной 
НСТ-активности нейтрофилов, что указы-
вает на  снижение резерва функциональной 
способности нейтрофилов у пациентов с раз-
ными формами СК. Кислородзависимая био-
токсичность определяется непосредственно 
факторами, преформированными в гранулах 
фагоцитов (катионными белками (дефенси-
нами), лизоцимом, лактоферрином). Оцен-
ка лизосомальной активности нейтрофилов 
показала тенденцию к  снижению показателя 
в группе пациентов с СК.

Показанные нами изменения функцио-
нальной активности нейтрофилов крови у па-
циентов с  различными формами СК в  целом 
отражают снижение функциональных воз-
можностей фагоцитирующих клеток крови, 
что в совокупности определяет снижение эф-
фекторного потенциала фагоцитарных реак-
ций у пациентов с себорейным кератозом.

Изучение параметров гуморального звена 
иммунитета не показало значимых изменений 
со  стороны количества циркулирующих им-
мунных комплексов и  системы комплемента, 
работающей по принципу ограниченного про-
теолиза (СН50). Уровень иммуноглобулина М, 
отвечающего за  реализацию первичного им-
мунного ответа, в отличие от иммуноглобули-
нов А и G у пациентов с пятнистой формой СК 
был достоверно повышен, в сравнении с кон-
трольной группой.
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NEUTROPHIL FUNCTIONAL ACTIVITY AND HUMORAL IMMUNITY 

IN VARIOUS FORMS OF SEBORRHEIC KERATOSIS

Kostenko E. I.

Medical University South Ural State University, Chelyabinsk, Russia

Regardless of the form of seborrheic keratosis found decreased functional activity of neutrophils, re-
fl ecting the decline in the overall functionality of phagocytic blood cells, which together determine the 
capacity of phagocytic eff ector reduction reactions in patients with seborrheic keratosis. On the part of the 
parameters of humoral immunity found no signifi cant changes in indicators.

Keywords: seborrheic keratosis, activity of neutrophils, humoral immunity.

Актуальность и цель работы. Микробные 
гликолипиды – это комплексы амфифильных 
молекул, синтезируемых бактериями. Они 
состоят из  моно- и  дисахаров, соединённых 
с α-разветвленными β-гидроксилированными 
миколовыми кислотами. Подобные гликоли-
пиды являются характерными компонента-
ми клеточной стенки таких родов бактерий 
как Dietzia, Rhodococcus, Nocardia, Gordona 
и  Mycobacteria. Доказано, что они проявля-
ют противоопухолевую, антимикробную, 
противовирусную и  противораковую актив-
ность. Однако большинство из  них являют-
ся токсичными и  патогенными для человека 
и животных благодаря наличию длинных раз-
ветвленных углеводородных цепей. В  связи 

с этим является актуальным поиск непатоген-
ных продуцентов гликолипидных биосурфак-
тантов, обладающих иммуномодулирующей 
активностью. В  лаборатории алканотрофных 
микроорганизмов ИЭГМ УрО РАН был вы-
делен нетоксичный гликолипидный биосур-
фактантный комплекс (ГЛБ) Rhodococcus ruber 
ИЭГМ 231, изучена его структура и  способ-
ность стимулировать иммунный ответ в  си-
стеме in vitro.

Цель настоящей работы  – исследование 
влияния биосурфактанта Rhodococcus ruber 
ИЭГМ 231 на антителообразование, спонтан-
ную и стимулированную пролиферацию и ци-
токиновую продукцию спленоцитами мыши 
in vivo, а  также секрецию активных форм 

ИССЛЕДОВАНИЕ В СИСТЕМЕ IN VIVOIN VIVO 
ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ ЭФФЕКТОВ RHODOCOCCUS RHODOCOCCUS 

ГЛИКОЛИПИДА

 Кочина О. А.1,  Баева Т. А.1,  Куюкина М. С.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 
2Пермский государственный национальный исследовательский университет, 

Пермь, Россия

В настоящей работе представлены данные о влиянии гликолипидного биосурфактанта 
Rhodococcus ruber ИЭГМ 231 на антителогенез, пролиферативную активность спленоцитов 
и продукцию цитокинов IL-1β, IL-2, IL-4, INF-γ in vivo. Установлено, что препарат снижал 
количество антителообразующих клеток в  селезенке, угнетал пролиферативную актив-
ность спленоцитов в стимулированных культурах, однако на продукцию IL-4 и INF-γ ГЛБ 
оказывал активирующий эффект. Гликолипид оказывал угнетающее влияние на секрецию 
IL-10 и TNF-α в зимозан-стимулированных культурах макрофагов. Совместное инкубиро-
вание препарата с перитонеальными макрофагами вызвало подавление как спонтанной, 
так и индуцированной зимозаном ЛЗХЛ.

Ключевые слова: Rhodococcus ruber, биосурфактант, гликолипиды, иммунорегуляция.
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кислорода, про- и  противовоспалительных 
цитокинов перитонеальными макрофагами 
мыши in vivo при внутрибрюшинном введе-
нии препарата.

Материалы и методы. Эксперименты были 
проведены на  белых беспородных мышах-
самцах. Животные содержались в  стандарт-
ных условиях лабораторного вивария, полу-
чая комбинированный корм и воду ad libitum. 
Мышам внутрибрюшинно вводили ГЛБ в трех 
концентрациях 25, 50, 100 мг/кг. Контрольной 
группе вводился физиологический раствор. 
Выведение из  эксперимента осуществлялось 
по правилам, принятым Европейской конвен-
цией по  защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и  иных 
научных целей (Страсбург, 1986 г.).

Для оценки гуморального звена иммуни-
тета через час после введения биосурфактан-
та животных иммунизировали ЭБ по 200 мкл 
внутрибрюшинно в  дозе 5х109 кл/мл. На  5-е 
сутки, на  пике иммунного ответа, определя-
лось количество АОК в селезенке методом ло-
кального гемолиза в геле агарозы.

Для оценки пролиферативной активно-
сти спонтанных и  стимулированных Кон А 
(20   мкг/мл) спленоцитов клетки культивиро-
вали в 96-луночных планшетах в полной пита-
тельной среде. Концентрация клеток в культу-
ре составляла 5×105 клеток/лунку. Активность 
пролиферации оценивали через 72 часа по ин-
тенсивности встраивания 3H-метилтимидина. 
Результаты оценивались при помощи жидкост-
ного сцинтилляционного счетчика. Для анализа 
спонтанной и  стимулированной цитокиновой 
секреции спленоциты (25×105 клеток/лунку) 
культивировали в течение 24-часов (IL-2, IL-1β) 
и 48-часов (IL-4, INF-γ) в 24-луночных планше-
тах. Супернатанты собирали в пробирки «Эп-
пендорфф» и  замораживали при температуре 
20°С. Определение концентрации цитокинов 
проводили с использованием иммунофермент-
ных тест-систем «R&D Systems, США».

Для анализа продукции IL-1β, IL-10 и TNF-α, 
перитонеальные макрофаги (0,5×106  кле ток/
лунку) инкубировали в течение 24 часов. За-
тем снимали надосадок и  замораживали для 
хранения. Оценку секреции цитокинов осу-
ществляли с  использованием иммунофер-
ментных наборов.

Оценку микробицидной активности осу-
ществляли при помощи реакции ЛЗХЛ, кото-
рую проводили в 96-луночных иммунологиче-

ских планшетах с оптическим дном. Для этого 
в  планшет в  спонтанные культуры раскапы-
вали суспензию клеток, люминол (C=10-5 М) 
и раствор Хенкса. Для индукции респиратор-
ного взрыва вместо солевого раствора допол-
нительно вносили опсонизированный зимо-
зан (150 мкг/мл). Регистрацию результатов 
проводили на спектрофотометре Tecan в тече-
ние часа с 5 минутным интервалом в относи-
тельных световых единицах (RLU).

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием двухфакторного дис-
персионного анализа и LSD-критерия Фишера.

Результаты и обсуждение. Установлено, что 
введение препарата в дозах 50 и 100 мг/кг при-
водило к  выраженному угнетению гумораль-
ного иммунного ответа. Количество АОК в се-
лезенке мышей уменьшалось более чем в  два 
раза. Максимальный эффект наблюдался при 
использовании ГЛБ в концентрации 100 мг/кг.

Гликолипид в  концентрациях 50 и  100  мг/
кг статистически значимо угнетает пролифе-
рацию в стимулированных культурах сплено-
цитов. В  спонтанных культурах спленоцитов 
наблюдается тенденция к стимуляции проли-
феративных процессов, но статистически зна-
чимого влияния ГЛБ зафиксировано не было. 
В результате проведенных исследований пока-
зано, что в культурах спленоцитов нет стати-
стически значимого эффекта ГЛБ на продук-
цию IL-1β и IL-2, но при этом он достоверно 
стимулирует продукцию IL-4 и  INF-γ в  сти-
мулированных культурах в  концентрациях 
100 и 25 мг/кг соответственно. Анализ уровня 
цитокинов в  спонтанных культурах перито-
неальных макрофагов показал, что препарат 
статически значимо не  модулирует их секре-
цию, однако оказывает достоверное угнетаю-
щее влияние на  продукцию IL-10 и  TNF-α 
в зимозан-стимулированных культурах.

Препарат оказывал статистически значи-
мый подавляющий эффект на  продукцию 
свободных радикалов как в спонтанных, так 
и  в  стимулированных культурах макрофа-
гов. Максимальное по  продолжительности 
и  силе угнетение было зарегистрировано 
в дозе 25 мг/кг.

Таким образом, гликолипид, выделенный 
из  непатогенного штамма Rhodococcus ruber 
ИЭГМ 231, обладает иммунорегуляторной 
активностью, однако в  связи с  разнонаправ-
ленностью оказываемых эффектов нуждается 
в дальнейшем изучении.
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Th is paper provides a data on the infl uence of glycolipid biosurfactant of Rhodococcus ruber IEGM 231 
on antibody-forming and proliferation activity of splenocytes and IL–1β, IL-2, IL-4, INF-γ cytokine syn-
thesis in vitro. We have determined that biosurfactant reduced a number of antibody-forming cells in 
spleen and repressed splenocytes proliferation activity in stimulated culture. However, the preparation 
activated the IL-4 and INF-γ production. Glycolipid inhibited IL-10 and TNF-α secretion in zymosan 
stimulated cultures of macrophages. Co-incubation of biosurfactant with peritoneal macrophages caused 
both spontaneous and zymosan-induced LDCL repression.

Кардиосклероз является одним из наиболее 
распространенных причин смертности, а так-
же временной и стойкой утраты трудоспособ-
ности населения в  развитых странах мира. 
В связи с этим, проблема кардиосклероза за-
нимает одно из  ведущих мест среди важней-
ших медицинских проблем XXI  века [5]. Для 
обеспечения всестороннего подхода к данной 
проблеме, необходимо оценивать активность 
клеток иммунной системы активно задейство-
ванных в развитии воспалительных процессов, 
протекающих в  некротических очагах после 
инфаркта миокарда [1, 2, 5]. Нейтрофильные 
гранулоциты являются ключевыми клетками 
всех воспалительных процессов, протекаю-
щих в  организме. Зрелые сегментоядерные 

нейтрофилы в  норме являются основным 
видом лейкоцитов, циркулирующих в  крови 
человека, составляя от 47% до 72% общего ко-
личества лейкоцитов крови [3, 4]. Нейтрофи-
лы способны к фагоцитозу, то есть способны 
поглощать лишь относительно небольшие чу-
жеродные частицы или клетки. Они способны 
к  внутри- и  внеклеточному лизису бактерий 
за  счет образования свободных радикалов 
в процессе генерации «кислородного взрыва» 
[3, 4]. На первом этапе «кислородный взрыва» 
синтезируется супероксидный анион радикал 
(О2

–), обладающий огромной реакционной 
способностью  – первичная активная форма 
кислорода (АФК). Далее он подвергается дей-
ствию ферментов, что ведет к  образованию 

ИССЛЕДОВАНИЕ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ 

АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 

В ДИНАМИКЕ ЛЕЧЕНИЯ ПОСТИНФАРКТНОГО 

КАРДИОСКЛЕРОЗА

 Краснова Л. В.,  Беленюк В. Д.,  Гвоздев И. И.,  Савченко А. А. 

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера», 
Красноярск, Россия

Постинфарктный кардиосклероз как одна из форм ишемии имеет исключительную рас-
пространенность среди населения РФ. Для комплексного исследования данной проблемы 
была проанализирована хемилюминесцентная активность нейтрофильных гранулоцитов 
у больных с постинфарктным кардиосклерозом. Было выявлено значительное снижение эф-
фективности развития кислородного взрыва, активно задействованного в воспалительных 
процессах, протекающих при данном заболевании относительно контрольных значений.

Ключевые слова: нейтрофилы, хемилюминесценция, кардиосклероз.
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токсических продуктов кислорода, которые 
определяются как вторичные АФК и  высту-
пают в  роли бактерицидных агентов [1, 2, 3]. 
После фагоцитирования чужеродных частиц 
нейтрофилы обычно погибают, высвобождая 
большое количество биологически активных 
веществ, усиливающих воспаление и хемотак-
сис иммунных клеток в  очаг. Метод хемилю-
минесценции позволяет обнаружить высоко 
реакционноспособные радикалы, тем самым 
оценить интенсивность «кислородного взры-
ва», скорость его развития в нейтрофильных 
гранулоцитах [3, 4].

Целью нашей работы являлось исследова-
ние хемилюминесцентной активности ней-
трофильных гранулоцитов в  динамике лече-
ния постинфарктного кардиосклероза.

Материалы и  методы. На  базе ФГБНУ 
«НИИ медицинских проблем Севера» было 
обследовано 76 пациентов с постинфарктным 
кардиосклерозом, в возрасте 30-65 лет (сред-
ний возраст пациентов составил 46 лет). В ка-
честве контроля обследовано 40 относительно 
здоровых людей аналогичного возрастного 
диапазона. Все исследования выполнены с ин-
формированного согласия испытуемых и в со-
ответствии с  этическими нормами Хельсин-
ской Декларации 2001 г. Хемилюминесцентное 
(ХЛ) исследование активности нейтрофилов 
проводится по  ранее разработанным мето-
дикам. Исследование спонтанной и  зимозан-
индуцированной ХЛ гранулоцитов осущест-
вляли с  помощью хемилюминесцентного 
анализатора «CL3606M» (СКТБ «Наука», Крас-
ноярск). Результаты хемилюминесцентного 
анализа оценивали по следующим параметрам: 
время выхода на максимум (Tmax), максималь-
ное значение интенсивности (Imax) и площадь 
под хемилюминесцентной кривой  (S). Усиле-
ние хемилюминесценции, индуцированной 
зимозаном, оценивали отношением площади 
индуцированной хемилюминесценции к пло-
щади спонтанной (Sинд./ Sспонт.) и определя-
ли как индекс активации. Описание выборки 
производили с  помощью подсчета медианы 
(Ме) и  интерквартального размаха в  виде 25 
и  75 процентилей (С25 и  С75). Достоверность 
различий между показателями независимых 
выборок оценивали по  непараметрическо-
му критерию Манна-Уитни (Mann-Whitney 
U test). Статистический анализ осуществляли 
в пакете прикладных программ “Statistica 8.0” 
(StatSoft  Inc., 2007).

Результаты и  обсуждение. В  ходе иссле-
дования были получены статистически до-
стоверные данные о понижении площади под 
кривой спонтанной люминол-зависимой хе-
милюминесценции (р<0,01) на  первой неделе 
лечения относительно контрольных значе-
ний. Достоверных отличий на  второй неделе 
исследования не выявлено. На первой неделе 
лечения люминол-зависимая хемилюминес-
ценция, индуцированная опсонизированным 
зимозаном, достоверно снижена (р<0,01) от-
носительно контрольных значений. При ис-
следовании интенсивности и времени выхода 
на максимум люминол-зависимой спонтанной 
и  индуцированной хемилюминесценции до-
стоверных отличий обнаружено не было. Это 
указывает на  сниженную продукцию АФК, 
вызнанную метаболическим истощением ней-
трофильных гранулоцитов у  больных с  по-
стинфарктным кардиосклерозом. Площадь 
под кривой люцигенин-зависимой хемилюми-
несценции на первой неделе значительно сни-
жена (р<0,001) по  сравнению с  контрольным 
диапазоном. На  второй неделе достоверных 
отличий по  данному параметру обнаружено 
не было. При оценке индуцированной зимоза-
ном люцигенин-зависимой хемилюминесцен-
ции значимых различий между показателями 
контрольной группы и  пациентов с  постин-
фарктным кардиосклерозом не  обнаружено. 
При исследовании времени выхода на  мак-
симум было обнаружено значимое снижение 
люцигенин-зависимой спонтанной хемилюми-
несценции (р<0,01). Аналогичная картина на-
блюдалась при исследовании индуцированной 
зимозаном люцигенин-зависимой хемилюми-
несценции (р<0,01). На  второй неделе лече-
ния достоверные отличия не зафиксированы. 
В  результате исследования интенсивности 
люцигенин-зависимой спонтанной и индуци-
рованной хемилюминесценции достоверных 
отличий обнаружено не  было. Это указыва-
ет на  сниженный уровень синтеза суперок-
сидного анион-радикала нейтрофильными 
гранулоцитами [1, 2]. Выход супероксидного 
анион-радикала при антигенной стимуляции 
опсонизированным зимозаном ускорен, что 
свидетельствует о  наличии дополнительных 
метаболических резервов нейтрофильных 
гранулоцитов у пациентов с постинфарктным 
кардиосклерозом.

Выводы. В  ходе исследования состояния 
нейтрофильных гранулоцитов у больных с по-
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стинфарктным кардиосклерозом установлены 
изменения их функциональной активности. 
На первой неделе лечения обнаружено значи-
тельное снижение интенсивности «кислород-
ного взрыва» в нейтрофильных гранулоцитах 
крови. Это указывает на  возможное истоще-
ние метаболических резервов в клетках, опо-
средованное спецификой развития данного 
заболевания. На  второй неделе достоверных 
различий в группе больных с постинфарктным 
кардиосклерозом не  обнаружено, что указы-
вает на  развитие компенсаторных процессов 
и эффективность проводимой терапии.
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THE RESEARCH OF CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF NEUTROPHILS 

DURING THE TREATMENT MYOCARDIAL INFARCTION

Krasnova L. V., Belenyuk V. D., Gvozdyov I. I., Savchenko A. A.

FSSI “Scientifi c Research Institute of Medical Problems of the North”, Krasnoyarsk, Russia

Myocardial infarction as a form of coronary disease has exceptional prevalence among the population 
of the Russian Federation. For a comprehensive study of the problem was analyzed chemiluminescent 
activity of neutrophilic granulocytes in patients with postinfarction cardiosclerosis. Showed a statistically 
signifi cant decrease in the effi  ciency of oxygen explosion, actively involved in the infl ammatory processes 
that occur in this disease relative to the control values.

Keywords: neutrophils, chemiluminescence, cardiosclerosis.

Одной из  актуальных проблем современ-
ной педиатрии является диагностика и  лече-
ние воспалительных заболеваний суставов. 

В этой группе заболеваний наиболее распро-
страненным является аутоиммунное пораже-
ние суставов  – ювенильный идиопатический 

УРОВЕНЬ ИЛ-1β И ФНОα В СУПЕРНАТАНТАХ КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР 

У ДЕТЕЙ С ЮВЕНИЛЬНЫМ ИДИОПАТИЧЕСКИМ АРТРИТОМ 

И РЕАКТИВНЫМ АРТРИТОМ

 Криволапова И. М.1,2,  Пашнина И. А.1,2,  Черешнев В. А.2

1Отдел клинической иммунологии, Областная детская клиническая больница № ;
2Лаборатория иммунологии воспаления, Институт иммунологии и физиологии УрО РАН,

Екатеринбург, Россия

Обследованы дети 6–17 лет с ЮИА (n=57), реактивным артритом (n=12) и условно здоро-
вые дети соответствующего возраста (n=31, контроль). Спонтанную и ФГА-стимулированную 
концентрацию ИЛ-1β и  ФНОα в  супернатантах клеточных культур исследовали методом 
ИФА. Выявлено увеличение спонтанной и стимулированной продукции ФНОα иммуноком-
петентными клетками у детей с ЮИА и РеА по сравнению с контролем. Для ИЛ-1β также 
отмечено увеличение спонтанной продукции у детей с ЮИА и РеА, тогда как синтез этого 
цитокина при стимуляции митогеном был ниже, чем в контрольной группе.

Ключевые слова: цитокины, ювенильный идиопатический артрит, реактивный артрит.
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артрит (ЮИА) [1]. В настоящее время актив-
но исследуется цитокиновый профиль у  де-
тей с  ЮИА, также как у  взрослых больных 
с ревматоидным артритом [2, 3]. Определение 
уровня провоспалительных цитокинов, в част-
ности ИЛ-1β и ФНОα, при ЮИА значимо для 
оценки активности заболевания, а  также эф-
фективности антицитокиновой терапии. [4]. 
Однако результаты разных авторов, касаю-
щиеся определения концентраций цитокинов, 
противоречивы [3]. Остаются малоизучен-
ными особенности цитокиновой продукции 
при реактивном артрите (РеА) – заболевании 
суставов, близком к  ЮИА по  клиническим 
проявлениям и  имеющем в  своем патогенезе 
инфекционную и  аутоиммунную составляю-
щие. Наиболее часто концентрации цитоки-
нов определяются в  сыворотке крови, реже 
в  синовиальной жидкости, однако, в  литера-
турных источниках представлены лишь огра-
ниченные данные о способности иммуноком-
петентных клеток к выработке цитокинов при 
стимуляции in vitro.

Целью нашей работы явилось определение 
спонтанного и стимулированного уровней ИЛ-
1β и  ФНОα в  супернатантах культур клеток 
цельной крови у детей с ювенильным идиопа-
тическим артритом и с реактивным артритом.

Обследованы дети 6–17 лет с ЮИА (n=57), 
РеА (n=12) и условно здоровые дети соответ-
ствующего возраста без признаков аутоим-
мунных заболеваний (n=31, контроль). Группу 
с ЮИА составили дети с полиартритом (n=17) 
и олигоартритом (n=40). Забор крови для ис-
следований проводился в утренние часы стро-
го натощак. Для определения содержания ци-
токинов в  супернатантах клеточных культур 
цельную кровь разводили 1:9 глутаминсодер-
жащей средой RPMI-1640 (Пан-Эко, Россия). 
Разведенную кровь инкубировали по 500 мкл 
в CO2-инкубаторе при температуре 37 °C в те-
чение 24 ч в присутствии фитогемагглютини-
на (ФГА) в конечной концентрации 20 мкг/ мл 
и  без стимулятора. Концентрацию ИЛ-1β 
и ФНОα в супернатантах исследовали методом 
ИФА (Вектор-Бест, Россия). Для оценки зна-
чимости различий между группами исполь-
зовали непараметрический критерий Ман-
на-Уитни, результаты представлены в  виде 
медианы. Статистическая обработка выполне-
на с использованием программы Statistica 6.0.

При определении спонтанной и  стимули-
рованной продукции ИЛ-1β и ФНОα у детей 

с  олиго- и  полиартикулярным варианта-
ми ЮИА различий не  обнаружено. Это по-
служило основанием для объединения всех 
больных с  ювенильным идиопатическим ар-
тритом в  одну группу. Выявлено статистиче-
ски значимое увеличение спонтанной про-
дукции ИЛ-1β и ФНОα в группе детей с ЮИА 
(9,0  пг/ мл, р<0,05 и  3,0 пг/мл, р<0,001, соот-
ветственно) по  сравнению с  контрольной 
группой (2,0  пг/ мл и 0,4 пг/мл, соответствен-
но). У детей с реактивным артритом концен-
трации данных цитокинов также были повы-
шены, хотя достоверные различия с  условно 
здоровыми детьми были обнаружены только 
для ФНОα (2,5 пг/мл, р<0,05), концентрация 
ИЛ-1β составила 8,0 пг/мл.

Неоднозначные результаты получены при 
определении ФГА-стимулированного уровня 
ИЛ-1β и  ФНОα. Стимулированная продук-
ция ИЛ-1β была достоверно ниже у пациентов 
с ЮИА (375 пг/мл, р<0,01) и РеА (241,5 пг/мл, 
р<0,05), чем у  детей из  контрольной группы 
(555,0 пг/мл). В то же время продукция ФНОα 
у  больных с  ЮИА и  РеА при стимуляции 
клеток крови митогеном была существенно 
увеличена (296,0 пг/мл, р<0,05 и  405,0 пг/мл, 
р<0,01, соответственно) по  сравнению с  кон-
тролем (250 пг/мл).

Так как наибольшей способностью к  про-
дукции данных провоспалительных цитокинов 
среди клеток крови обладают моноциты  [3], 
то  разница между группами потенциально 
может быть обусловлена содержанием разно-
го количества этих клеток в  образцах крови. 
Но, согласно нашим предварительным иссле-
дованиям, у больных с ЮИА и РеА абсолют-
ное количество моноцитов, как и общее коли-
чество лейкоцитов, не отличалось от такового 
у условно здоровых детей.

Таким образом, выявлено увеличение спон-
танной и  ФГА-стимулированной продукции 
клетками крови ФНОα у больных с ЮИА и РеА 
по  сравнению с  условно здоровыми детьми. 
Для ИЛ-1β у детей с заболеваниями суставов 
также отмечены повышенные по  сравнению 
с  контролем спонтанные концентрации, тог-
да как синтез этого цитокина при стимуляции 
митогеном был ниже, чем у  здоровых детей. 
Выявление высоких спонтанных концентра-
ций ИЛ-1β и  ФНОα при ЮИА и  РеА свиде-
тельствует о наличии у этих больных предше-
ствующей активации иммунокомпетентных 
клеток, приводящей к усилению их способно-
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сти вырабатывать данные цитокины. Снижен-
ная продукция ИЛ-1β после стимуляции ФГА 
у больных с ЮИА и РеА по сравнению со здо-
ровыми детьми, указывает на  истощение ре-
зервов функциональной активности клеток. 
Нами ранее выявлено, что увеличение коли-
чества Т-лимфоцитов, экспрессировавших 
ранний активационный маркер CD69, в ответ 
на стимуляцию ФГА у больных с ЮИА и РеА 
было существенно слабее, чем у  здоровых 
детей [5]. Соответственно, функциональные 
возможности лимфоцитов крови при воспа-
лительных заболеваниях суставов у детей так-
же были снижены. Однако стимулированная 
продукция ФНОα при ЮИА и РеА была выше 
контрольных уровней. Необходимы дальней-
шие исследования для выяснения причин, 
которые приводят к  разной интенсивности 
синтеза исследованных цитокинов при стиму-
ляции. Схожие результаты определения спон-

танной и стимулированной продукции ИЛ-1β 
и  ФНОα при ЮИА и  РеА свидетельствуют 
об общности патогенеза этих заболеваний.
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THE LEVELS OF IL-1β AND TNFα IN THE SUPERNATANTS 

OF THE CELL CULTURE IN CHILDREN WITH JUVENILE IDIOPATHIC 

ARTHRITIS AND REACTIVE ARTHRITIS

Krivolapova I. M.1,2, Pashnina I. A.1,2, Chereshnev V. A.2

1Regional Child’s Clinical Hospital № 1; 2Institute of Immunology and Physiology Ural Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russia

Children with juvenile idiopathic arthritis (n=57), reactive arthritis (n=12) and healthy children (n=31) 
of 6–17 years old were examinated. Spontaneous and FGA-stimulated concentration of IL-1β and TNFα 
in the supernatants of the cell culture were determined by ELISA. Spontaneous and FGA-stimulated pro-
duction of TNFα by immunocompetent cells was increased in children with juvenile idiopathic arthritis 
and reactive arthritis in comparison with control. Spontaneous IL-1β production was also increased in 
children with joints diseases whereas the stimulated production of this cytokine was decreased in com-
parison with healthy children.
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Семафорины – семейство молекул, которые 
содержат филогенетически консервативный 
“sema”-домен и  первоначально были иденти-
фицированы в центральной нервной системе 
как факторы, участвующие в сигнальных про-
цессах аксонального наведения [1]. В  отли-
чие от  остальных членов данного семейства, 
Sema4D, известный также как CD100, впервые 
был выявлен в  иммунной системе  [2], и  уже 
позже на  основании структурного анали-
за был отнесен к  семафоринам IV класса [1]. 
Sema4D представляет собой трансмембран-
ный белок, экспрессируемый в иммунной си-
стеме преимущественно Т-лимфоцитами и, 
в существенно меньшей степени – остальными 
лейкоцитарными популяциями. За  счет про-
теолитического отщепления он может пере-
ходить в растворимую форму (soluble Sema4D, 
sSema4D), сохраняя при этом функциональ-
ную активность [3]. Клетки иммунной систе-
мы экспрессируют два типа рецепторов для 
Sema4D – CD72 и плексин В1 [4]. Более того, 
сам Sema4D может выступать не только в ка-
честве лиганда, но  и  как рецептор, проводя 
сигнал в  клетку, на  которой он экспрессиро-
ван. Учитывая, что Sema4D широко представ-
лен в иммунной системе, а рецептор для него, 
CD72, участвует в  реализации антигенного 
сигнала в В-клетках, данный семафорин, тео-

ретически, должен играть важную роль в кон-
троле активации иммуноцитов. Однако несмо-
тря на то, что и сам Sema4D, и его рецепторы 
были идентифицированы почти 20 лет назад, 
четкого понимания механизмов его участия 
в данных процессах нет до сих пор.

Цель настоящей работы – определить экс-
прессию Sema4D (CD100) Т-лимфоцитами пе-
риферической крови ex vivo, а также в условиях 
поликлональной активации in vitro, с одновре-
менной оценкой уровня растворимого Sema4D 
в супернатантах клеточных культур.

В работе исследовали лейкоциты здоровых 
доноров (средний возраст 30,6 ± 1,38  лет), 
которые выделяли из  гепаринизированной 
венозной крови центрифугированием в  гра-
диенте плотности фиколла-верографина 
(1,077 г/ см3). Полученную суспензию моно-
нуклеарных клеток использовали далее для 
определения экспрессии семафорина Sema4D 
(CD100) Т-лимфоцитами (CD3+4+- и  CD3+8+-
клетками). Определение проводилось проточ-
ной цитометрией с  помощью соответствую-
щих моноклональных антител: анти-CD100*PE 
(Biolegend), анти-CD3*PE/Cy7, анти-CD4/
CD8*FITC (Beckman Coulter). При этом оце-
нивали как процент Sema4D-позитивных 
клеток, так и  уровень экспрессии на  клетках 
данного маркера, определяя среднюю интен-

ЭКСПРЕССИЯ SEMA4D ИНТАКТНЫМИ 

И АКТИВИРОВАННЫМИ Т-ЛИМФОЦИТАМИ IN VITROIN VITRO

 Куклина Е. М.,  Данченко И. Ю.,  Валиева Ю. В., 

 Лопатина В. А.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения 
Российской академии наук, Пермь, Россия

Исследована экспрессия семафорина Sema4D (CD100) Т-лимфоцитами перифериче-
ской крови ex vivo и in vitro, с одновременной оценкой уровня растворимого Sema4D в су-
пернатантах клеточных культур. Показано, что уровень экспрессии семафорина (Mean 
Fluorescence Intensity, MFI) на мембране интактных Т-лимфоцитов существенно повышен 
в культуре клеток по сравнению с таковым ex vivo, и имеет обратную корреляцию с уровнем 
растворимого Sema4D в культуре. В условиях поликлональной активации экспрессия мем-
бранного семафорина на Т-лимфоцитах повышается на начальной стадии и существенно 
снижается впоследствии – по-видимому, за счет его отщепления от мембраны. Учитывая 
участие Sema4D-зависимого сигнала в активации лимфоцитов, изменение его экспрессии, 
по-видимому, играет важную роль в контроле иммунного ответа.

Ключевые слова: семафорины, Sema4D, Т-лимфоциты.
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сивность свечения (Mean Fluorescence Intensity, 
MFI; условные единицы). Наряду с этим, экс-
прессию Т-лимфоцитами Sema4D определяли 
после 1- или 18-часового культивирования 
(2∙106 кле ток/мл) в среде RPMI1640 с добавле-
нием 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки (“Serva”), 300 мкг/мл L-глутамина (“Serva”), 
0,01М HEPES (“Sigma”) и  100 мкг/мл гента-
мицина (“Pharmacia”, Швеция) при 37°С и 5% 
СО2. В качестве активатора Т-клеток исполь-
зовали форболмиристатацетат (ФМА, Sigma; 
10 нг/ мл) и иономицин (Sigma; 2 мкМ). В ряде 
экспериментов культивирование проводилось 
в  присутствии аутологичной плазмы (1%-, 
5%- или 10%-ной) как источника эндогенных 
протеиназ Одновременно определяли уровень 
растворимого Sema4D (sSema4D) в  плазме 
крови, которую получали центрифугировани-
ем венозной крови при 3000 об/мин в течение 
5  мин, а  также в. супернатантах клеточной 
культуры  – иммуноферментным анализом 
(R&D). Статистический анализ проводили 
с использованием t-критерия Стьюдента.

Установлено, что, несмотря на  консти-
тутивную экспрессию семафорина Sema4D 
(CD100) Т-лимфоцитами как ex vivo, так 
и  in vitro, уровень экспрессии данной моле-
кулы, определяемый как средняя интенсив-
ность свечения (MFI), повышен на интактных 
Т-лим фоцитах (CD3+-клетках) в  18-часовой 
культуре: 97,9 ± 10,2 у. е. для Т-клеток ex vivo 
и 125 ± 11,9 у. е. для интактных Т-лимфоцитов 
в культуре; р < 0,05. Это повышение было по-
казано как для CD3+CD4+ Т-лимфоцитов, так 
и для CD3+CD8+ Т-клеток.

Поликлональная активация Т-лимфоци-
тов in vitro (РМА, 10 мкг/мл, и  иономицин, 
2 мкМ) вызывала существенные изменения 
в  экспрессии Sema4D, причем направлен-
ность изменений зависела от  длительности 
культивирования. На  начальном этапе, при 
60-ми нутной инкубации, отмечалось усиле-
ние экспрессии Sema4D – как по отношению 
к  данным ex vivo (MFI: 136 ± 8,45 у. е. для ак-
тивированных Т-клеток и  97,9 ± 10,2 у. е. для 
Т-клеток ex vivo, р < 0,05), так и в сравнении 
со спонтанным вариантом (MFI: 136 ± 8,45 у. е. 
для активированных Т-клеток и 102 ± 15,9 у. е. 
для интактных Т-клеток в культуре, р < 0,05). 
Однако при 18-часовой инкубации этот по-
казатель, напротив, снижался  – в  сопостав-
лении с  данными ex vivo (MFI: 81,8 ± 8,05 у. е. 
для активированных Т-клеток и 97,9 ± 10,2 у. е. 

для Т-клеток ex vivo, р < 0,05), со спонтанным 
вариантом (MFI: 81,8 ± 8,05 у. е. для активиро-
ванных Т-клеток и  125 ± 11,9 у. е. для интакт-
ных Т-клеток в 18-часовой культуре, р < 0,05), 
а  также с  соответствующим показателем для 
активированных Т-лимфоцитов при 60-ми-
нутной инкубации (MFI: 81,8 ± 8,05 у. е. для 
активированных Т-клеток и  136 ± 8,45 у. е. 
для интактных Т-клеток в 18-часовой культу-
ре, р < 0,05). Более того, активация Т-клеток 
в  18-часовой культуре приводила к  появле-
нию субпопуляции CD3+ Т-клеток, не  несу-
щих Sema4D (4,39 ± 0,666% от общего количе-
ства CD3+ Т-лимфоцитов для активированных 
Т-клеток и 1,16 ± 0,207% от общего количества 
CD3+ Т-лимфоцитов для интактных Т-кле ток, 
р < 0,05).

Поскольку известно, что при активации 
Sema4D способен «слущиваться» с мембраны 
в  результате протеолитического отщепления, 
переходя в растворимую форму [5], снижение 
экспрессии семафорина в 18-часовой культу-
ре обусловлено, по-видимому, именно его от-
щеплением. В связи с этим, мы одновременно 
оценили уровень экспрессии растворимого 
Sema4D, sSema4D, в  плазме крови и  в  супер-
нвтантах клеточных культур.

Интересно отметить, что в  супернатан-
тах 18-часовой культуры интактных Т-лим-
фоцитов уровень sSema4D был на  порядок 
выше такового в  сыворотке (концентрация 
sSema4D, пмоль/мл,: здоровые доноры: 2,27 ± 
0,014  – сыворотка, 29,4 ± 5,25  – супернатант 
18-часовой культуры интактных Т-клеток, p < 
0,05). При этом для культуры клеток выявлена 
обратная корреляция между уровнем экспрес-
сии семафорина на  мембране Т-лимфоцитов 
и  его растворимой формы в  супернатанте, 
что указывает на  реципрокную связь между 
мембранной и растворимой формами Sema4D 
в  данной системе. Исходя из  этого, логично 
было ожидать в активированном варианте су-
щественного повышения уровня sSema4D. Од-
нако, вопреки ожиданиям, уровень sSema4D 
в  условиях активации, хотя и  демонстриро-
вал тенденцию к  повышению, статистически 
значимо не изменялся по сравнению со спон-
танным вариантом (концентрация sSema4D, 
пмоль/мл: 29,4 ± 5,25 для интактных клеток 
и  33,8 ± 3,76 для активированных, p > 0,05). 
Достоверной корреляции между экспресси-
ей мембранной и  растворимой формы сема-
форина в  активированном варианте также 
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не  выявлено. Связано это, возможно, с  тем, 
что при активации интенсивно идут два про-
тивоположных процесса – выход семафорина 
и его отщепление, а также, возможно, интер-
нализация мембранной формы Sema4D, и эти 
процессы накладываются друг на друга, не по-
зволяя выявить взаимосвязи мембранного 
и растворимого продукта.

Культивирование клеток в  присутствии 
аутологичной плавзы (1%-, 5%- или 10%-ной) 
как потенциального источника матриксных 
металлопротеиназ, участвующих в  протео-
литическом отщеплении семафорина от мем-
браны, не  выявило статистически значи-
мых изменений в уровне экспрессии Sema4D 
на мембране интактных Т-лимфоцитов, но по-
казало повышение этого показателя на  фоне 
10%-ной сыворотки в случае активации. Оче-
видно, в плазме присутствуют факторы, уси-
ливающие экспрессию Sema4D на  мембра-
не или стабилизирующие ее, а  продукция 
матриксных металлопротеиназ или иных 
ферментов, осуществляющих отщепление 
семафорина от  мембраны, обеспечивается 

самими лимфоцитами в культуре, и уровень 
данных молекул в плазме существенного зна-
чения не имеет.

В целом, нами показано повышение уровня 
экспрессии семафорина Sema4D интактными 
Т-лимфоцитами в  культуре, а  также интен-
сивное отщепление этой молекулы от мебра-
ны как в спонтанном варианте, так и в случае 
клеточной активации, что может иметь место 
in vivo при ответе Т-лимфоцитов на антиген.

Работа поддержана грантом РФФИ (проект 
№ 15–04–05694).
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SEMA4D EXPRESSION BY INTACT AND ACTIVATED 

T LYMPHOCYTES IN VITROIN VITRO

Kuklina E. M., Danchenko I. Yu., Valieva Yu.V., Lopatina V. A.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Perm, Russia

Th e expression of semaphorin Sema4D (CD100) by peripheral blood T lymphocytes ex vivo and in 
vitro has been studied, with the simultaneous determining of soluble Sema4D level in cell culture super-
natants. Th e level of semaphorin expression (Mean Fluorescence Intensity, MFI) by intact T lymphocytes 
was shown to increase substantially in cell culture in comparison with the same indication ex vivo, and 
have reversed correlation with the level of soluble Sema4D in culture. Upon polyclonal activation the ex-
pression of membrane semaphorin on T lymphocytes increases in early stage, and decreases considerably 
later – seems due to their cleavage from cell membrane. Taking into account the involvement of Sema4D-
dependent signaling in lymphocyte activation, the changing of its expression seems to play important role 
in the control of immune response.
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Актуальность и цель работы. Гликогеновая 
болезнь (ГБ) – группа наследственных болез-
ней, характеризующихся избыточным нако-
плением гликогена с нормальной или изменен-
ной структурой в различных органах и тканях, 
чаще в печени и мышцах [1]. Возникновение 
ГБ обусловлено дефектами ферментов, уча-
ствующих в распаде гликогена. К печеночным 
формам ГБ относятся I, III и VI типы, наиболее 
тяжело клинически протекает I тип заболева-
ния. Патология сопровождается хронической 
гипогликемией, приводящей к  метаболиче-
ской декомпенсации. Для пациентов с ГБ ха-
рактерны клинические признаки гумораль-
но-эффекторного иммунодефицита: частые 
бактериальные инфекции верхних дыхатель-
ных путей и ЛОР-органов, кожи и подкожной 
жировой клетчатки, желудочно-кишечного 
тракта [2]. Ранее нами были выявлены изме-
нения в  составе Т-лимфоцитов у  детей с  ГБ: 
увеличение количества Т-хелперов, регуля-
торных Т-лимфоцитов и  Th 17-лимфоцитов, 
прогрессирующие с  возрастом [3]. В  связи 

с  этим, представляет большой интерес ком-
плексная оценка функциональной активности 
гуморального иммунитета у детей с ГБ. Цель 
работы  – оценить состояние гуморального 
звена иммунной системы у пациентов с пече-
ночными формами ГБ.

Пациенты и  методы. За  период с  2010 
по  2014 гг. в  ФГБНУ «НЦЗД» в  динамике 
было обследовано 57 детей с ГБ, из них с I ти-
пом – 22 ребенка (N наблюдений=61), с III ти-
пом – 16 детей (N=28), с VI типом – 19 детей 
(N=42). Возраст пациентов с  ГБ варьировал 
от 1 года до 17 лет, медиана возраста 7,6 лет 
(4,1–10,8). Группу сравнения составили 
48 условно здоровых ребенка, сопоставимых 
по  возрасту. Иммунологические исследова-
ния включали определение относительного 
и  абсолютного числа В-лимфоцитов (В-лф), 
популяций В1 (CD45+CD3–CD19+CD5+) и  В2 
(CD45+CD3–CD19+CD5–) лимфоцитов; опре-
деление активности сукцинатдегидрогеназы 
(СДГ)  – основного фермента цикла Кребса 
и II этапа дыхательной цепи митохондрий 

ГУМОРАЛЬНЫЙ ИММУНИТЕТ У ДЕТЕЙ С ПЕЧЕНОЧНЫМИ 

ФОРМАМИ ГЛИКОГЕНОВОЙ БОЛЕЗНИ
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центр здоровья детей», Москва, Россия

В работе представлены сведения о состоянии гуморального звена иммунитета у 57детей 
с печеночными формами гликогеновой болезни (ГБ), из них с I типом – 22 ребенка, с III 
типом – 16 детей, с VI типом – 19 детей. У пациентов с ГБ, независимо от типа, абсолют-
ное количество В-лф было снижено в  35% случаев, в  40% соответствовало возрастному 
референсному интервалу, а в 26% случаев было повышено. Анализ интенсивности энерге-
тических процессов в В-лимфоцитах выявил выраженные изменения активности СДГ: на-
блюдалась обратная зависимость между содержанием В-лимфоцитов и активностью СДГ 
в них. У большинства пациентов с ГБ выявлено снижение концентрации IgG и нормальное 
содержание IgА и IgM относительно показателей возрастной нормы. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о снижении функции гуморального звена иммунитета у детей с ГБ, 
которое, с нашей точки зрения, определяется, в основном, наличием митохондриальной 
дисфункции в популяциях В-лф, а не изменением их абсолютного количества.

Ключевые слова: гуморальный иммунитет, иммуноглобулины, В-клетки, гликогеновая 
болезнь, сукцинатдегидрогеназа, дети.
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в популяциях В-лф; определение содержание 
иммуноглобулинов классов G, A, M (IgG, IgA 
и IgM) в сыворотке крови. Иммуноцитохими-
ческий анализ крови выполняли на  проточ-
ном цитофлуориметре FC500 (BC, США) [4]. 
Концентрацию Ig определяли иммунотурби-
диметрическим методом на  приборе UniCel 
DxC800 (BC, США). В  связи с  возрастными 
особенностями иммунного статуса детей [5], 
количество В-лф и  концентрации Ig были 
пересчитаны в процентах отклонения от со-
ответствующего возрастного референсного 
интервала. Статистическую обработку полу-
ченных результатов выполняли с  помощью 
пакета программы Statistica6.0. Данные об ак-
тивности СДГ, измеряемой в  усл.ед., пред-
ставлены в  виде медианы (нижняя-верхняя 
квартиль). Достоверность полученных ре-
зультатов оценивали с  помощью критерия 
Манна-Уитни. Различия считали статистиче-
ски значимыми при р<0,05.

Результаты. У пациентов с ГБ, независимо 
от  типа, абсолютное количество В-лф было 
снижено в 35% случаев, в 40% соответствовало 
возрастному референсному интервалу, а в 26% 
случаев было повышено. Процентное распре-
деление пациентов по отклонению количества 
В-лф (снижение  – соответствие референсно-
му интервалу  – повышение) отличалось при 
разных типах ГБ и  составляло при I типе: 
31%- 22%-47%; при III типе: 43%-43%-14%; при 
VI  типе: 29%-57%-14% соответственно. Ана-
лиз абсолютного числа В1-лф выявил сниже-
ние в 13% случаев, соответствие возрастному 
референсному интервалу в 50% и повышение 
в  37% случаев, причем существенных разли-
чий между типами ГБ выявлено не было. Аб-
солютное число клеток В2-лф было снижено 
в 12% случаев, находилось в пределах возраст-
ных референсных интервалов в 40% и было по-
вышено в 48% случаев. При этом повышение 
количества В2-лф было наиболее характерно 
для I типа ГБ и было выявлено в 63% случаев, 
что существенно выше, чем при III типе (25%) 
и при VI типе (36%) (p<0,01).

Анализ интенсивности энергетических 
процессов в  В-лимфоцитах выявил выра-
женные изменения активности СДГ, отли-
чающиеся у пациентов с разными типами ГБ. 
При I типе заболевания активность СДГ в по-
пуляции В-лф была снижена на 22% (р<0,05), 
при VI типе  – на  16% (р<0,05), при III типе 
достоверно не  отличалась от  группы сравне-

ния. Активность СДГ отличалась у пациентов 
со сниженным, нормативным и повышенным 
количеством В-лф. Наблюдалась обратная за-
висимость между содержанием В-лимфоцитов 
и активностью СДГ в них: у пациентов с низ-
ким количеством В1-лф активность СДГ в них 
была повышена и составила 136,7 (83,8–176,6), 
у  пациентов с  нормальным количеством В1-
лф – 79,1 (59,3–93,2), у пациентов с повышен-
ным содержанием В1-лф  – 67,3 (50,2–91,5) 
относительно группы сравнения  – 107,8 
(101,8–129,2). Активность СДГ у детей со сни-
женным количеством В1-лф была выше, чем 
у  пациентов с  повышенным и  нормативным 
количеством В1-лф (р<0,01). У  пациентов 
с низким количеством В2-лф активность СДГ 
в них составила 74,6 (64,4–90,7) с нормальным 
количеством В2-лф – 58,6 (47,1–77,8), с повы-
шенным уровнем В2-лф – 58,1 (41,5–76,4) отно-
сительно группы сравнения – 78,8 (67,1–95,4). 
У  пациентов с  повышенным содержанием 
В2-лф активность СДГ была достоверно ниже, 
чем при низком содержании В2-лф (р<0,01). 
При выделении из  общего числа больных 
ГБ группы пациентов у  которых количество 
В1-лф и  В2-лф соответствовало референсно-
му интервалу (21 наблюдение из  131) было 
показано, что активность в  этих популяциях 
была достоверно снижена и  составила 71,9 
(59,3–81,1) в  популяции В1-лф относительно 
группы сравнения 107,8 (101,8–129,2) (р<0,05) 
и 57,1 (45,9–74,3) в популяции В2-лф (группа 
сравнения  – 78,8 (67,1–95,4), р<0,05). Таким 
образом, у пациентов с ГБ наблюдалось изме-
нение количества как В1-лф, так и В2-лф. По-
вышение уровня В-лф при I типе ГБ связано, 
в большей степени, с увеличением количества 
В2-лф. При оценке функциональной активно-
сти В-лф у пациентов с ГБ выявлено снижение 
активности СДГ в  популяции на  фоне повы-
шенного или нормального их количества, при 
этом снижение количества В-лф сопровожда-
лось повышением активности СДГ в них. По-
лученные данные могут свидетельствовать 
о  компенсаторном повышении активности 
фермента в  ответ на  снижение абсолютного 
числа клеток.

Анализ содержания Ig показал, что кон-
центрация IgG у большинства пациентов с ГБ 
была снижена (70% наблюдений), а ее повыше-
ние наблюдалось лишь у  10% обследованных 
нами детей. Было выявлено, что содержание 
IgG было снижено у 52% пациентов с I типом, 
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у 82% пациентов с III типом и у всех пациен-
тов с VI типом ГБ. Повышение концентрации 
IgG было характерно только для I типа забо-
левания и отмечалось у 20% пациентов с этим 
типом. У 70% пациентов с ГБ содержание IgА 
не  выходило за  пределы референсных значе-
ний, у  30% пациентов наблюдалось увеличе-
ние данного показателя. Детальный анализ 
изменений IgА при разных типах заболевания 
показал повышение его концентрации у  50% 
пациентов с I типом, у 25% с III типом и у 7% 
с VI типом ГБ. Концентрация IgM не выходи-
ла за  пределы референсных значений в  90% 
случаев, у  10% пациентов наблюдалось уве-
личение данного показателя. Повышенное 
содержание IgM выявлено у  15% пациентов 
с I  типом, у  8% пациентов с III типом и  4% 
пациентов с VI типом. У  большинства паци-
ентов с ГБ выявлено снижение концентрации 
IgG и нормальное содержание IgА и IgM отно-
сительно показателей возрастной нормы. Кор-
реляционный анализ не выявил зависимости 
концентрации IgG и количества В-лф. Однако 
у пациентов с высокими концентрациями IgG 
активность СДГ в популяциях В-лф была до-
стоверно выше, чем у  пациентов с  низкими 
концентрациями IgG. В популяции B1-лф ак-

тивность СДГ: ГБ  – 91,3 (59,8–134,4), группа 
сравнения – 56,6 (49,2–86,5), р<0,05; в популя-
ции В2-лф: ГБ – 64,9 (50,5–105,7), группа срав-
нения – 49,4 (39,9–76,4), р<0,05.

Заключение. Полученные результаты сви-
детельствуют о снижении функции гумораль-
ного звена иммунитета у детей с ГБ, которое, 
с нашей точки зрения, определяется, в основ-
ном, наличием митохондриальной дисфунк-
ции в  популяциях В-лф, а  не  изменением их 
абсолютного количества.
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CHARACTERISTICS OF HUMORAL IMMUNITY IN CHILDREN 

WITH HEPATIC FORM OF GLYCOGEN STORAGE DISEASE

Kurbatova O. V.1, Surkov A. N.2, Zakirov R. Sh.2, Polyakova S. I.2, Miroshkina L. V.2, 

Samokhina I. V.2, Izmailova T. D.2, Semenova G. F.2, Nikitin A. V.2, Freidlin E. V.2, 

Melnichuk O. S.2, Semikina E. L.2, Petrichuk S. V.2

1FSBI “Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology” Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation; 2FSBI “Scientifi c Centre of Children Health” under the Russian Academy 

of Medical Sciences, Moscow, Russia

We examined 57 children with hepatic form of GSD. Distribution of children by disease types was: 
22– children with GSD type- I, 16 – children with GSD type-III, 19 – children with GSD type-VI. In pa-
tients with GSD the absolute number of B- lymphocytes was reduced in 35% of cases, 40% were consistent 
with age-related reference interval, and in 26% of cases had increased. Analysis of the intensity of energy 
processes in the B-lymphocytes revealed pronounced changes in the activity of succinatedehydrogenase 
(SDH): there was an inverse relationship between the content of B-lymphocytes and the activity of SDH 
in them. Most patients with GSD showed a reduction in the concentration of IgG and normal levels of 
IgA and IgM relative to age norms. Th e results indicate a decrease in the function of humoral immunity in 
children with GB, which, from our point of view, is determined mainly by the presence of mitochondrial 
dysfunction in populations B-lymphocytes, and not the change in their absolute number.
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Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) отно-
сится к  группе флавивирусов млекопитаю-
щих, переносимых клещами. Репликация ВКЭ 
в центральной нервной системе (ЦНС) приво-
дит к  серьезным неврологическим расстрой-
ствам. В  настоящее время патогенетические 
механизмы клещевого энцефалита, в том чис-
ле взаимодействие вируса с иммунной систе-
мой, активно изучаются, но все еще остаются 
не до конца ясными.

В экспериментах на  лабораторных живот-
ных ранее было показано, что штаммы ВКЭ 
могут значительно различаться по своим пато-
генетическим характеристикам. Вопрос, каким 
образом вирулентность вируса связана с  осо-
бенностями формирования иммунного ответа 
при флавивирусной инфекции, остается мало 
изученным.

Как и другие вирусы, ВКЭ обладает способ-
ностью модифицировать действие иммунной 
системы и уходить от его распознающего вли-

яния. Например, вирус приводит к формиро-
ванию внутриклеточных везикул, которые мо-
гут защищать репликативную форму вирусной 
РНК от клеточного распознавания через RIG-I 
и MDA-5 пути [4], и таким образом отодвигать 
время начала индукции ИФН 1-го типа. ВКЭ 
также обладает способностью к  репликации 
в  разных типах клеток иммунной системы. 
Показано, что T-клетки могут поддерживать 
репликацию штаммов ВКЭ: Абсеттаров, Най-
дорфл, Hypr 71. В литературе имеются сведе-
ния о взаимодействии ДК и ВКЭ [2]. Однако 
эти данные носят фрагментарный характер, 
в настоящее время недостаточно изучены мо-
лекулярно-клеточные механизмы взаимодей-
ствия вируса с  макроорганизмом, в  частно-
сти, мало известно о влиянии эффекторов как 
врожденного, так и адаптивного иммунитета 
на течение КЭ.

Показано, что ВКЭ может существовать 
в виде стабильной гетерогенной популяции, со-
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В настоящее время патогенетические механизмы клещевого энцефалита, в  том числе 
взаимодействие вируса с  иммунной системой, активно изучаются, но  все еще остаются 
не  до конца ясными. Цель работы: изучение иммунофенотипа лимфоцитов мышей при 
экспериментальной инфекции, вызванной вариантами одного штамма вируса клещевого 
энцефалита (ВКЭ) 57 и 58. Установлено, что оба варианта вызывали снижение численности 
NK клеток и T-регуляторных клеток. Вариант 57 вызывал увеличение численности В-лим-
фоцитов. Комбинированное заражение животных вариантами 57 и  58 вызывало дисба-
ланс иммунного ответа, характеризующийся снижением численности пула Т-лимфоцитов, 
Т-хелпе ров, NK клеток и повышением уровня В-лимфоцитов. Вирусы при одновременном 
заражении мышей индуцировали активацию эффекторов иммунной системы. Таким об-
разом, на ранних этапах инфекционного процесса продемонстрирована способность вари-
антов ВКЭ, являющихся компонентами одной вирусной популяции, модулировать эффек-
торные функции врожденного и адаптивного иммунитета.

Ключевые слова: клещевой энцефалит, иммунофенотип лимфоцитов, NK-клетки, T-ре-
гуляторные клетки.
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держащей варианты, обладающие селективным 
преимуществом при репродукции либо в  кле-
щах, либо в  млекопитающих. Такие варианты 
одного и  того  же штамма могут значительно 
различаться по  свои патогенетическим харак-
теристикам и, соответственно, по способности 
индуцировать противовирусный иммунный 
ответ. Характер активации врожденного и адап-
тивного иммунного ответа может зависеть 
от соотношения этих вариантов в популяции.

Цель работы: изучение иммунофенотипи-
ческих особенностей лимфоцитов мышей при 
экспериментальной инфекции, вызванной ва-
риантами одного штамма ВКЭ 57 и 58.

Материалы и методы. Экспериментальные 
животные. Использованы мыши линий Balb/c 
(SPF, самки, 15-16 г), полученные из питомника 
лабораторных животных «Пущино», содержа-
щиеся в условиях вивария ФГУП «Предприя-
тие по производству бактерийных и вирусных 
препаратов Института полиомиелита и вирус-
ных энцефалитов им. М. П. Чумакова».

Вирусы, используемые в  работе. ВКЭ: ва-
рианты 57 и  58, полученные клонированием 
бляшек из популяции адаптированного к кле-
щам варианта штамма ЭК-328. Штамм отно-
сится к  сибирскому подтипу ВКЭ. Варианты 
57 и 58 отличаются друг от друга двумя ами-
нокислотами в поверхностном белке Е. Ранее 
в экспериментах на мышах вирусы продемон-
стрировали различия по  нейроинвазивности 
и чувствительности к интерферону.

Животных заражали интраперитонеально 
по 0,3 мл 1000000 БОЕ вируса в виде культу-
ральной жидкости инфицированных клеток 
СПЭВ 17/91. В  каждой группе исследовано 
по 6 мышей.

Оценку субпопуляционной структуры 
лимфоцитов селезенки мышей осуществляли 
методом проточной цитометрии с применени-
ем моноклональных антител против соответ-
ствующих антигенов различных субпопуля-
ций лимфоцитов. Мононуклеарные лейкоциты 
(МЛ) выделяли из  селезенок при гомогениза-
ции в среде RPMI 1640 (ПанЭко, Россия) с по-
следующим лизисом эритроцитов гипотони-
ческим шоком. Клетки отмывали холодным 
фосфатно-солевым буфером (ФСБ) с  1% фе-
тальной телячьей сывороткой (ФТС) и  окра-
шивали согласно инструкции производителя 
(e-Bioscience, США) мечеными флюорохро-
мом моноклональными антителами к поверх-
ностным клеточным маркерам (СD3, CD4, 

CD8, CD19, MHC II, меченые FITC; CD25, 
NK1.1-PE; Foxp3-APC, СD45-PerC7). Клетки 
отмывали 2 раза холодным ФСБ с 1% ФТС. Ре-
зультаты учитывали на проточном цитометре 
FC-500 (Beckman Coulter, США). Гейт (окно) 
популяции клеток устанавливали на  основе 
комбинации прямого и бокового светорассея-
ния и размера клеток. При учете результатов 
подсчитывали 10000 клеток в гейте.

Статистическая значимость различий уров-
ня цитокинов между группами оценивали не-
параметрическими методами исследования 
с  помощью критерия Mann-Whitney. Стати-
стически достоверными считали различия 
при p ≤0,05.

Результаты и  обсуждение. Исследование 
субпопуляционной структуры лимфоцитов 
селезенок мышей, зараженных вариантами 
ВКЭ, выявило свои особенности. Оба вируса 
не  вызывали повышение численности Т кле-
ток (СD45/CD3) по сравнению с интактными 
мышами. Количество Т-хелперов (СD3/CD4) 
и  СTL (цитотоксических лимфоцитов (CD3/
CD8) оставалось также на уровне контроля.

Основным фактором, препятствующим ак-
тивному размножению вирусов и инфицирова-
нию пораженного организма, являются зрелые 
цитотоксические лимфоциты (СD8 Т-клетки, 
CTL), обладающие важным свойством – спец-
ифичностью действия на  клетку-мишень, т. е. 
способностью уничтожать только клетки, по-
раженные вирусными частицами [5].

В нашем исследовании варианты 57 и  58 
оказывали супрессирующее влияние на  NK-
клетки (c 7,3% в контроле) до 3% (вариант 58) 
и до 1,8% (вариант 57).

У мышей, зараженных вариантами 57 и 58, 
снижалось содержание NКT клеток с  0,4% 
(в  контроле) до  0,1% (p<0,05) и  T-regs с  0,9 
(в контроле) до 0,3% (вариант 57) и 0,5% (ва-
риант 58). Вирусы также повышали (p<0,05) 
уровень клеток с ранним маркером активации 
(СD45/CD25) в 1,5–1,7 раз (вариант 57-13,4%, 
вариант 58-15,3%). Отличительной особен-
ностью варианта 57 была индукция повы-
шения численности В-лимфоцитов (CD45/
CD19) в 1,4 раза по сравнению с вариантом 58 
(соответственно, 19,8% и 14,0%).

Смешанное инфицирование мышей вариан-
тами 57 и 58 привело к неожиданным результа-
там. У мышей, одновременно зараженных дан-
ными вирусами, отмечалась иммуносупрессия 
со снижением количества Т-клеток (в 1,7 раза – 
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с  32,5% до  19,5%), преимущественно пред-
ставленных субпопуляцией Т-хелперов (CD3/
CD4) в  1,95 раз (с  25,6% до  13,1%) по  сравне-
нию с интактными мышами. При этом наблю-
далась тенденция к  повышению численности 
В-лимфоцитов (с  14,2 до  18,0%, p<0,05). Им-
мунный ответ у этих мышей также характери-
зовался преобладанием субпопуляций клеток 
с экспрессией маркера активации CD25 (13,1%). 
Об активации процессов пролиферации и диф-
ференцировки лимфоцитов свидетельствовало 
усиление экспрессии маркера рецептора для 
IL-2 (CD25). Молекула CD25 маркирует активи-
рованные Т-лимфоциты вне зависимости от их 
субпопуляционной принадлежности и активи-
рованные В-клетки [4].

Таким образом, варианты одного штамма 
ВКЭ практически не  отличались по  своему 
действию на  субпопуляционную структуру 
лимфоцитов инфицированных мышей по от-
дельности, но  в  эксприменте со  смешанной 
инфекцией проявили неожиданные свойства.

Оба варианта в  той или иной мере вы-
зывали снижение численности NK клеток 
и T-регуляторных клеток. Вариант 57 вызывал 
увеличение численности В-лимфоцитов. Ком-
бинированное заражение животных вариан-
тами 57 и 58 вызывало дисбаланс иммунного 
ответа, характеризующийся снижением чис-
ленности пула Т-лимфоцитов, Т-хелперов, NK-
клеток и повышением уровня В-лимфоцитов. 
Вирусы при одновременном заражении мы-
шей индуцировали активацию эффекторов 
иммунной системы.

Известно, что, глубокий дефицит Т-кле-
точного звена иммунитета в  острой фазе 
инфекционного процесса, а  также дисфунк-
ция гуморального и  цитокинового звеньев 
иммунной системы влекут за  собой тяжелое 
течение КЭ [1]. Нами показано, что зараже-
ние вариантами одного штамма ВКЭ в  виде 
моноинфекции и  смешанной инфекции раз-
нонаправленно влияет на  экспрессию диф-
ференцировочных и активационных молекул 
на  эффекторах врожденного и  адаптивного 
иммунитета. Таким образом, на ранних этапах 
инфекционного процесса продемонстрирова-
на способность вариантов ВКЭ, являющихся 
компонентами одной вирусной популяции, 
модулировать эффекторные функции врож-
денного и адаптивного иммунитета.

Работа частично поддержана грантом 
РФФИ № НК 15–04–04500/15
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SUBPOPULATION STRUCTURE OF LYMPHOCYTES 

AT THE EXPERIMENTAL INFECTION FOR MICE, CAUSED BY THE 

VARIANTS OF ONE STRAIN OF VIRUS OF TICK-BORNE ENCEPHALITIS

O. V. Motuzova, E. A. Akhmatova, V. G. Khomenkov, N. K. Akhmatova, 

O. V. Lebedinskaya, G. G. Karganova

Currently, the pathogenetic mechanisms of tick-borne encephalitis, including the interaction of the vi-
rus with the immune system is actively being studied, but are not still completely clear. Objective: To study 
the immunophenotype of lymphocytes of mice in experimental infection by variants of tick-borne en-
cephalitis virus strains 57 and 58. Purpose: To study the immunophenotypic features of mice lymphocytes 
in experimental infection caused by one strain of TBEV and variant received from this strain population, 
similar in their virulence, but diff er in several amino acid substitutions in non-structural proteins NS2A 
and NS4A: EK-328 and variant 58. Both viruses in one way or another caused decline of NK cells and T-
reg cells amount. EK-328, in contrast to the variant 58, activated CD45/CD3 T lymphocytes, CD3/CD4 T 
helper cells, CD3/CD8 cytotoxic T cells and CD45/CD19 B lymphocytes. In the early stages of infection 
demonstrated the ability of TBEV strains modulate eff ector functions of innate and adaptive immunity.

Keywords: tick-borne encephalitis, immunophenotype of lymphocytes, NK, T-reg cells.
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На сегодняшний день все большую попу-
лярность при лечении раковых заболеваний 
приобретают подходы, основанные на  ис-
пользовании иммунного потенциала самого 
пациента. Такие способы лечения объеди-
няют в одну большую группу под названием 
«иммунотерапия рака». Быстрый рост попу-
лярности этих методов объясняется высокой 
степенью безопасности для пациента по срав-
нению с традиционными способами лечения, 
такими как радиотерапия и  химиотерапия. 
Иммунотерапевтические средства вызывают 
усиление иммунного ответа или могут бло-
кировать «маскирующие» рецепторы на  по-
верхности раковых клеток, что не  приводит 
к каким-либо токсическим эффектам, влияю-
щим на все клетки организма, а позволяет им-
мунной системе самой выявить и избиратель-
но уничтожить только раковые клетки. Двумя 
наиболее перспективными иммунотерапев-
тическими подходами считаются клеточные 
вакцины, основанные на  применении ден-
дритных клеток, а  также направленная акти-
вация цитотоксических-Т-лим фоцитов (ЦТЛ) 
к  определенному раковому рецептору  [1-3]. 
Обе методики предполагают использование 
дендритных клеток как ключевого медиатора 
презентации антигена эффекторным клеткам 
иммунной системы. Основным моментом, 
обуславливающим качественный результат, 

является правильный выбор методик, направ-
ленных на созревание дендритных клеток. Та-
ким образом, главной целью данной работы 
является определение оптимальных условий 
созревания дендритных клеток.

Материалы и  методы. Получение фрак-
ции моноцитов крови человека (PBMC). 
Фракция моноцитов периферической крови 
была получена из  50 мл крови здорового до-
нора путем центрифугирования в  градиенте 
плотности фикола. Клетки культивировали 
в  среде RPMI-1640 с  добавлением 10% ФБС 
(фетальной бычьей сыворотки) в  количестве 
5х107 клеток. Культивирование и  созревание 
(матурация) дендритных клеток. Фракцию 
моноцитов в количестве 5х107 культивирова-
ли в питательной среде RPMI-1640 (10% ФБС). 
Клетки инкубировали при 37 °C, в атмосфере 
5% СО2 в течение 2 часов. В дальнейшем, су-
спензионные клетки удаляли и  переносили 
на другую 75 см2 культуральную чашку. К ад-
герентным клеткам добавляли питательную 
среду RPMI-1640 (10% ФБС), 1 нг/мл GM–CSF 
и  2 нг/мл IL-4 (PeproTech, США) [3]. На  тре-
тий день к  клеткам добавляли свежую сре-
ду RPMI-1640, содержащую GM–CSF и  IL-4 
в той же концентрации. На пятый день незре-
лые дендритные клетки снимали и переноси-
ли в  24-луночный планшет в  концентрации 
5х105 кл/мл (1 мл/лунка). Также к клеткам до-

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАЗЛИЧНЫХ 

СПОСОБОВ СОЗРЕВАНИЯ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК IN VITROIN VITRO

 Лежнин Ю. Н.1,2,  Чумаков С. П.2,  Чумаков П. М.1
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М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова Российской академии наук (ИБХ РАН) 
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Основной проблемой создания клеточных вакцин на основе дендритных клеток, а так-
же терапии на основе CD8+ цитотоксических лимфоцитов является поиск эффективного 
созревания дендритных клеток in vitro. В данной работе были проанализированы два пути 
индуцированного созревания дендритных клеток, созревание индуцированное смесью ци-
токинов (IL1-b, TNF-alpha, INF-gamma) и созревание индуцированное бактериальным ли-
пополисахаридом (LPS). Было показано, что добавление бактериального липополисахари-
да в питательную среду приводит к более эффективному созреванию, что в значительной 
степени влияет на презентацию антигена и активацию цитотоксических Т-лимфоцитов.

Ключевые слова: Дендритные клетки (ДК), цитотоксические-Т-лимфоциты (ЦТЛ), ли-
пополисахарид (ЛПС), цитокины.
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бавляли лизат клеток линии RKO (карцино-
ма толстой кишки), выступающий в качестве 
источника антигена. Лизат клеток получали 
методом последовательного замораживания-
оттаивания. Количество клеток RKO брали 
исходя из соотношения 1 (ДК):10 (RKO). Куль-
тивацию с антигеном проводили 24 часа в пи-
тательной среде RPMI-1640 (10% ФБС, 1 нг/мл 
GM–CSF, 2 нг/мл IL-4).

В дальнейшем, дендритные клетки были 
разделены на  три группы: группа a: созрева-
ние дендритных клеток осуществляли добав-
лением бактериального липополисахарида 
(ЛПС); группа b: созревание проводили с по-
мощью смеси цитокинов: IL1-b, TNF-alpha, 
INF-gamma; группа c: контрольные незрелые 
дендритные клетки. Культивирование и  ак-
тивация цитотоксических Т-лимфоцитов 
(ЦТЛ). Суспензионные клетки, полученные 
на этапе выделения незрелых дендритных кле-
ток, были использованы в качестве источника 
цитотоксических Т-лимфоцитов. Цитотокси-
ческие Т-лимфоциты выделяли методом имму-
номагнитной сепарации, с помощью «EasySep™ 
Human CD8+ T Cell Enrichment Kit» (StemCell, 
США). Полученную таким образом популяцию 
лимфоцитов культивировали в  среде RPMI-
1640 (10%ФБС). Пролиферацию лимфоцитов 
активировали добавлением в питательную сре-
ду фитогемагглютинина (ФГА) в конечной кон-
центрации 10 мкг/мл, клетки инкубировали 
при 37 °C в атмосфере 5% СО2. После четырех 
дней культивации лимфоциты собирали, цен-
трифугировали при 400 g 10 минут и ресуспен-
дировали в 2 мл питательной среды RPMI-1640 
(10% ФБС). Количество клеток подсчитывали 
с помощью камеры Фукса-Розенталя.

Впоследствии культуру первичных ЦТЛ 
и зрелых ДК переносили на 12 луночный план-
шет в количестве 5х105 ДК/лунка и 5х106/ лун-
ка, что соответствует соотношению клеток 
1 (ДК):10 (ЦТЛ). Совместную культивацию 
проводили в  1.5 мл среды RPMI-1640 с  до-
бавлением 10% ФБС и смеси цитокинов: IL-2 
(5 нг/мл), IL-7 (5 нг/мл) в течение 48 часов.

Эффективность созревания дендритных 
клеток и  презентации антигена проверялась 
сравнением способности лимфоцитов элими-
нировать трансгенные клетки линии RKO, экс-
прессирующие флуоресцентный белок tagRFP. 
Для этого проводили сокультивацию RKO-
tagRFP и  активированных цитотоксических-
Т-лимфоцитов в  нескольких соотношениях: 

1:10, 1:50, 1:100 (RKOtagRFP: ЦТЛ). Эффек-
тивность элиминации раковых клеток линии 
RKO проверяли измерением уровня пролифе-
рации клеток с  помощью набора CyQUANT 
Cell proliferation Assay и  измерением уровня 
флуоресценции на  Microplate Reader triad LT 
(Dynex Technologies, США). Плазмиды и подго-
товка лентивирусных частиц. Для получения 
стабильной клеточной линии RKO, экспрес-
сирующей последовательность гена tag-RFP, 
использовалась система доставки на  основе 
лентивирусных частиц. Упаковка лентиви-
русных частиц осуществлялась с  помощью 
рекомбинантного лентивирусного вектора 
pLCMV-tagRFP, и  вспомогательных плазмид 
pCMV-GAG и pCMV-ΔR8.2. Упаковку рекомби-
нантных лентивирусных частиц осуществляли 
в  клетках линии HEK293T. Трансфекцию кле-
ток линии HEK293T проводили с помощью ка-
тионного реагента TurboFect (LifeTechnologies, 
США). Сбор вирусных стоков проводили через 
48 и 72 часа после трансфекции. Вирусные ча-
стицы концентрировали ультрацентрифуги-
рованием при 40000 rpm, 40 минут на ультра-
центрифуге Beckman TL100 (США). Заражение 
клеток линии RKO проводили в бессывороточ-
ной питательной среде DMEM с  добавлением 
полибрена в конечной концентрации 8 мкг/ мл. 
Через 24 часа клетки переносили в свежую пи-
тательную среду DMEM (10%ФБС). Эффек-
тивность экспрессии флуоресцентного белка 
проверяли через 72 часа после вирусного за-
ражения. Клетки, обладающие необходимым 
уровнем экспрессии флуоресцентного маркера 
отделяли путем сортировки на  клеточном со-
ртере BD FacsVantage SE (BD, США).

Результаты и  обсуждение. В  первый день 
культивации дендритные клетки представляли 
собой однородную, адгерентную популяцию. 
Через 3 дня культивации клеток на питательной 
среде с цитокинами количество суспензионных 
клеток значительно выросло. На  6 день куль-
тивации вся популяция представляла собой 
сугубо суспензионную культуру, с небольшим 
количеством цитоплазматических выростов. 
После добавления антигена и культивации с ма-
турирующими факторами, дендритные клетки 
представляли собой по-прежнему суспензион-
ную культуру, при этом значительно измени-
лась сама форма клеток, характеризующаяся 
наличием большого количества цитоплазма-
тических отростков, что косвенно подтверж-
дало процесс созревания. Измерение эффек-
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тивности созревания ДК определялось при 
помощи уровня элиминации раковых клеток 
цитотоксическими Т-лимфоцитами. Результа-
ты измерения флуоресценции условных групп: 
a – 10715 (12,77%), b – 20522 (24,47%), c –38137 
(45,46%), d – 83883 (100%). Группа d представ-
ляла собой популяцию клеток линии RKO без 
культивации с лимфоцитами, относительно ко-
торой рассчитывался процент флуоресценции. 
Низкий уровень флуоресценции указывает 
на высокий уровень элиминации раковых кле-
ток. Таким образом, опираясь на  полученные 
данные можно утверждать, что использование 
бактериального липополисахарида является 
наиболее оптимальной методикой созревания 

ДК, и может использоваться в дальнейших ис-
следованиях применения ДК и ЦТЛ в области 
иммунотерапии.

Работа выполнена при поддержке Феде-
ральной целевой программы в рамках Согла-
шения No14.607.21.0062 (уникальный иденти-
фикатор прикладных научных исследований 
RFMEFI60714X0062).
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COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE VARIOUS WAYS 

FOR DENDRITIC CELLS MATURATION IN VITROIN VITRO
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Th e main goal of development cell vaccines based on dendritic cells and also therapies based on CD8+ 
cytotoxic lymphocytes is searching for an eff ective method for dendritic cells maturation in vitro. In this 
work two ways induced maturation of dendritic cells were analyzed: maturation induced by mixture of cy-
tokines (IL1-b, TNF-alpha, INF-gamma) and maturation induced by bacterial lipopolysaccharide (LPS). 
It has been shown that the presence of bacterial lipopolysaccharide in the culture medium lead to more ef-
fective maturation. It is greatly aff ect to antigen presentation and activation of cytotoxic T-lymphocytes.

К ВОПРОСУ О РЕЗИСТЕНТНОСТИ 

К ИНТЕРФЕРОНОТЕРАПИИ ПРИ ГЕРПЕСИРУСНОЙ 

ИНФЕКЦИИ
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 Хайлов Н. А.1,  Казанова Г. В.1,  Гурская О. Г.2,  Жарова М. А.2, 
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Лечение больных герпесвирусными инфекциями основано на применении препаратов 
аномальных нуклеотидов. При развитии устойчивости к аномальным нуклеотидам пре-
паратом выбора является интерферон-α (ИФН-α). В  свою очередь, при терапии препа-
ратами ИФН-α также может развиваться резистентность, однако ее механизмы изучены 
недостаточно. Исследовали механизмы развития резистентности к интерферонотерапии 
у 40 больных с активной инфекцией, вызванной вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ) и/или ви-
русом герпеса человека 6 типа (ВГЧ-6) с устойчивостью к аномальным нуклеотидам. По-
казана роль повышения уровня IgG-аутоантител к  ИФН-α, степени вирусной нагрузки 
(ВГЧ-6 и ВЭБ), а также полиморфизмов гена ИЛ-28B.

Ключевые слова: герпесвирусы, интерферон-α, резистентность.
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Герпесвирусная инфекция (ГВИ) занимает 
ведущее место по распространенности и ши-
роте вызываемых патологических процессов. 
ГВИ ассоциирована со  многими болезнями 
«цивилизации»: атеросклерозом, ишемиче-
ской болезнью сердца, аутоиммунными за-
болеваниями, онкопатологией. При развитии 
устойчивости к  аномальным нуклеотидам 
препаратом выбора в  терапии ГВИ является 
интерферон-α (ИФН-α). В  свою очередь, при 
терапии препаратами ИФН-α также может 
развиваться резистентность, однако ее меха-
низмы остаются неизученными.

Целью исследования было изучение ме-
ханизмов развития резистентности к  интер-
феронотерапии у  больных герпесвирусной 
инфекцией (ВЭБ и  ВГЧ-6) с  устойчивостью 
к аномальным нуклеотидам.

Материал и методы исследования. В иссле-
дование вошли 40 больных ГВИ, вызванной 
вирусами Эпштейна-Барр (ВЭБ) и герпеса че-
ловека 6 типа (ВГЧ-6) в возрасте от 23 до 55 лет, 
24 жен. и 18 муж., с наличием резистентности 
к аномальным нуклеотидам (по клиническим 
и лабораторным данным). Длительность забо-
левания – от 3-х до 7 лет. Диагноз ГВИ ставился 
на основании жалоб, анамнеза, общеклиниче-
ского обследования, серологических маркеров 
и количественного определения вирусной на-
грузки в крови и орофарингеальной области. 
Наиболее частыми жалобами пациентов были 
субфебрилитет, общая слабость, головные, 
мышечные и  суставные боли, дискомфорт 
в  горле, расстройства сна. Уровень интерфе-
ронов и аутоантител к ИФН-α больных срав-
нивали с показателями группы здоровых лиц 
(28 чел.). После получения информированно-
го согласия терапию проводили рекомбинант-
ным ИФН-ά – реафероном (РФН) в дозе 3 млн. 
ЕД в  течение 1 месяца. До  и  после интерфе-
ронотерапии исследовали вирусную нагруз-
ку ВЭБ и  ВГЧ-6 методом RT-PCR («Ампли-
Сенс»), определяли содержание ИФН-α и  АТ 
к  ИФН-α в  сыворотке крови методом ИФА, 
(«Цитокин»), исследовали полиморфизмы 
гена ИЛ-28В rs12979860 и  rs8099917 методом 
RT-PCR («ДНК-Технология»).

Результаты. При ПЦР исследовании в слю-
не обнаружена ДНК ВГЧ-6 у 28 больных, в кро-
ви у 2-х, ДНК ВЭБ – у 26 больных, в крови – у 8 
в клинически значимой концентрации. Одно-
временно ДНК ВЭБ и  ВГЧ-6 выявили у  19 
из 40 человек. После окончания терапии РФН 

ДНК ВГЧ 6 типа выявлялась у 25 из 28 боль-
ных (уменьшение на 10,71%), ДНК ВЭБ – у 14 
из  26 (уменьшение на  46,15%), в  крови  – у  4 
из 8 больных. Также снизилось число пациен-
тов с микст ГВИ, вызванной ДНК ВГЧ 6 типа 
и ВЭБ, с 19 до 12 чел (36,84%).

У 25 больных до  проведения интерферо-
нотерапии уровень ИФН-α составил в  сред-
нем 3,4 ± 0,22 пг/мл, что было ниже показа-
теля здоровых (5,8 ± 0,43). У  20 из  них было 
выявлено высокое содержание АТ к  ИФН-α 
(19,84 ± 2,5  усл. ед. при норме 7,32 ± 0,8 усл.ед 
(p<0,01). После терапии уровень АТ к ИФН-α 
в  данной подгруппе повысился в  среднем 
до 28,29 ± 3,3 усл.ед. У 15  пациентов с исход-
но повышенным уровнем ИФН-α (в  среднем 
24,26 ± 4,62 пг/ мл, при показателе среди доноров 
5,8± 0,43 пг/ мл, p<0,01), содержание АТ к ИФН-α 
также в среднем превышало нормальные пока-
затели – 17,47 ± 3,1 усл. ед. После терапии РФН 
у этих пациентов отмечалась тенденция к даль-
нейшему повышению уровня АТ к  ИФН-α 
(с 17,47 ± 3,1 усл.ед. до 21,62 ± 3,8 усл.ед.).

Более, чем у  половины больных с  высокой 
вирусной нагрузкой (>104 копий /мл ВЭБ) выяв-
лено снижение уровня ИФН-α. При исследова-
нии полиморфизма 39738787C>T (rs12979860) 
гена ИЛ-28B нормальный генотип СС был вы-
явлен у  40% пациентов, гетерозиготный ге-
нотип СТ  – у  50,0%, мутантный ТТ  – у  10% 
пациентов. По  данным GenBank [4] частота 
мутантного аллеля Т в общей популяции Ев-
ропейского региона составила 27,7%, тогда как 
в нашем исследовании – 60%. При исследова-
нии полиморфизма 39743165T>G (rs8099917) 
гена ИЛ-28B нормальный генотип TT был вы-
явлен у 75% пациентов, гетерозиготный TG – 
у 22,5%, мутантный GG – у 3,5%. В Европей-
ском регионе по данным GenBank [4] частота 
носительства мутантного аллеля G составляет 
15%, тогда как в нашем исследовании – 26%.

Следует отметить, что у 2 из 40 обследован-
ных пациентов с ГВИ имела место гомозигот-
ная мутация в обоих исследованных участках 
гена ИЛ-28B. Среди пациентов с  наличием 
полиморфизмов в гене ИЛ-28В в 2 раза реже 
наблюдались случаи подавления реплика-
ции ВЭБ после интерферонотерапии, однако 
на данном количестве наблюдений эта разни-
ца недостоверна.

Выводы. 1. Монотерапия рекомбинантным 
интерфероном-α в  течение 1 мес. больных 
с  герпесвирусной инфекцией, резистентной 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 283

к аномальным нуклеотидам, привела к сниже-
нию частоты выявления ДНК ВЭБ (на 46,15%), 
в то время как выявление ВГЧ-6 снизилось не-
значительно (на 10,71%).

2. У  пациентов с  герпесвирусной инфек-
цией, резистентной к аномальным нуклеоти-
дам, обнаружено достоверное по  сравнению 
с нормой повышение уровня IgG-аутоантител 
к ИФН-α; после применения в течение 1 мес. 
рекомбинантного интерферона-α наблюда-
лось дальнейшее увеличение уровня IgG-
аутоантител к ИФН-α.

3. Высокая вирусная нагрузка ВГЧ-6 и ВЭБ 
у  пациентов с  герпесвирусной инфекцией, 
резистентной к  аномальным нуклеотидам, 
ассоциирована с  низким уровнем сыворо-
точного ИФН-α.

4. У  пациентов с  герпесвирусной инфек-
цией, резистентной к  терапии аномальными 

нуклеотидами, выявлена тенденция к  увели-
чению частоты единичных нуклеотидных за-
мен 39743165T>G (rs8099917) и  39738787C>T 
(rs12979860) гена ИЛ-28B.
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INTERFERON RESISTANCE IN PATIENTS 

WITH HERPESVIRUS INFECTIONS
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Treatment of herpesvirus infections is based on nucleotide analogue drugs. If resistance to nucleotide 
analogues develops, interferon-α (IFN-α) is recommended. Th erapy with IFN-α drugs can also result in de-
velopment of resistance, but its mechanisms are still poorly studied. We researched mechanisms of interferon 
resistance in 40 patients with active infections caused by Epstein-Barr virus (EBV) and/or human herpesvirus 
type 6 (HHV-6) that were resistant to nucleotide analogues. Our results show the role of IgG autoantibodies to 
IFN-α, the extent of EBV and HHV-6 viral load and IL-28B genetic polymorphisms in interferon resistance.

Keywords: herpesviruses, interferon-α, resistance.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Иммунные механизмы 284

Актуальность и  цель работы. На  сегод-
няшний день, в литературе представлены не-
однозначные данные о роли трансформирую-
щего фактора роста (TGF-β) и его подсемейств 
(1, 2 и  3 типы) в  развитии глаукомной опти-
ческой нейропатии (ГОН). Семейство TGF-β 
обладает двойственными биологическими 
свойствами классического иммуносупрессора 
пролиферации разных клеток и  важнейшего 
иммуномодулятора в контроле защитных ре-
акций организма (нейротрофический фактор 
защиты)  [1]. Вместе с тем, чаще высказывают-
ся мнения о повышении и негативном значе-
нии этого фактора [2]. Тесная связь продукции 
TGF-β с  функционированием субпопуляции 
иммунорегуляторных клеток (Treg) и матрикс-
ных металлопротеиназ (ММП) обусловливает 
значение этой группы цитокинов в  развитии 
вторичной иммунопатологии [3]. Есть дока-
зательства того, что сбой молекулярного ме-
ханизма, контролирующего сигнальный ме-
ханизм TGF-β, вносит вклад в развитие ГОН 
и  ведет к  развитию глазной гипертензии  [4]. 
Уровни TGF-β1 и TGF-β2 обнаружены незна-
чительно повышенными, причем с  широким 
диапазоном [5]. Таким образом, исследование 

TGF-β при глаукоме занимает ведущее место 
в  работах последних лет, предполагая значи-
тельную роль цитокина в патогенезе болезни.

Целью нашей работы явилось уточнение 
иммунных факторов патогенеза ГОН. Задачи 
исследования: анализ системного и локально-
го уровня цитокинов семейства TGF: TGF-β1 
и  TGF-β2, исследование корреляции между 
уровнем цитокинов (в  сыворотке и  слезе) 
и стадиями первичной открытоугольной глау-
комы (ПОУГ).

Материалы и  методы. Клинически и  лабо-
раторно обследовано 133 пациента с ПОУГ I–III 
стадий, из них в возрасте до 59 лет – 32 (24%) 
человека, старше 60 лет  – 101 (76%) человек. 
Количество пациентов с I стадией составило 
39 (29,3%) человек, со II стадией 56 (42,1%) че-
ловек и с III стадией – 38 (28,6%) человек. Кон-
трольную группу составили 50 практически 
здоровых добровольцев, возраст которых был 
53,45±2,35 года, из них 30 (60%) женщин и 20 
(40%) мужчин. В  сыворотке крови и  слезной 
жидкости определяли содержание цитокинов 
TGF-β1, TGF-β2. Забор слезной жидкости про-
водился после раздражения парами аммиака, 
инсулиновым шприцем (игла предварительно 

НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ 

ТЕОРИИ РАЗВИТИЯ ГЛАУКОМНОЙ ОПТИЧЕСКОЙ 

НЕЙРОПАТИИ
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На сегодняшний день, в литературе представлены неоднозначные данные о роли транс-
формирующего фактора роста (TGF-β) в  развитии глаукомной оптической нейропатии 
(ГОН). Клинически и лабораторно обследовано 133 пациента с первичной открытоуголь-
ной глаукомой (ПОУГ) I–III стадий. В сыворотке крови и слезной жидкости определяли 
содержание цитокинов TGF-β1, TGF-β2. В сыворотке крови и слезной жидкости выявлена 
разнонаправленная динамика TGF-β1 и TGF-β2. Зафиксирован высокий уровень TGF-β2 
у пациентов с ПОУГ, с постепенным его повышением, достигающим при III стадии ПОУГ 
288,63 (201,21; 320,60) пг/мл при контроле 168,50 (110,0; 206,4) пг/мл. Выявлена важная роль 
TGF-β1 и, особенно, TGF-β2, вызывающего, по-видимому, фиброз и ремоделирование тка-
ней глаза, в механизмах нарушения иммунного ответа у больных ПОУГ.

Ключевые слова: цитокины, первичная открытоугольная глаукома, глаукомная оптиче-
ская нейропатия.
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снята) из  внутреннего угла глаза. Обработка 
всех цифровых данных проводилась метода-
ми описательной непараметрической стати-
стики с  использованием программ Statistica 
6.0 и SPSS V 16. Рассчитывались медиана (Ме), 
минимальное и максимальное значения, ниж-
ний и верхний квартили (Q25, Q75). Концентра-
ции в  тексте приведены в  виде Ме (Q25, Q75). 
Уровень доверительной вероятности был за-
дан равным 95%.

Результаты. В  сыворотке крови обнару-
жено, в  зависимости от  стадий, постепен-
ное понижение уровня TGF-β1. При I стадии 
ПОУГ концентрация составила 14,77 (10,75; 
18,31) нг/мл, уровень достоверности по срав-
нению с контролем р<0,05. При II и III стадиях 
концентрация соответственно составила 15,35 
(12,23; 19,71) нг/мл и 13,25 (10,6; 17,30) нг/мл, 
р<0,05 в сравнении с контролем. Таким обра-
зом, выявлено достоверное снижение уровня 
данного цитокина у пациентов с I и III стадия-
ми ПОУГ по сравнению с контрольной груп-
пой (р<0,05), тогда как значения этого цито-
кина в  сыворотке крови при II стадии ПОУГ 
были на уровне контрольных величин.

Уровень TGF-β2 был достоверно выше 
у пациентов с ПОУГ II и III стадиями по срав-
нению с I и группой контроля (р<0,05). Концен-
трация в I, II, III стадиях соответственно соста-
вила 190,42 (140,6; 240,2) пг/мл; 266,30 (188,4; 
288,5) пг/мл и  306,46 (201,28; 340,2)  пг/ мл. 
Еще более интересные данные получены при 
анализе слезной жидкости. Выявлена разно-
направленная динамика TGF-β1 и  TGF-β2. 
При оценке показателей TGF-β1 установле-
но его достоверное понижение во  всех ис-
следуемых группах, причем самое низкое 
значение выявлено у пациентов с III стадией 
ПОУГ (200,0 (150,0; 240,0) пг/мл), р<0,01 при 
контроле 360,0 (270,0; 425,0) пг/ мл. Зафикси-
рован высокий уровень TGF-β2 у пациентов 
с ПОУГ, с постепенным его повышением, до-
стигая при III стадии ПОУГ 288,63 (201,21; 
320,60)  пг/мл при контроле 168,50 (110,0; 
206,4) пг/мл.

Таким образом, при анализе цитокиново-
го профиля в  зависимости от  стадий, под-
тверждено участие семейства цитокинов 
TGF-β в  постепенном развитии ГОН. При I 
и III  стадиях было определено снижение 
уровня TGF-β1 по сравнению с контрольной 
группой. TGF-β2, несомненно, влияет на раз-
витие заболевания, вызывая, по-видимому, 

с повышением концентрации, ремоделирова-
ние тканей трабекулы и решетчатой пластин-
ки зрительного нерва. Полученные результа-
ты позволяют разработать дополнительный 
дифференциально диагностический признак 
ПОУГ II–III стадий: увеличение TGF-β2 в сы-
воротке крови выше 205 пг/мл сопряжено 
с  ПОУГ II стадии (χ2 =4,26, р<0,05 при 2 ст. 
свободы) и ПОУГ III стадии (χ2 =5,86, р<0,01 
при 2 ст. свободы).

Что касается, локальных процессов, влия-
ние на патогенез этих цитокинов более выра-
жено. Концентрация TGF-β1 достоверно по-
степенно снижается, а  концентрация TGF-β2 
повышается с  увеличением стадии ПОУГ. 
Данные подтверждают патогенетическую 
роль TGF-β2 при ПОУГ, вероятно, стимули-
рованный им фиброз вносит вклад в  нару-
шение оттока внутриглазной жидкости и по-
вышение ВГД.

Таким образом, выявлена важная роль 
TGF-β1 и, особенно, TGF-β2 в  механизмах 
нарушения иммунного ответа у  больных 
ПОУГ. Данные свидетельствуют о нарушении 
защитных ингибирующих влияний TGF-β1, 
направленных на  контролирование провос-
палительных гиперэргических реакций у па-
циентов ПОУГ и ослабевании супрессорных 
влияний цитокина, возможно, обусловлен-
ных нарушением дифференцировки Тtreg 
и  формированием хронического воспале-
ния. Также, результаты отражают влияния 
TGF-β2, вызывающего, по-видимому, фиброз 
и  ремоделирование тканей глаза. Данные 
требуют дальнейшего изучения с  поиском 
ранних маркеров прогрессирования и  на-
блюдения за  офтальмостатусом и  уровнем 
гуморального иммунитета в  динамике у  па-
циентов ПОУГ.
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SOME ASPECTS OF IMMUNOLOGICAL THEORY 

OF GLAUCOMATOUS OPTIC NEUROPATHY

Markelova E. V., Khokhlova A. S., Kiriyenko A. V., Dogadova L. P.

Pacifi c State Medical University, Vladivostok, Russia

Th e literature data presented ambiguous role of transforming growth factor (TGF-β) in the devel-
opment of glaucomatous optic neuropathy (GON). Th ere were examined 133 patients with primary 
open-angle glaucoma (POAG) in I–III stages. It was found a gradual level decrease of TGF-β1 and rise 
of TGF-β2. Th ere were recorded high levels of TGF-β2 in patients with POAG, with its gradual increase, 
reaching at stage III POAG 288.63 (201.21; 320.60) pg / ml in the control 168.50 (110.0, 206.4) pg / ml. Th e 
analysis of the cytokine profi le, depending on the stage of disease revealed that TGF-β family of cytokines 
participates in the gradual development of GON. Th e importance of the TGF-β1 and, especially, TGF-β2 
was demonstrated that apparently evoked fi brosis and eye tissue remodeling, in disturbing the mechanism 
of the immune response in patients with POAG.

Актуальность и цель работы. В начальном 
периоде обучения в  вузе учебный процесс 
для курсантов приобретает характер травми-
рующего фактора. При этом развиваются раз-
личные состояния, которые характеризуются 
снижением функциональных особенностей 
организма и  развитием заболевания. Актив-
ные неспецифические механизмы иммуните-
та поддерживают антигенно-структурный го-
меостаз организма. Функционирование этого 
комплекса передается по наследству, но потен-
циальный его максимум – показатель индиви-
дуальный. Для каждого курсанта свой потен-
циальный максимум, что определяет степень 
неспецифической резистентности организма, 

влияя на адаптацию к учебному процессу. Мно-
гочисленные исследования свидетельствуют 
об  ухудшении функционального состояния 
организма курсантов, поступивших в высшие 
учебные заведения военного и  полувоенного 
типа [4, 5]. В  настоящее время важная роль 
в  оценке уровня здоровья (УЗ) практически 
здоровых курсантов принадлежит анализу их 
адаптационного состояния. Отечественными 
учеными Гаркави Л. Х., Квакиной Е. Б. впервые 
был представлен материал о системном отве-
те организма на  воздействия разных по  силе 
раздражителей [3]. В  своих работах, они по-
казали фазовый характер изменения состава 
крови и выделили помимо известной реакции 

РОЛЬ ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА В ПОДДЕРЖАНИИ 

СОСТОЯНИЯ АДАПТАЦИИ У КУРСАНТОВ ПЕРВОГО ГОДА 

ОБУЧЕНИЯ В ВУЗЕ

 Маркина Л. Д.,  Рыбина Е. В.

ГБУВПО «Тихоокеанский государственный медицинский университет», 
Владивосток, Россия

Уровень здоровья курсантов 1 курса разных факультетов Морского государственного 
университета оценивали и выражали в баллах по программе «Антистресс» на основе лейко-
цитарной формулы, интегрального показателя (соотношение количество сегментоядерных 
нейтрофилов к  лимфоцитам). Определяли гормональный статус. Полученные результаты 
показали, что на 1 курсе всех факультетов была выявлена одинаковая закономерность в рас-
пространенности курсантов с разным уровнем здоровья. Отличительной чертой лиц меха-
нического факультета является значительно меньшая бальная оценка в рамках I УЗ и IV УЗ.

Ключевые слова: адаптационные реакции, уровень здоровья, гормональный статус.
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стресса (РС) другие типы адаптационных реак-
ций  (АР). Многолетние исследования измене-
ний во всех системах организма при различных 
АР завершились разработкой интегрального 
показателя (соотношения количество сегмен-
тоядерных нейтрофилов к количеству лимфо-
цитов) оценки адаптационного статуса орга-
низма, основанного на анализе лейкоцитарной 
формулы и созданием компьютерной програм-
мы «Антистресс» [3]. Этот метод нашел широ-
кое применение при количественной оценке 
уровня здоровья на  донозологических этапах 
его исследования [1, 2, 4.]. Выбор темы обуслов-
лен недостаточной разработкой проблемы про-
фессиональной адаптации молодых специали-
стов к учебному процессу. В связи с этим цель 
настоящего исследования состояла в изучении 
динамики адаптационного состояния курсан-
тов – судоводителей и механиков по объектив-
ным критериям оценки интегрального показа-
теля белой крови.

Материалы и  методы. Во  время учебно-
го процесса было обследовано 107 курсантов 
1курса судоводительского и 97 – механического 
факультетов в возрасте 18-19 лет (с 01.12.2011 г. 
по  07.12.2011 г.) Обследование проводилось 
в  специальной лаборатории в  одно время: с  8 
до  9 часов. Уровень здоровья (УЗ) курсантов 
оценивался на  основе клинических анализов 
крови, интегрального показателя (соотношения 
количество сегментно-ядерных нейтрофилов 
к количеству лимфоцитов) с применением ком-
пьютерной программы «Антистресс» [3] и вы-
ражался в баллах. К I УЗ относили лица с отлич-
ным и хорошим состоянием (1680-4960 баллов), 
ко II УЗ  – с  удовлетворительным (920-1679); 
к III – с легким и умеренным нарушением здо-
ровья (320-919); к IV УЗ – в плохом состоянии 
(10-319 баллов). На  иммунологическом анали-
заторе «Stat fax» реактивами фирмы «Biacon» 
и «Гр-ИФА» определяли уровень кортизола, те-
стостерона, соматотропного (СТГ), тиреотроп-
ного (ТТГ) гормонов, тироксина (Т4) и трий-
одтиронина (Т3). Статистическая обработка 
результатов проводилась с  использованием 
методов описательной статистики, U-кри терия 
Манна-Уитни, реализованных в Microsoft  Excel 
2010 и  пакете статистических программ обра-
ботки данных Statistica for Windows, ver.8.0.

Результаты и  обсуждение. Полученные 
результаты показали, что у  курсантов судо-
водительского факультета самой многочис-
ленной (52,3%) была группа с I УЗ (3357,14 ± 

1175,56 балла). Далее следовали лица со II УЗ 
(20,6%; 1215,45 ± 308,42 балла), с III УЗ (15,9%; 
494,38 ± 170,07 балла). Самой малочисленной 
(11,2%) была группа с IV УЗ (245,00 ± 40,93 бал-
ла). Отличительной чертой лиц механическо-
го факультета является значительно меньшая 
бальная оценка в рамках I УЗ и IV УЗ. Курсан-
ты с I УЗ составили 49,5% (2985,53 ± 1138,92 
балла); со II УЗ 23,7% (1248,70 ± 293,45 балла), 
с III УЗ 22,7% (506,67 ± 170,86 балла); с IV  УЗ 
4,1% (200,00 ± 52,92 балла). Курсанты судо-
водительского и  механического факультетов 
с I  УЗ обладали гармоничными адаптацион-
ными реакциями: РПА, РСА и  РТ высокого 
УР. РПА. И  РП среднего УР. Уровень корти-
зола у  курсантов с I  УЗ колебался в  пределах 
260,29  ± 84,93; СТГ – 1,88 ± 1,24; тестостерона – 
29,50 ± 2,71; ТТГ  – 4,33 ± 0,67; Т3  – 1,46 ± 0,16 
и Т4 – 107,98 ± 7,51. Лица со II УЗ обладали РСА 
среднего уровня реактивности (УР) и  РПА 
низкого УР. Уровень кортизола в данной груп-
пе колебался в  пределах 491,72 ± 51,42; СТГ  – 
1,98 ± 0,49; тестостерона  – 21,63 ± 4,13; ТТГ  – 
2,13 ± 0,83; Т3  –1,91 ± 2,44 и  Т4  –115,18 ± 5,96. 
Курсанты с III УЗ имели РТ среднего и низкого 
УР, РСА низкого УР и РП среднего и низкого 
УР. Уровень кортизола – находился в пределах 
755,97 ± 270,20; СТГ  – 8,25 ± 2,91; тестостеро-
на – 15,36 ± 4,11, ТТГ – 1,6 ± 0,45; Т3 – 1,34 ± 0,18; 
Т4 – 100,45 ± 6,94. У курсантов с IV УЗ наблюда-
лась РС низкого УР, РП среднего и низкого УР. 
Уровень кортизола у них колебался в пределах 
1312,90 ± 85,27; СТГ  – 14,49 ± 2,2; тестостеро-
на 9,07 ± 0,24; ТТГ – 1,19 ± 0,05; Т3 – 1,19 ± 0,05; 
Т4 – 96,50 ± 6,16. Расчет корреляции между па-
раметрами (гормоны) и уровень здоровья в ис-
следуемых группах курсантов показал, что су-
ществует значимая положительная связь между 
уровнем здоровья и тестостероном (0,73), ТТГ 
(0,76), а также значимые отрицательные связи 
между уровнем здоровья и кортизолом (0,80), 
СТГ (0,66).
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Health Level of the fi rst-year students from diff erent faculties of the Maritime State University was 
evaluated and expressed in points by the program “Anti-stress” on the basis of leukocyte count, the inte-
gral index (the ratio of the number of segmented neutrophils to lymphocytes). Th e hormonal status was 
determined. Th e results showed that fi rst-year students from all the faculties demonstrated the similar 
pattern in the prevalence of individuals with diff erent levels of health. A distinctive feature of the me-
chanical faculty is lesser score within I and IV health level range.

По современным представлениям одной 
из широко распространенных форм заболева-
ний в оториноларингологии являются острые 
и хронические тонзиллиты – воспалительная 
патология ЛОР-органов, связанная с дефици-
том защитных антиинфекционных механиз-
мов. Тесная взаимосвязь между макроорга-
низмом и  микрофлорой часто не  позволяет 
установить, что является первопричиной раз-
вития патологического состояния: изменения 
в состоянии иммунитета хозяина или сдвиги 
в  составе микрофлоры. Формирование дли-
тельно текущих воспалительных процессов 
определяется не  только взаимодействием 
макроорганизма с  этиологически значимым 
микроорганизмом, но и участием ассоциатив-
ной микрофлоры, которое не ограничивается 
пассивным свидетельством развёртывающих-
ся в  биоценозе событий. Представители ин-

дигенной микрофлоры могут усиливать коло-
низационную резистентность биотопа, тогда 
как появление чуждых данному локусу видов 
микроорганизмов способствует воспалению 
и  снижает эффективность применяемых ле-
карственных препаратов. Лекарственная тера-
пия, безусловно, должна учитывать и микро-
биологические и  иммунологические аспекты 
тонзиллярной проблемы. Вместе с  тем в  ли-
тературе крайне ограничено число исследова-
ний, посвященных комплексному изучению 
микрофлоры и иммунного статуса у больных 
хроническим тонзиллитом.

Цель исследования – оценить микрофлору 
миндалин, уровень иммуноглобулинов в слю-
не и иммунный статус больных хроническим 
тонзиллитом.

Материалы и  методы. Проведено обсле-
дование 53 пациентов с хроническим тонзил-

КОМПЛЕКСНАЯ ОЦЕНКА МИКРОФЛОРЫ МИНДАЛИН 

И ИММУННОГО СТАТУСА У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ 

ТОНЗИЛЛИТОМ

 Михайлова Е. А.,  Ермолина Е. В.,  Шульга И. А.,  Киргизова С. Б.,

 Федорова Т. О.,  Плакатина Н. В.,  Лившиц Н. М.

ГБОУ ВПО «Оренбургский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации, Оренбург, Россия

В работе дана комплексная оценка микрофлоры миндалин и иммунного статуса у боль-
ных хроническим тонзиллитом. Тонзиллярная микрофлора представлена грампозитивны-
ми микроорганизмами, преимущественно, родов Streptococcus и Staphylococcus. Установле-
но снижение основных параметров Т-звена иммунной системы на фоне увеличения уровня 
В-лимфоцитов, содержания иммуноглобулинов IgA и IgG в слюне.

Ключевые слова: тонзиллит, микрофлора, клеточный и гуморальный иммунитет.
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литом в возрасте 18-30 лет. Материал для ми-
кробиологического исследования миндалин 
забирали при помощи стерильного тампона, 
прижимая корень языка стерильным шпате-
лем. Проводилось выделение на  элективных 
средах аэробных и  факультативно-аэробных 
культур микроорганизмов с подсчетом пока-
зателей микробной обсемененности (ПМО) 
и последующей идентификацией при помощи 
стандартных тест-систем (LaChema, Чехия). 
При посеве на кровяной агар оценивалась ге-
молитическая активность изолятов.

Для оценки иммунного статуса у  больных 
определялись показатели клеточного и  гумо-
рального иммунитета. Наряду с определением 
числа лейкоцитов и  суммарных лимфоцитов 
в  периферической крови, изучены субпопу-
ляционный состав лимфоцитов (СD3+, СD4+, 
CD8+, СD19+) в  реакции иммунофлюорес-
ценции с помощью моноклональных антител 
фирмы «Сорбент». Фагоцитарная и метаболи-
ческая активность сегментоядерных нейтро-
филов периферической крови оценивалась 
по  фагоцитарному показателю (ФП), фаго-
цитарному индексу (ФИ) и  тесту восстанов-
ления нитросинего тетразолия (НСТ-тест). 
Содержание иммуноглобулинов классов A, 
M, G, sIgA определяли в  слюне иммунофер-
ментным методом с использованием наборов 
«Вектор Бест». Результаты обрабатывались 
статистически методами вариационной стати-
стики с использованием пакета программ для 
ПК “Microsoft Excel”. Достоверными считались 
различия при р<0,05.

Результаты и  обсуждение. При исследова-
нии микробиоценоза миндалин было выделе-
но 189   штаммов микроорганизмов, из  кото-
рых 97 обладали гемолитической активностью. 
В  основном (84%), тонзиллярная микрофлора 
была представлена грампозитивными микро-
организмами. Доминирующими таксонами 
были представители родов Streptococcus  – 
S.  pneumoniae, S. salivarius, S. mitis, S.  sanguis, 
S. viridians (средний ПМО  – 103  КОЕ/там-
пон) и  Staphylococcus  – S. epidermidis, S.  hae-
molyticus, S. aureus (средний ПМО – 103 КОЕ/
тампон). Выделялись также бактерии родов 
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Gemella. 
Наиболее частыми представителями грамне-
гативной микрофлоры изученного биотопа 
были: Escherichia – E. coli (ПМО – 10 КОЕ/там-
пон), Neisseria spp. (ПМО  – 10 КОЕ/тампон), 
Pseudomonas spp. (ПМО – 10 КОЕ/тампон). Кро-

ме того, у 34 обследованных лиц изолированы 
грибы рода Candida spp. (ПМО – 102-103 КОЕ/
тампон). Микроорганизмы выделялись как 
в монокультуре (2%), так и в ассоциациях (98% 
случаев). Частыми ассоциантами нейссерий 
были S. salivarius (31% случаев), S. aureus (20%), 
S. pneumoniae (16%), Candida spp. (16%), Pseu-
domonas sp. (11%). Псевдомонады высевались 
вместе с  S. aureus (50% случаев), S. epidermids 
(20%), S. haemolyticus (14%), S.  salivarius (11%), 
S. pneumoniae (25% случаев).

При оценке иммунного статуса пациентов 
установлено значимое повышение уровня 
лейкоцитов (7,0±0,23 против 6,22±0,19×109 
в контроле), относительного (40,2±1,55 про-
тив 35,33±0,62% в  контроле) и  абсолютного 
(2,86±0,13 против 2,19±0,07×109 в  контроле) 
количества лимфоцитов, и  напротив, до-
стоверное уменьшение относительного ко-
личества с/я нейтрофилов соответственно 
(51,8±1,61 против 56,94±0,51% в контроле).

При оценке фагоцитарной активности 
у  больных тонзилллитом, выявлено увеличе-
ние значений ФИ (4,88±0,17 против 3,67±0,08 
в  контроле) и  стимулированного НСТ-теста 
(37,8±0,87 против 14,16±0,87% в контроле).

Исследование Т-звена иммунной систе-
мы показало снижение основных ее параме-
тров у  больных тонзиллитом по  сравнению 
с  контролем. Так, было установлено сниже-
ние уровня относительного содержания CD3- 
(52,9±1,04 против 62,61±0,74% в  контроле), 
CD4- (37,9±0,97 против 42,12±0,71% в  кон-
троле) и CD8- (21,9±0,79 против 24,24±0,43% 
в контроле) лимфоцитов. Вместе с тем, у боль-
ных наблюдалась достоверная тенденция 
к увеличению относительного (16,7±0,65 про-
тив 14,22±0,46% в  контроле) и  абсолютного 
(0,48±0,033 против 0,31±0,01×109 в  контроле) 
уровня CD19-лимфоцитов, одного из главных 
параметров В-системы иммунитета.

Важно подчеркнуть, что увеличение уров-
ня В-лимфоцитов в  периферической крови 
сопровождалось достоверным повышением 
содержания иммуноглобулинов в  слюне: IgA 
(0,14±0,009 против 0,07±0,002  мг/ мл в  кон-
троле,) и  IgG (0,048±0,005 против 0,007± 
0,0004 мг/ мл в контроле). Существенных из-
менений уровня IgМ не  установлено. Изме-
нения концентрации sIgA в слюне имели тен-
денцию к некоторому снижению его уровня 
у  больных тонзиллитом (208,4±16,3 против 
245±23,0 мг/л в контроле).
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Таким образом, у  больных тонзиллитом 
выявлен дисбаланс факторов естественной 
резистентности и  Т-, В-систем иммунитета. 
Наличие высокого уровня обсемененности 
слизистой миндалин условно-патогенной ми-
крофлорой с вирулентными свойствами может 
являться триггерным фактором развития дис-
баланса иммунной системы с  активацией гу-
морального иммунитета и, напротив, форми-
рованием Т-клеточной недостаточности [1, 2]. 
Увеличение показателей, характеризующих 
фагоцитарную и метаболическую активность 
нейтрофилов, свидетельствует об  активации 

факторов врожденного иммунитета в  ответ 
на  антигены микрофлоры миндалин. Полу-
ченные результаты могут быть использованы 
при решении вопросов о назначении иммуно-
модулирующей терапии пациентов с хрониче-
ским тонзиллитом.
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Summary. In this work the comprehensive assessment of tonsillar microfl ora and immune status in 
patients with chronic tonsillitis. Gram-positive tonsillar fl ora is represented by micro-organisms, mainly 
genera Streptococcus and Staphylococcus. A reduction in the main parameters of immune T-system level, 
with increased levels of B-lymphocytes of immunoglobulins IgA and IgG in saliva.
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Иммунотропные свойства металлов обу-
словлены тем обстоятельством, что большин-
ство из  них участвуют в  энзимных реакциях 
или способны нарушать функцию многочис-
ленных ферментных систем, куда они входят 
в качестве коэнзимов. Среди тяжелых метал-

лов хром занимает одно из  приоритетных 
мест, так как достаточно широко использует-
ся в промышленности, а также необходим для 
нормального протекания биохимических про-
цессов [1]. Реакция иммунной системы на ме-
таллы зависит от дозы, экспозиции, вида ис-

ИММУНОТРОПНОЕ ВЛИЯНИЕ ХРОМА 
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Иммунотропное влияние хрома на организм крыс Вистар проявлялось в наибольшей 
степени на 90-е и 135-е сутки эксперимента и выражалось в снижении: величин индексов 
(тимического, селезеночного) и содержания кариоцитов в данных органах, стандартизи-
рованных по массе тела и органа; числа CD3+-, CD4+-, CD8+- лимфоцитов, концентрации 
ИЛ-6 на фоне увеличения продукции ИЛ-4 в селезенке.
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следованных в эксперименте животных, пути 
поступления в  организм, использовании мо-
делей in vivo или in vitro. 

Целью работы явилось исследование влия-
ния хрома на  параметры иммунной системы 
крыс Вистар.

Экспериментальные исследования прове-
дены на  285 здоровых половозрелых крысах-
самцах линии Вистар массой 250–300 г. Доза 
токсиканта соответствовала одной ПДК [2]. 
Все животные были разделены на  2 группы 
и  содержались на  стандартном пищевом ра-
ционе. Крысы 1-й группы (контроль) получали 
воду, 2-й группы вместе с питьевой водой – би-
хромат калия («Полихим», Россия) из расчёта 
20  мг/кг. Через 45, 90 и  135 суток крысы вы-
водились из  эксперимента летальной дозой 
эфирного наркоза. В крови, тимусе, селезенке 
и костном мозге определяли число клеток в со-
ответствии с лабораторными методами иссле-
дования экспериментальных животных  [3]. 
Иммунофенотипирование спленоцитов про-
водили с использованием моноклональных ан-
тител (“eBioscience”, США) к рецепторам CD3, 
CD4, CD8. Процентное содержание CD3+-, 
CD4+-, CD8+- лимфоцитов селезенки опреде-
ляли на  проточном двухлазерном цитофлюо-
риметре “FACS Canto II” (“Becton Dickinson”, 
США). Продукцию цитокинов в  супернатан-
тах нестимулированных и  стимулированных 
конкавалином А  (Кон А) культур спленоци-
тов (ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-10, ИФНγ) оценивали 
с использованием метода ИФА (тест–системы 
«Bender MedSystems», Австрия). Регистра-
цию результатов проводили на  фотометре 
Multiskan (Labsystems, Финляндия). Резуль-
таты проведенных исследований обработаны 
методами вариационной статистики с исполь-
зованием пакета программ для ПК “Microsoft  
Excel 7.0,” “STATISTICА 10.0”, включая методы 
параметрического (критерий Стьюдента-Фи-
шера), непараметрического (критерий Ман-
на-Уитни) анализов. Корреляционный ана-
лиз выполнен в  рамках программы «Statistica 
for Windows  10.0». Для выделения значимых 
коэффициентов корреляции был выбран 
уровень значимости, принятый для медико-
биологических исследований (р < 0,05).

Исследование периферической крови крыс, 
подвергшихся воздействию хрома, показало 
отсутствие выраженных изменений числа лей-
коцитов и  лейкоцитарной формулы. В  тоже 
время воздействие хрома на лимфоидные ор-

ганы крыс выражалось в уменьшении их массы 
и  количества ядросодержащих клеток (ЯСК) 
в этих органах. Так, наиболее выраженные из-
менения установлены на 135 сутки эксперимен-
тального исследования и выражались в сниже-
нии массы тимуса (164±7, контроль – 247±8 мг) 
и селезенки (757±28, контроль – 1042±20 мг), 
а также количества клеток на орган: в тимусе 
(195±9, контроль – 434±23×106/орган) и селе-
зенке (589±22, контроль  – 1031±30×106/ ор-
ган). В  костном мозге снижение количества 
ядросодержащих клеток выявлено на 90 сут-
ки экспозиции и  составило 70±1,31×106/ор-
ган (контроль  – 79±3,12×106/орган). Наряду 
с этим на 135 сутки установлены наиболее вы-
раженные уменьшения: тимического индекса 
(0,62±0,04, контроль 0,82±0,05мг/г), содержа-
ния ЯСК тимуса/массу тела (0,73±0,03, кон-
троль 1,45±0,10×106/г) и  ЯСК тимуса/массу 
органа (1,24±0,10, контроль 1,80±0,09×106/ мг); 
количества ЯСК селезенки/массу тела (2,20± 
0,10, контроль 3,40±0,18×106/г) и  ЯСК се-
лезенки/массу органа (0,79±0,04, контроль 
1,01±0,03×106/мг). Исследование субпопуля-
ционного состава Т-лимфоцитов в  селезенке 
крыс опытной группы выявило снижение чис-
ла CD3+-лимфоцитов (45,48±1,46, контроль 
48,50±0,83%), CD4+-лимфоцитов (32,48±1,48, 
контроль 37,50±0,8%), CD8+-лимфоцитов 
(10,04±1,87%, контроль 14,60±1,06%) наиболее 
выраженное на 90 сутки экспозиции. Изучение 
влияния хрома на секрецию цитокинов спле-
ноцитами крыс показало, что индуцирован-
ная Кон А  выработка указанных цитокинов 
спленоцитами крыс характеризовалась уве-
личением уровня ИЛ-4 с максимумом на 135 
сутки (63,42±16,10, контроль 4,58±0,86 пг/мл) 
и снижении концентрации ИЛ-6 (83,48±12,25, 
контроль 129,24±15,47 пг/мл) наиболее выра-
женным также на  135 сутки. Наряду с  уста-
новленными сдвигами в  лимфоидных орга-
нах крыс, подвергшихся воздействию хрома, 
в ранее проведенных работах на аналогичной 
модели было установлено повышение интен-
сивности процессов свободного радикально-
го окисления (СРО) крыс (сыворотка крови, 
селезенка, печень) и  перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) (селезенка, печень), на  фоне 
снижения активности супероксиддисмутазы 
(СОД), каталазы и  изменение уровня микро-
элементов (МЭ) (снижение концентрации Cu, 
никеля, Fe (кровь, печень), повышение содер-
жания Cr (кровь, селезенка, печень)) [4]. Для 
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поиска связи между выявленными сдвигами 
иммунологических, биохимических параме-
тров и  содержанием МЭ в  биосредах экспе-
риментальных животных при воздействии 
хрома был проведен корреляционный анализ 
между уровнем МЭ в биосредах и иммуноло-
гическими, биохимическими параметрами. 
Так, дисбаланс Cu и Zn, развивающийся из-за 
поступления и  кумуляции Cr, приводит так-
же к снижению активности антиоксидантных 
ферментов, а именно, Cu-СОД и Zn-СОД, так 
как МЭ являются кофакторами металлофер-
ментов. Поэтому активность СОД находит-
ся в  прямой зависимости от  содержания Zn 
и  Cu, что подтверждается корреляционными 
связями, установленными между уровнем Cu 
и активностью СОД (r = от 0,36 до 0,70) и со-
держанием Zn и активностью СОД (r = от 0,30 
до 0,66). Повышение содержания Cr находит-
ся в  прямой зависимости между нарастани-
ем уровня ДК и  МДА, что подтверждается 
корреляционными связями, установленны-
ми между содержанием Cr и  концентрацией 
ДК (r  = от  0,34 до  0,78) и  содержанием МДА 
(r = от 0,30 до 0,89). Генерация свободных ра-
дикалов играет ведущую роль в Cr – индуци-
рованном апоптозе, под действием которых 
возникает значительное количество потен-
циально нерепарируемых поврежде ний ДНК. 
В  результате чего активация апоптоза может 
быть причиной снижения субпопуляционного 
состава Т-лимфоцитов селезенки CD3-, CD4- , 

CD-8-лимфоцитов. Поэтому число CD3-, 
CD4-, CD-8-лимфоцитов находится в  обрат-
ной зависимости от  содержания хрома, что 
подтверждается корреляционными связями, 
установленными между уровнем хрома и чис-
лом CD3-лимфоцитов (r = от –0,38 до –0,82), 
CD4-лимфоцитов (r  = от  –0,50 до  –0,68), ко-
личеством CD-8-лимфоцитов (r  = от  –0,32 
до  –0,48). Таким образом, на  основании ре-
зультатов корреляционного анализа между 
содержанием МЭ в биосредах и иммунологи-
ческими, биохимическими параметрами мож-
но прийти к заключению о том, что выявлен-
ные сдвиги параметров иммунной системы 
явились результатом влияния процессов СРО 
и изменения уровня микроэлементов.
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IMMUNOTROPIC EFFECT OF CHROMIUM AT RATS WISTAR

Mihaylova I. V., Smolyagin A. I.

SEI HPE “Orenburg State Medical University, Ministry of Health of Russia”, 
Orenburg, Russia

Immunotropic eff ect of chromium on the body of Wistar rats was shown to the greatest extent in the 
90th and 135th day of the experiment and are expressed in reducing: index value (thymic, splenic) and 
nucleated cell content in these organs, standardized by body weight and body; the number of CD3+ -, 
CD4 +  -, CD8+ – lymphocyte IL-6 concentrations, with increased production of IL-4 in spleen.

Key words: chrome, immune system, experiment.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 293

Актуальность и цель работы. Воспалитель-
ный процесс в апикальном периодонте развива-
ется, как следствие некроза пульпы и обуслов-
лен поступлением инфекционно-токсического 
содержимого корневых каналов (КК) зубов 
через верхушечное отверстие. Именно факто-
ры иммунной системы, участвующие в  воспа-
лительной реакции на границе корневой канал 
зуба-периодонт, являются ключевым звеном 
патогенеза хронического воспалительного про-
цесса в  периодонте, определяя местные ткане-
вые реакции на воздействие патогенов. Известна 
корреляция между концентрацией эндотокси-
нов бактерий и  уровнем белковых реактантов 
воспаления, из  которых С-реактивный белок 
достоверно отражает как активность патофи-
зиологического процесса, так и клиническое со-
стояние больных [3].

Цель исследования  – изучить концентра-
цию С-реактивного белка в  периапикальном 
очаге при лечении деструктивных форм апи-
кального периодонтита.

Материалы и методы. Проведено открытое 
проспективное рандомизированное контроли-
руемое клинико-лабораторное исследование, 
в  рамках которого 41 пациент с  различными 
формами ХАП, в том числе: гранулирующая – 
17, гранулематозная – 13, обострение – 11, кото-
рые в зависимости от вида терапии были разде-
лены на две группы: 1-я группа – традиционное 
эндодонтическое лечение зубов с применением 
методики временного пломбирования корне-

вых каналов кальцийсодержащим препаратом 
«Радент» («Радуга Р», Россия), приготовленном 
на  2% растворе хлоргексидина; во  2-й груп-
пе вышеописанный метод лечения дополняли 
магнито-лазерной терапией. В  качестве источ-
ника инфракрасного лазерного света с длиной 
волны 0,85–0,98 мкм применен полупроводни-
ковый аппарат «Оптодан» (НПП «Венд», Рос-
сия), работающий в импульсном режиме и диа-
пазоне частот 80-2000 Гц; выходная мощность 
до  4  Вт; дополнительная магнитная насадка 
обеспечивает магнитную индукцию не  менее 
50  мТл. Процедуру проводили с  использова-
нием «противовоспалительных» параметров 
на 1-м канале в проекции верхушек корней при-
чинного зуба по  переходной складке и  на  об-
ласть корневых каналов зубов по 2 мин.

Всем пациентам проведено исследование со-
держимого периапикального очага в динамике 
лечения. Для забора материала применяли мо-
дификацию метода О. В. Беляевой и  Н. Н. Ке-
воркова [1], суть которой состоит в следующем: 
стерильные бумажные штифты конусовидной 
формы диаметром 0,25 мм, применяемые в эн-
додонтии, помещали в корневой канал зуба, что 
позволяло получить содержимое из  его наи-
более узкой части и  периапикальной области. 
Штифты пропитывались жидким содержимым 
периапикального очага в  объёме 5 мкл, после 
чего их помещали в 1 мл физиологического рас-
твора NaCl (первичное разведение материала 
составило 1:200). После тщательного диспер-

УРОВЕНЬ С-РЕАКТИВНОГО БЕЛКА В ДИНАМИКЕ ЛЕЧЕНИЯ 

ДЕСТРУКТИВНЫХ ФОРМ ХРОНИЧЕСКОГО АПИКАЛЬНОГО 

ПЕРИОДОНТИТА

 Мозговая Л. А.,  Быкова Л. П.,  Задорина И. И., 

 Годовалов А. П.,  Сайдазимов Б. Ш.

ГБОУ ВПО Пермский государственный медицинский университет 
имени академика Е. А. Вагнера Минздрава России, Пермь, Россия

В настоящей работе определена концентрация С-реактивного белка в периапикальном 
очаге у пациентов с деструктивными формами хронического апикального периодонтита, 
которая существенно повышается при обострении процесса и  коррелирует с  видом те-
рапии. Использование комплексного лечения с применением медикаментозных и физиче-
ских факторов способствует снижению выраженности воспалительного процесса.

Ключевые слова: С-реактивный белок, хронический апикальный периодонтит, Радент, 
инфракрасный лазерный свет.
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гирования пробы аликвотировались и  храни-
лись при температуре –18°С. Концентрацию 
С-реактивного белка (СРБ) в  исследуемых об-
разцах определяли методом иммунофермент-
ного анализа с использованием наборов реаген-
тов ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск).

Для статистической оценки полученных 
данных использовали парный и непарный ва-
рианты t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение. При исследовании 
содержимого периапикального очага до лечения 
определены следующие концентрации СРБ: при 
гранулематозной форме ХАП – 0,067±0,007 мг/л; 
гранулирующей – 0,084±0,012 мг/л, при обостре-
нии хронического процесса – 0,222±0,070 мг/л 
(p<0,05 к обеим формам ХАП). Среднее значе-
ние концентрации СРБ в периапикальном оча-
ге при деструктивных формах ХАП составило 
0,150±0,025 мг/л, которое принято за исходный 
фон. После проведения методики временного 
пломбирования КК зубов (через 7–10 суток) 
повторное исследование содержимого периапи-
кального очага у пациентов обеих групп уста-
новило статистически значимое снижение кон-
центрации СРБ: в 1-й группе – 0,061±0,004 мг/л, 
во 2-й – 0,044±0,007 мг/л (p<0,05 – по отноше-
нию к  исходному фону; p>0,05  – между груп-
пами). В связи с тем, что корневой пломбиро-
вочный материал «Радент», приготовленный 
на  2% растворе хлоргексидина, обладает вы-
раженным антибактериальным действием [4], 
можно предположить, что снижение микроб-
ной нагрузки в содержимом корневых каналов 
зубов при ХАП под влиянием медикаментоз-
ного лечения влечет за собой и изменение кон-
центрации СРБ. Кроме того, магнито-лазерное 
излучение обладает усиленным противовос-
палительным и  противоотечным действием 
за  счет вазоконстрикции сосудов и  снижения 
проницаемости сосудистой стенки; активиру-
ет микроциркуляцию тканей пародонта за счет 
фибрино- и  тромболитического действия, что 
также может оказывать положительное влия-

ние на уровень белковых реактантов воспале-
ния в очаге поражения.

Сопоставляя полученные нами результаты, 
с данными по уровню СРБ в периапикальном 
очаге при ХАП, с  таковыми в  гингивальной 
жидкости и  сыворотке крови пациентов при 
патологии периодонта, выяснилось, что в двух 
последних случаях они оказались выше, что 
указывает на  активную реакцию со  стороны 
системного иммунного ответа с  участием гу-
моральных факторов врожденного иммуни-
тета на общем и местном уровне [2, 5]. Однако 
концентрация СРБ в очаге воспаления при стан-
дартном определении предположительно может 
быть занижена за счет связывания его с микро-
организмами и белками системы комплемента. 
В настоящей работе показано снижение концен-
трации С-реактивного белка в периапикальном 
очаге при деструктивных формах апикального 
периодонтита под влиянием лекарственных 
средств (кальций-содержащий препарат «Ра-
дент» и 2% раствор хлоргексидина) на 59,4%, 
а в случае комплексного применения медика-
ментозных и  физических (магнито-лазерная 
терапия) факторов – на 70,7%. Данное обстоя-
тельство указывает на  уменьшение активно-
сти воспаления и  регрессию патологического 
процесса, что может говорить об эффективном 
влиянии комплексного эндодонического лече-
ния на  местные факторы гуморального имму-
нитета и корреляции их от вида терапии.
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C-REACTIVE PROTEIN CONTENTS DURING THE TREATMENT 

OF CHRONIC APICAL PERIODONTITIS DESTRUCTIVE FORMS
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In the present study there were determined the concentrations of C-reactive protein in the periapical lesions 
in patients with destructive forms of chronic apical periodontitis, which signifi cantly increased during the ex-
acerbation of the process and depended on the type of therapy. Th e use of combined treatment with the use of 
medication and physical factors contribute to the reduction of the severity of the infl ammatory process.
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Организация иммунодиагностики и  тера-
пии аллергических заболеваний при оказании 
специализированной медицинской помощи 
подразумевает эффективное обеспечение ле-
чебного процесса соответствующими фарма-
цевтическими препаратами. С  целью деталь-
ной оценки фармацевтического компонента 
оказания специализированной помощи в  от-
делении аллергологии бюджетного медицин-
ского учреждения «Курская областная кли-
ническая больница» (БМУ «КОКБ») проведен 
качественный и  количественный анализ ас-
сортимента аллергенов, применяемых для ди-
агностики и лечения аллергопатологии.

Методологическую основу исследования со-
ставили системный, ситуационно-логический 
анализ, маркетинговый анализ аллергенов, за-
регистрированных в Российской Федерации.

В качестве объектов исследования исполь-
зованы статистические показатели о госпита-
лизации пациентов с аллергическим ринитом 
(АР) в отделение аллергологии БМУ «КОКБ» 
за  2009–2013 гг.; Государственный реестр ле-
карственных средств; истории болезни паци-
ентов с  аллергическим ринитом; расходные 
листы по медикаментам отделения аллерголо-
гии за 2009–2013 гг.

Удельный вес койко-дней пациентов ал-
лергологического отделения, госпитализиро-
ванных по поводу АР, оставался стабильным 
в течение последних лет и составлял от 14,5% 
до  19,7% в  год. Принципиальные преимуще-
ства перед всеми методами лечения АР имеет 
патогенетическая терапия [1]. Условием эффек-
тивного проведения аллерген-специфической 

иммунотерапии (АСИТ) является стабильная 
обеспеченность пациентов аллергенами в не-
обходимом ассортименте и количестве.

На первом этапе исследования с  помощью 
контент-анализа изучен ресурс зарегистриро-
ванных в  России препаратов для проведения 
диагностики и  патогенетической терапии ал-
лергических заболеваний. Аллергены включены 
в фармакологическую группу «Диагностические 
средства», подгруппа «Иммунобиологические 
диагностические средства». По  АТХ-клас си-
фикации аллергены отнесены в  группу «V  – 
Прочие препараты», подгруппа «Аллергены». 
Установлено, что в настоящее время в Государ-
ственном реестре лекарственных средств име-
ются сведения о 8 международных непатенто-
ванных наименованиях (МНН) аллергенов, 
109 торговых наименованиях и 152 лекарствен-
ных препаратах. Анализ по  производственно-
му признаку показал значительное преоблада-
ние препаратов отечественного производства 
(61,2%). Препараты аллергенов отечественных 
производителей (предприятия «Биомед АООТ 
им. И. И. Мечникова», Федерального государ-
ственного унитарного предприятия «Научно-
производственное объединение по  меди-
цинским иммунобиологическим препаратам 
«Микроген») применяются в  отечественной 
клинической практике более 10 лет и сохраня-
ют актуальность своего использования в связи 
с  достаточной эффективностью, большим на-
копленным опытом применения и относитель-
но низкой стоимостью по  сравнению с  зару-
бежными аналогами. По способу применения 
аллергены подразделяются на  инъекционные 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ АССОРТИМЕНТА 

АЛЛЕРГЕНОВ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ДЛЯ ОКАЗАНИЯ 

СПЕЦИАЛИЗИРОВАННОЙ МЕДИЦИНСКОЙ ПОМОЩИ

 Молокова М. Н.

БГОУ ВПО «Курский государственный медицинский университет», Курск, Россия

Проведен анализ официальных источников информации об аллергенах, используемых 
для диагностики и  лечения аллергопатологии. Изучено потребление аллергенов на  при-
мере отделения аллергологии Курской областной клинической больницы. На основании 
полученных результатов предложены меры по улучшению фармацевтической помощи па-
циентам с аллергопатологией в условиях стационара.

Ключевые слова: аллергены, стационарные больные.
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и неинъекционные (71% и 29% соответственно). 
Среди лекарственных форм преобладают рас-
творы для накожного скарификационного нане-
сения, внутрикожного и подкожного введения. 
Их доля составляет 71,1%. Самый низкий удель-
ный вес (2,6%) приходится на подъязычные кап-
ли. Остальные препараты выпускаются в виде 
капель для приема внутрь (21,0%) и  таблеток 
(5,3%). Сублингвальные капли Сталораль “Ал-
лерген пыльцы березы» и Сталораль “Аллерген 
клещей», подъязычные таблетки Оралейр про-
изводства «АО Сталлержен» (Франция) харак-
теризуются лучшим профилем безопасности. 
Однако факт импортного производства и  вы-
сокая стоимость курса лечения (до 5000 и более 
рублей за одну упаковку) не позволяет широко 
применять данные препараты в  условиях ста-
ционара с бюджетным финансированием.

Анализ расходов БМУ «КОКБ» на закупку 
аллергенов в  2009–2013 гг. показал, что доля 
денежных средств, затраченных на  приобре-
тение аллергенов, в  лекарственном бюджете 
отделения аллергологии составляла от  4,8% 
в 2012 г. до 25,4% в 2013 г. Количество торго-
вых наименований варьировало от  5 до  30, 
а соответствующее количество упаковок от 20 
до  102. Отмечен рост стоимости одной упа-
ковки в среднем за год на 27,2%.

Данные, полученные в результате анализа, 
свидетельствуют о неустойчивом финансиро-
вании статьи расходов на приобретение аллер-
генов. В  существующих условиях приоритет 
финансирования при закупках медикаментов 
для бюджетных учреждений здравоохране-
ния отводится лекарственным препаратам, 
зарегистрированным в перечне жизненно не-
обходимых и важных лекарственных препара-
тов (ЖНВЛП) [2]. Несмотря на то, что АСИТ 
включена в клинические рекомендации, про-
токол ведения больных с АР с уровнем убеди-
тельности доказательств А и международные 
согласительные документы, аллергены не вхо-

дят в стандарты лечения и перечень ЖНВЛП. 
Поэтому приобретение препаратов данной 
фармакологической группы для нужд пациен-
тов характеризуется нестабильностью.

Возможным выходом из этой ситуации яв-
ляется создание стандартов обеспечения лекар-
ственными препаратами на уровне отдельных 
медицинских организаций. В  соответствии 
с  действующим законодательством   [3] каж-
дая организация обладает правом самостоя-
тельной разработки и  утверждения стандар-
тов в форме нормативных документов, исходя 
из необходимости использования результатов 
исследований и разработок для совершенство-
вания выполнения работ, в данном случае для 
оказания специализированной медицинской 
помощи. На основании изучения ассортимен-
та аллергенов, закупаемых фармацевтической 
службой лечебного учреждения, и  анализа 
данных Госреестра лекарственных средств 
рекомендовано включение аллергенов в базо-
вый ассортимент МНН для стационарной ме-
дицинской помощи.

Таким образом, в  целях совершенствова-
ния фармацевтической помощи пациентам 
с АР сформированы практические рекоменда-
ции для больничного формулярного комитета 
по включению аллергенов в формуляр и кон-
тролю со стороны фармацевтической службы 
лечебного учреждения за  соотношением за-
купаемых противоаллергических препаратов 
и аллергенов для диагностики и лечения.
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RESULTS OF INVESTIGATION OF ALLERGEN ASSORTMENT 

USED FOR SPECIALIZED MEDICAL CARE

Molokova M. N.

Kursk state medical university, Kursk, Russia

Analysis of offi  cial information sources about allergens for the treatment and diagnostics of allergic 
diseases has been carried out. Consumption of allergens investigated for allergology department of Kursk 
regional clinical hospital. At the basis of the obtained results the measures for the improvement of phar-
maceutical care for the in-patients with allergic diseases have been suggested.
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Пептидные гормоны лептин и грелин вы-
ступают антагонистами в  регуляции основ-
ного обмена, обладают выраженной иммуно-
регуляторной активностью и играют важную 
роль в  процессах гестации [1]. Ведущими 
факторами формирования иммунной то-
лерантности при беременности являются 
увеличение доли толерогенных дендритных 
клеток (ДК) и  регуляторных клеток с  су-
прессорной активностью (Тreg, Вreg). Толе-
рогенные ДК за  счет усиления активности 
индоламин-2,3-диоксигеназы (ИДО) и  про-
дукции толерогенных цитокинов, активируют 
формирование Treg [3]. Сами Treg благодаря 
экспрессии ряда ингибиторных молекул, как 
GITR (индуцированный глюкокортикоидами 
рецептор фактора некроза опухоли), CTLA-4 
(антиген-4, ассоциированный с цитотоксиче-
скими Т-лимфоцитами), усиливают экспрес-
сию ИДО в  ДК [3]. Недавними исследова-
ниями показана важная роль регуляторных 
В-лимфоцитов (Вreg) в формировании адап-
тивных Treg и созревании ДК.

Цель работы – исследовать влияние лепти-
на и грелина, а также их комбинаций, в кон-
центрациях, характерных для беременности, 
на экспрессию ИДО в ДК и иммуносупрессор-
ных молекул на Тreg и Вreg.

Объектами исследования являются ДК, 
генерированные из  моноцитов перифериче-
ской крови здоровых небеременных женщин 
репродуктивного возраста. Забор крови осу-
ществлялся в фолликулярную фазу менстру-
ального цикла (1-7 день). Суспензию монону-
клеаров (МПК) выделяли из периферической 
крови центрифугированием в  градиенте 
плотности фиколл-верографина (1,077 г/см3). 
Генерацию ДК проводили по  стандартной 
методике [3]. Суспензию МПК (1–5*106/мл) 
в  полной питательной среде (ППС) (среда 
RPMI-1640 с  добавлением 10% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки, 1 мМ HEPES, 2 мМ 
L-глутамина, 100 мкг/мл стрептомицина) 
засевали на  24-луночные полистироловые 
планшеты («Costar», США) по 2 мл на лунку 
и инкубировали 3 ч при 37°С, в условиях 5% 
CO2. Не прилипшие МПК смывали с поверх-
ности холодной средой RPMI-1640 и исполь-
зовали для выделения целевых субпопуляций 
лимфоцитов. Далее в лунки вносили по 2 мл 
ППС и гормоны. Лептин («Sigma», США) ис-
пользовали в  концентрации 35 нг/мл, отра-
жающей его содержание в  периферической 
крови во II–III триместрах беременности [2]. 
Грелин («Sigma», Израиль) вносили в концен-
трации 1,25 нг/мл, сопоставимой с  уровнем 

ЛЕПТИН И ГРЕЛИН РЕГУЛИРУЮТ ЭКСПРЕССИЮ 

ИНДОЛАМИН-2,3-ДИОКСИГЕНАЗЫ ДЕНДРИТНЫМИ 

КЛЕТКАМИ И ИММУНОСУПРЕССОРНЫХ МОЛЕКУЛ 

РЕГУЛЯТОРНЫМИ ЛИМФОЦИТАМИ

 Орлова Е. Г.,  Логинова О. А.,  Ширшев С. В.

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт 
экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Изучено влияние лептина, грелина, и их комбинации, в концентрациях, отражающих 
уровень гормонов в  периферической крови при беременности, на  экспрессию фермен-
та индоламин-2,3-диоксигеназы дендритными клетками и  иммуносупрессорных моле-
кул регуляторными лимфоцитами. Показано, что лептин в  исследуемой концентрации 
усиливает, а  грелин и  комбинация гормонов не  влияют на  экспрессию индоламин-2,3-
диоксигеназы дендритными клетками, а  также GITR и  CTLA-4 аллогенными регулятор-
ными Т-лимфоцитами при их совместном культивировании. Созревавшие в присутствии 
исследуемых гормонов ДК модулируют экспрессию GITR и  CTLA-4 на  регуляторных 
В-лимфоцитах при их совместном культивировании.

Ключевые слова: лептин, грелин, дендритные клетки, ИДО, регуляторные лимфоциты.
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гормона в периферической крови в I–II три-
местрах беременности [2]. Для исследования 
совместных эффектов гормоны в  культуры 
добавляли одномоментно (лептин 35 нг/мл + 
грелин 1.25 нг/мл). В  контрольные пробы 
вместо гормонов вносили физиологический 
раствор, используемый для растворения гор-
мона. Формирование ДК индуцировали до-
бавлением GM-CSF (100 нг/мл, R&D, США) 
и IL-4 (20 нг/мл, BioLegend, США) [3]. Клетки 
инкубировали при 37°С в  условиях 5% СО2 
в  течение 5 сут. После 3-х сут меняли среду 
и повторно добавляли IL-4 и GM–CSF, гормо-
ны, а также индуктор созревания ДК – ЛПС 
(1 мкг/мл, Escherichia coli serotype 0111: B4, 
Sigma) [3]. Через 5 сут оценивали количество 
ИДО в ДК методом иммуноферментного ана-
лиза коммерческим набором «ELISA Kit for 
Indoleamine-2,3-Dioxygenase (IDO), Cloud-
Clone Corp, США» согласно инструкции про-
изводителя.

Способность созревавших в  присутствии 
гормонов ДК модулировать экспрессию им-
муносупрессорных молекул на  регуляторных 
лимфоцитах оценивали при их совместном 
культивировании. Для этого к  созревающим 
ДК на  5 сут культивирования вносили алло-
генные Treg (CD4+CD25brightТ-лимфоциты), 
либо Breg (CD19+CD25brightВ-лимфоциты), 
полученные методом иммуномагнитной се-
парации соответствующими коммерчески-
ми наборами (Dynabeads Regulatory T cell Kit 
«Invitrogen», Norway; MagCellect Human B Cell 
Isolation Kit, R&D). Инкубировали еще 3 сут, 
затем клетки отмывали и оценивали экспрес-
сию GITR и  CTLA-4 на  Treg и  Breg методом 
проточной цитометрии соответствующими 
моноклональными антителами согласно ин-
струкции производителя («eBioscience», США). 
Результаты выражали в виде средней арифме-
тической и ее стандартной ошибки. Посколь-
ку выборочное распределение данных было 
нормальным, достоверность различий между 
средними оценивали по  парному t-критерию 
Стьюдента.

Показано, что лептин усиливает, а грелин 
и  комбинация лептина с  грелином не  влия-
ют на  экспрессию ИДО в  ДК (контроль  – 

1,60 ± 0,14, пг/мл; лептин, 35 нг/мл  – 1,73 ± 
0,14, пг/ мл, р=0,02; лептин 35 нг/мл + грелин 
1,25 нг/мл  – 1,47 ± 0,18, пг/мл, р=0,05; гре-
лин 1.25 нг/мл  – 1,03 ± 0,45, пг/мл, р=0,19). 
Ранее нами показано, что лептин в  концен-
трации II–III триместра беременности сти-
мулирует, а  грелин и  комбинация гормонов 
не  влияют на  индуцированную активность 
ИДО в моноцитах периферической крови [4]. 
Таким образом, лептин в  исследуемых кон-
центрациях является важным регулятором 
активности ИДО моноцитов и генерирован-
ных из них ДК периферической крови. Одно-
временно показано, что лептин усиливает, 
а  грелин и  комбинация лептина с  грелином 
не влияют на способность созревавших в их 
присутствии ДК модулировать экспрессию 
GITR и  CTLA-4 на  аллогенных Treg при их 
совместном культивировании с ДК (процент 
CD4+CD25brightТ-лимфоцитов, экспрессирую-
щих GITR и CTLA-4: контроль – 0,95  ± 0,11; 
лептин 35 нг/мл  – 1,11 ± 0,17, р<0,05; лептин 
35 нг/мл + грелин 1,25 нг/мл  – 0,73 ± 0,34, 
р=0,27; грелин 1,25 нг/мл – 0,63 ± 0,18, р=0,09). 
Также в  пилотных экспериментах показано, 
что созревавшие в присутствии исследуемых 
гормонов ДК регулируют экспрессию GITR 
и CTLA-4 на Вreg при их совместном культи-
вировании.

Таким образом, лептин и  грелин, в  кон-
центрациях, характерных для беременности, 
модулируют экспрессию ИДО в  ДК и  имму-
носупрессорных молекул регуляторными лим-
фоцитами, что является одним из механизмов 
участия гормонов в формировании иммунной 
толерантности.

Работа поддержана грантом РФФИ 
15-04-05670 а
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LEPTIN AND GHRELIN REGULATE INDOLEAMINE-2,3-DIOXYGENASE 

EXPRESSION IN DENDRITIC CELLS AND IMMUNOSUPRESSIVE 

MOLECULAR EXPRESSION ON REGULATORY CELLS

Orlova E. G., Shirshev S. V., Loginova O. A.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Russian Academy of Science, 
Ural Branch, Perm, Russia

Th e infl uence of leptin and ghrelin, and their combined eff ects at concentrations characteristic for 
pregnancy, on indoleamine-2,3-dioxygenase expression in dendritic cells and immunosuppressive mol-
ecules on regulatory lymphocytes is investigated. It was shown that leptin enhances, but ghrelin and hor-
mone combinations do not infl uence on the expression of indoleamine-2,3-dioxygenase in dendritic cells 
and GITR and CTLA-4 expression on regulatory lymphocytes. Investigated hormones modulate the ex-
pression of GITR and CTLA-4 molecules on regulatory B-lymphocytes cultivated with allogeneic DCs 
matured in the presence of leptin and ghrelin.

Keywords: leptin, ghrelin, dendritic cells, indoleamine-2,3-dioxygenase, regulatory cells.

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЙ 

ПАРАТИРЕОИДНОГО ГОРМОНА НА ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ 

АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ

 Осиков М. В.,  Черепанов Д. А.

ГБОУ ВПО ЮУГМУ Минздрава России, Челябинск, Россия

Дисфункция фагоцитов при хронической почечной недостаточности и других состояни-
ях, сопровождающихся гиперпаратиреозом, может быть обусловлена эффектами паратирео-
идного гормона (ПТГ), рецепторы для которого обнаружены на различных лейкоцитах. Для 
проверки гипотезы исследовали влияние ПТГ в концентрациях 50•10–9 г/мл; 500•10–9 г/мл 
и 5000•10–9 г/мл (100%, 1000%, 10000% от его нормального уровня в сыворотке) на показа-
тели поглотительной способности и генерации активных форм кислорода (АФК) изолиро-
ванными нейтрофилами здоровых людей после 30 мин инкубации при 37°С. Установлено, 
что ПТГ активирует функциональную активность изолированных нейтрофилов клинически 
здоровых людей. Эффект ПТГ нарастает с увеличением дозы при регистрации активности, 
интенсивности фагоцитоза, фагоцитарного числа, спонтанного НСТ-теста.

Ключевые слова: паратиреоидный гормон, нейтрофилы, фагоцитоз, НСТ-тест.

Повышение концентрации паратиреоидного 
гормона (ПТГ) в крови является следствием его 
избыточного синтеза и секреции паратиреоци-
тами при гиперпаратиреозе различного генеза. 
Вторичный гиперпаратиреоз и сопутствующие 
изменения фосфорно-кальциевого гомеостаза 
являются частым осложнением терминальной 
стадии хронической почечной недостаточ-
ности (ХПН). Ранее нами продемонстрирова-
но изменение врожденного иммунитета при 
ХПН, в том числе активация функциональной 

активности фагоцитов [1, 2]. В патогенезе дис-
функции фагоцитов при ХПН имеют значение 
азотемия, нарушение обмена железа, анемия, 
гемодиализная процедура и  др. факторы [3]. 
Плейотропные эффекты ПТГ, не  связанные 
с регуляцией минерального обмена, направлен-
ные на гемопоэз, иммунный статус, регуляцию 
углеводного и  липидного обмена, сосудистого 
тонуса и др., являются объектом пристального 
внимания многих исследователей [5]. Полага-
ем, что ПТГ может вносить вклад в изменение 
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функции фагоцитов при ХПН и др. состояни-
ях, сопровождающихся гиперпаратиреозом. 
В  литературе представлены неоднозначные 
сведения о влиянии ПТГ на функциональные 
способности эффекторов врожденного имму-
нитета, что может быть обусловлено исполь-
зованием различных доз ПТГ, цельной крови 
или выделенных лейкоцитов человека и  раз-
личных животных (крыса, мышь, бык), кле-
точных линий в интактных условиях или при 
различной патологии. 

Цель работы  – в  условиях in vitro исследо-
вать влияние различных концентраций ПТГ 
на  функциональное состояние нейтрофилов 
периферической крови.

Материалы и методы. Исследование выпол-
нено с  использованием нейтрофилов 10  кли-
нически здоровых людей-доноров. К 100  мкл 
суспензии нейтрофилов (5∙106 клеток/мл) 
добавляли 100 мкл ПТГ в  концентрациях 
0  г/мл (контроль); 50∙10–9 г/мл; 500∙10–9 г/мл 
и  5000∙10–9 г/мл, что соответствует 0%, 100%, 
1000%, 10000% от его нормальной концентра-
ции в сыворотке. После 30 минут инкубации 
в  условиях термостата при 37°С оценивали 
функциональную активность нейтрофилов. 
Учитывали активность, интенсивность фа-
гоцитоза и  фагоцитарное число, проводили 
НСТ-тест, с  расчетом активности, интенсив-
ности и функционального резерва клеток. Для 
оценки различий между группами использо-
вали парный критерий Вилкоксона, при про-
ведении корреляционного анализа – коэффи-
циент корреляции Спирмена (R).

Результаты исследования. Добавление к су-
спензии нейтрофилов ПТГ в  концентрации 
50∙10–9 г/мл приводит к повышению интенсив-
ности фагоцитоза (0,89±0,14 у. е.; в  контроле 
0,70±0,11 у. е.; р<0,05) и  фагоцитарного числа 
(2,93±0,29 у. е.; в контроле 2,55±0,15 у. е.; р<0,05). 
ПТГ в концентрации 500∙10–9 г/мл увеличивает 
поглотительную способность по  показателям 
активности фагоцитоза (34,80%±3,76%; в  кон-
троле 27,00%±2,97%; р<0,05), интенсивности 
фагоцитоза (1,13±0,21 у. е.; р<0,05), фагоци-
тарного числа (3,15±0,31у.е.; р<0,05), а  также 
генерацию активных форм кислорода (АФК) 
по показателям активности спонтанного НСТ-
теста (21,20%±2,96%; в контроле 14,20%±2,54%; 
р<0,05), активности индуцированного НСТ-
теста (25,80%±3,58%; в контроле 18,60%±3,49%; 
р<0,05), интенсивности индуцированного 
НСТ-теста (0,30±0,04 у. е.; в контроле 0,21±0,04 

у. е.; р<0,05). Контакт нейтрофилов с ПТГ в дозе 
5000∙10–9 г/мл увеличивает показатели поглоти-
тельной способности: активность фагоцитоза 
(42,00%±3,31%; р<0,05), интенсивность фагоци-
тоза (1,43±0,1 у. е.; р<0,05), фагоцитарное число 
(3,34±0,22 у. е.; р<0,05) и  показатели генерации 
АФК фагоцитами: активность спонтанного 
НСТ-тес та (26,00%±2,76%; р<0,05), интенсив-
ность спонтанного НСТ-теста (0,29±0,03 у. е.; 
в  контроле 0,18±0,05 у. е.; р<0,05), активность 
индуцированного НСТ-теста (27,60%±4,18%; 
р<0,05), интенсивность индуцированного НСТ-
тес та (0,30%±0,05%; р<0,05). ПТГ во всех исполь-
зуемых дозах не  оказывал значимого влияния 
на функциональный резерв нейтрофилов. С ис-
пользованием корреляционного анализа уста-
новлено наличие прямой средней силы связи 
между дозой ПТГ (0; 50∙10–9 г/мл; 500∙10–9 г/ мл; 
5000∙10–9 г/мл) и показателями активности фа-
гоцитоза (R=0,63; р<0,05), интенсивности фаго-
цитоза (R=0,67; р<0,05), фагоцитарного числа 
(R=0,47; р<0,05), активности спонтанного НСТ-
теста (R=0,61; р<0,05), интенсивности спонтан-
ного НСТ-теста (R=0,47; р<0,05).

Известно, что на  мембране гранулоцитов 
и  в  меньшей степени  – моноцитов и  лимфо-
цитов экспрессируется тип 2 рецептора ПТГ 
(PTH2R), однако у пациентов с гиперпаратирео-
зом экспрессия PTH2R на лейкоцитах снижена 
в зависимости от уровня ПТГ в плазме [4]. Вну-
триклеточные сигнальные пути ПТГ включают 
традиционные Gs- и  Gq-белок-ассоциирован-
ные дифференциации, в  том числе цАМФ/
протеинкиназа А, фосфолипаза С, протеинки-
наза С, ионизированный кальций. Полагаем, 
что ключевым механизмом активации функ-
циональной активности нейтрофилов под 
влиянием ПТГ выступает накопление кальция 
в цитоплазме.

Таким образом, ПТГ активирует функцио-
нальную активность изолированных нейтро-
филов клинически здоровых людей: в  дозе 
50∙10–9 г/мл повышается поглотительная спо-
собность нейтрофилов, в  дозах 500∙10–9 г/мл 
и 5000∙10–9 г/мл – поглотительная способность 
и генерация АФК нейтрофилами. Эффект ПТГ 
нарастает с увеличением дозы при регистрации 
активности, интенсивности фагоцитоза, фаго-
цитарного числа, спонтанного НСТ-теста.
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Актуальность. Изменение естественного 
ритма смены дня и ночи в связи с чрезмерным 
использованием искусственных источников 
освещения может приводить к  возникнове-
нию десинхроноза [1]. Следствием десинхро-

низации циркадианных ритмов могут быть 
дефицит когнитивной функции, нарушения 
внимания, адекватной поведенческой актив-
ности, связанные с  изменением иммунного 
ответа. 

ИММУННЫЙ СТАТУС И ПОВЕДЕНЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ДЕСИНХРОНОЗЕ 

В УСЛОВИЯХ ЛЮМИНЕСЦЕНТНОГО ОСВЕЩЕНИЯ

 Осиков М. В.1,  Гизингер О. А.2,  Огнева О. И.1
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2Кафедра микробиологии, вирусологии, иммунологии и клинической лабораторной 
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Минздрава России, Челябинск, Россия.

Следствием десинхронизации циркадианных ритмов могут быть дефицит когнитивной 
функции, нарушения внимания, адекватной поведенческой активности, связанные с  из-
менением иммунного ответа Цель работы  – оценить состояние иммунного статуса и  по-
веденческой активности у лабораторных животных при экспериментальном десинхронозе 
в  условиях люминесцентного освещения. Исследование выполнено на  138 половозрелых 
морских свинках. Световой десинхроноз создавали путём содержания животных при кру-
глосуточном освещении в течение 30 суток. Установлено, что при экспериментальном десин-
хронозе в условиях люминесцентного освещения на 20 и 30 сутки наблюдается подавление 
Th 1- и Th 2-зависимого иммунного ответа. Десинхроноз сопровождается снижением концен-
трации в плазме ИЛ-4, ИФН-гамма. Отмечается ухудшение когнитивной функции, усиление 
тревожности животных, угнетение ориентировочно-исследовательской активности.

Ключевые слова: десинхроноз, иммунитет, поведение, когнитивная функция.
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EFFECT OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF PARATHYROID 

HORMONE ON NEUTROPHIL FUNCTIONAL ACTIVITY

Osikov M. V., Cherepanov D. A.

South Ural State Medical University, Russian Ministry of Health, Chelyabinsk, Russia

Phagocyte dysfunction in chronic renal failure and other conditions accompanied by hyperparathy-
roidism may be due to eff ects of parathyroid hormone (PTH), which receptors are found on various 
leukocytes. To verify the hypothesis we investigated the eff ect of PTH in concentrations of 50 • 10–9 g/ml; 
500 • 10–9 g/ml and 5000 • 10–9 g/ml (100%, 1000%, 10,000% of the normal level in the serum) on phago-
cytic capacity and generation of reactive oxygen species by healthy isolated neutrophils aft er 30 min incu-
bation at 37 °C. It was found that PTH activates the functional activity of isolated neutrophils of healthy 
individuals. Th e eff ect of PTH increases with increasing dose during registration activity, the intensity of 
phagocytosis, phagocytic number, spontaneous NBT-test.
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Цель работы – оценить состояние иммун-
ного статуса и  поведенческой активности 
у  лабораторных животных при эксперимен-
тальном десинхронозе в  условиях люминес-
центного освещения.

Материалы и  методы. Работа выполнена 
на  138 нелинейных половозрелых морских 
свинках массой 300±50 г., которых содержали 
в  стандартных помещениях вивария и  слу-
чайным образом распределили на  2 группы. 
Группа 1 (n=72) – животные, находящиеся под 
действием стандартного фиксированного лю-
минесцентного освещения (СФЛО) (12 ч свет/ 
12 ч темнота), цветовая температура 4500 К. 
Группа 2 (n=66) – десинхроноз в условиях лю-
минесцентного освещения (ЛО). Световой 
десинхроноз создавали путём содержания ла-
бораторных животных при круглосуточном 
освещении. Продолжительность эксперимента 
составила 30 суток. Оценку показателей осу-
ществляли на 10, 20 и 30 сутки. Тh1-зависимый 
иммунный ответ исследовали по  интенсив-
ности реакции гиперчувствительности замед-
ленного типа (ГЗТ), Тh2-зависимый иммунный 
ответ оценивали по количеству антителообра-
зующих клеток (АОК) в селезенке после имму-
низации аллогенными эритроцитами. Мето-
дом иммуноферментного анализа на аппарате 
«Иммулайт 2000» (США) определяли в  сыво-
ротке концентрацию интерлейкина – 4 (ИЛ-4), 
интерферона-гамма (ИФН-гамма) с  помощью 
специфичных для морских свинок тест-систем 
«USCN Life Science Inc.» (Китай). В  тесте «от-
крытое поле» регистрировали горизонтальную 
активность (ГА), вертикальную активность 
(ВА), исследовательскую активность (ИА), чис-
ло актов груминга (ГР), количество фекальных 
болюсов (ФБ). В тесте «водный лабиринт Мор-
риса» животными осуществлялся поиск скры-
той под водой платформы. Регистрировали 
время нахождения платформы и  траекторию 
движения. Статистическую обработку резуль-
татов проводили с использованием пакета про-
грамм «Statistica v. 10.0 for Windows».

Результаты исследования. При исследова-
нии адаптивного иммунитета отмечено на  20 
и  30  сутки эксперимента снижение интенсив-
ности реакции ГЗТ и уменьшение абсолютного 
и относительного количества АОК в селезенке 
лабораторных животных, что свидетельствует 
об  угнетении Th 1- и  Th 2-зависимого иммун-
ного ответа. При оценке цитокинового профи-
ля в крови выявлено снижение концентрации 

ИЛ-4 на 10 сутки (16,00±2,86 пг/мл; в контроле 
26,24±3,56 пг/мл), 20 сутки (15,23±3,02 пг/мл; 
в контроле 21,75±1,99 пг/мл; р<0,05) и 30 сутки 
(14,18±1,71пг/мл; в контроле 18,02±1,06 пг/мл; 
р<0,05), снижение концентрация ИФН-γ 
на  20  сутки (5,11±0,92 пг/мл; в  контроле 
9,76±2,17пг/мл; р<0,05) и  30 сутки (4,07± 
0,35  пг/ мл; в контроле 7,15±1,91 пг/мл; р<0,05).

При проведении теста «открытое поле» 
в условиях десинхроноза на 10 сутки отмеча-
ется увеличение числа актов ГР и  снижение 
ИА, что является признаком изменения эмо-
циональной реакции. На 20 сутки наблюдает-
ся подавление ИА и повышение числа ФБ, что 
может отражать общее беспокойство. На  30 
сутки отмечается повышение ГА и количества 
ФБ, что может указывать на усиление общего 
уровня тревожности животных.

При тестировании когнитивной функции 
с помощью водного лабиринта Морриса в усло-
виях десинхроноза выявлено, что на 10 сутки 
исследования удлиняется время нахождения 
платформы на  4 день проведения методики. 
На 20 сутки – увеличение времени в 1 и 2 дни. 
На  30 сутки эксперимента временной проме-
жуток больше со 2 по 4 дни проведения теста.

Длина траектории  – фактор, зависимый 
только от  ориентации в  пространстве и  па-
мяти животных. Длина траектории поиска 
скрытой платформы на 10 сутки эксперимен-
та не отличается от группы СФЛО. На 20 сут-
ки, длина траектории с 1 по 3 день больше чем 
в группе СФЛО. На 30 сутки – больше во все 
дни проведения методики. Можно сделать за-
ключение о том, что время нахождения плат-
формы осуществлялось за  счет двигательной 
активности животных, а не за счет способно-
сти к ориентации в пространстве.

Снижение ориентировочно-исследователь-
ской активности животных и  параллель-
но с  этим угнетение когнитивной функции 
к 30 суткам можно объяснить тем, что кругло-
суточное освещение подавляет выработку ме-
латонина эпифизом, недостаток которого спо-
собствует повышению уровня катехоламинов 
в крови, что может являться дополнительным 
фактором, реализующим проявления стрессо-
вой реакции. Отмечено, что при хроническом 
стрессе под действием катехоламинов снижа-
ется сигнализация нейронов в гиппокампе, что 
способствует дефициту когнитивной функ-
ции [2]. Ухудшение памяти можно связать 
со снижением уровня мелатонина, оказываю-
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IMMUNE STATUS AND BEHAVIORAL ACTIVITY IN EXPERIMENTAL 

DESYNCHRONOSЕS UNDER FLUORESCENT LIGHTING CONDITIONS

Osikov M. V.1, Gizinger O. A.2, Ogneva O. I.1

1Research and Education Center of Basic Medicine Issues, 2Department of Microbiology, 
Virology, Immunology and Clinical Laboratory Diagnostics South Ural State Medical University, 

Russian Ministry of Health, Chelyabinsk, Russia

Th e consequences of desynchronization of circadian rhythms may be defi ciency in cognitive function, 
attention defi cit disorder, and adequate behavioral performance disorder associated with changes in the 
immune response. Th e purpose of this work is to assess the condition of the immune status and behavioral 
activity in laboratory animals in experimental desynchronosis under the conditions of fl uorescent light-
ing. Th e research was performed on 138 sexually mature guinea pigs. Photodesynchronosis was achieved 
by keeping the animals under continuous light for 30 days. It was determined, that in experimental desyn-
chronosis under the conditions of fl uorescent lighting, suppression of Th 1- and Th 2-dependent immune 
response is observed on the 20th and 30th days. Desynchronosis is accompanied by reduction of IL-4 and 
IFN-gamma concentration in the plasma. Th e deterioration of cognitive function, increased anxiety in 
animals, and suppression of orienting-exploratory activity are registered.

щего модулирующее действие на  нейрогенез 
в  гиппокампе, через экспрессию рецепторов 
к нему на нейронах гиппокампа [3]. Отмечено, 
что в гиппокампе экспрессируются рецепторы 
к ИФН-гамма и ИЛ-4, поэтому изменение кон-
центрации данных цитокинов в плазме, может 
влиять на когнитивную функцию [4, 5].

Таким образом, при экспериментальном 
десинхронозе в  условиях люминесцентного 
освещения на 20 и 30 сутки угнетается Th 1- 
Th 2- зависимый иммунный ответ, на  10, 20, 
30 сутки снижается концентрация ИЛ-4, на 20, 
30 сутки снижается концентрация ИФН-гам ма. 
На 30 сутки отмечается ухудшение когнитив-

ной функции, усиление тревожности живот-
ных, угнетение ориентировочно-исследова-
тельской активности.
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ЭНДОТЕЛИАЛЬНАЯ МОДЕЛЬ ИДИОПАТИЧЕСКОГО 

ФИБРОЗА ЛЕГКИХ ПРИ БУЛЛЕЗНОЙ БОЛЕЗНИ ЛЕГКИХ

 Пустоветова М. Г.,  Чикинев Ю. В.,  Пионтковская К. А., 

 Дробязгин Е. А.,  Самсонова Е. Н.

ГБОУ ВПО Новосибирский государственный медицинский университет 
Минздрава РФ, Новосибирск, Россия

В статье рассматривается модель идиопатического фиброза легких, основным звеном 
патогенеза которого является дисбаланс клеточного пускового фактора ангиогенеза, раз-
вивающийся под воздействием повышеного синтеза цитокинов. Настоящее исследование 
соотносит механизм развития буллезной болезни легких с новыми механизмом развития 
идиопатического фиброза легких, учитывая способы хирургической коррекции буллезной 
болезни легких.

Ключевые слова: буллезная болезнь легких, фиброз, TGF-β1, VEGF.
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Актуальность исследования. В  современ-
ной литературе последних лет все больше гово-
рится о том, что одним из основных факторов 
патогенеза фиброза легких, является форми-
рующеюся дисфункция эндотелия сосудов, 
возникающая как ответная реакция на  воз-
действие повреждающих факторов таких как, 
гипоксия, активация свободно-радикальных 
процессов, увеличение синтеза провоспали-
тельных цитокинов и  факторов роста [1, 5]. 
Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) был 
выделен как его важный регулятор и главный 
усилитель проницаемости сосудов и  в  не-
скольких видах воспалительных изменений. 
Его основные биологические функции реализу-
ются при взаимодействии с двумя видами кле-
точных рецепторов VEGFR1 (Flt-1) и VEGFR2/
KDR (Flk-1), на эндотелиальных клетках. В про-
цессе ремоделирования легочной ткани имеет 
значение взаимодействие с Flk-1 рецептором. 
Кроме основных эффектов, VEGF служит ми-
тогенным агентом и  хемоаттрактантом для 
эндотелиоцитов [3, 4], способен фиксировать 
лейкоциты в  месте воспаления, неоваскуля-
ризации и  в  месте повреждения сосудистой 
стенки путем стимулирования экспрессии 
моноцитарного хемотаксического протеина. 
VEGF регулирует морфологию эндотелиаль-
ной клетки и активирует множественные пути 
передачи сигнала, включая экстрацеллюлярную 
сигнал-регулируюмую киназу [2, 3], которая 
вовлечена в регуляцию ангиогенеза и воспали-
тельного ответа в  легких. TGF-β1 индуцирует 
гибель эпителиальных клеток или ответ клеток 
легкого на  травмирующее воздействие, вслед 
за которым развивается фиброз ткани. Также 
TGF-β1 стимулирует экспрессию VEGF в фи-
бробластах человеческого легкого через Smad3 
сигнальный путь. На сегодняшний день бул-
лезная болезнь легких не имеет однозначного 
основного патогенетическиого механизма, 
как и большинство фиброзирующих органо-
специфичных заболеваний, и  не  исключает 
иммунологической поломки в  течении про-
цессов фиброзирования.

Цель. Соотнести механизм развития бул-
лезной болезни легких с новыми механизмом 
развития идиопатического фиброза легких, 
учитывая способы хирургической коррекции 
буллезной болезни легких.

Материал и методы. В настоящее исследо-
вание были включены 38 пациентов с буллез-
ной болезнью легких, находящихся на  лече-

нии в торакальном отделении Новосибирской 
Областной Клинической Больницы. Данное 
исследование является контролируемым, не-
рандомизированным, поперечным, когортным 
исследованием. Все пациенты по способу опе-
ративного лечения были разделены на 2 груп-
пы. 1 группа – торакоскопия, иссечение булл 
с плеврэктомией (20 пациентов), 2 группа – то-
ракотомия, иссечение булл с  плеврэктомией, 
(18 пациентов). Все пациенты не имели каких-
либо сопутствующих заболеваний, требовав-
ших диспансерного наблюдения. Способ опе-
ративного лечения выбирался на  основании 
проводимого дообследования и возможности 
проведения однолегочной вентиляции (тора-
коскопия) и  доступности булл для деструк-
ции и резекции.

Основные критерии включения: наличие 
данных компьютерной томографии органов 
грудной клетки с  характерной рентгенологи-
ческой картиной поражения легких и плевры 
и/или наличие спонтанного пневмоторакса 
в  анамнезе и/или рецидивирующих пневмо-
тораксов; выполненное оперативное лечение 
в  объеме торакоскопии или торакотомии; 
плеврэктомии и  иссечения булл в  отделении 
торакальной хирургии.

Объект исследования: плазма крови полу-
ченная центрифугированием не менее 10 ми-
нут с ускорением 4000 G с последующим вы-
полнением иммуноферментного анализа.

Результаты и их обсуждение. У пациентов, 
включенных в  настоящее исследование, уро-
вень VEGF был достоверно выше нормативных 
значений, как до начала оперативного лечения, 
так и после его проведения. Максимальное уве-
личение концентрации отмечалось на 5 сутки 
после оперативного лечения. Следует отметить, 
что наиболее высокие концентрации были вы-
явлены у  пациентов 1-й  группы. Возможно 
предположить, что повышение уровня VEGF 
у данных пациентов связано со сниженным по-
давлением его экспрессии TGF-β1. Повышение 
концентрации VEGF с 1 на 5 сутки было досто-
верным в  1 группе (p=0.018), как и  во  второй 
группе (p=0.01). Следовательно, у  пациентов, 
вошедших в  1-ю группу наблюдается менее 
интенсивное течение процессов фиброзиро-
вания после оперативного лечения, что может 
быть связано с повреждением меньшего объе-
ма тканей при торакоскопии.

Основным регулирующим фактором в идио-
патическом фиброзе является TGF-β1, который 
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стимулирует дифференцировку фибробла-
стов в миофибробласты, а также стимулирует 
излишнюю продукцию экстрацеллюлярного 
матрикса. По  результатам настоящего иссле-
дования выявлено, что способ хирургического 
лечения пациентов достоверно влияет (p=0.02 
в  группе торакотомии, p=0.04 в  группе тора-
коскопии) на  содержание в  плазме фактора 
дифференцировки фибробластов.

Процессы трансформации легочной ткани 
у  пациентов, которым выполнялась торако-
скопия, в  послеоперационном периоде про-
текают менее интенсивно, и при этом TGF-β1 
не осуществляет подавление экспрессии VEGF, 
а  стимулирует ее, что противоречит одной 
из  современных моделей идиопатического 
фиброза легких, и также указывает на процесс 
повреждения и проницаемости эндотелия со-
судов легочной ткани.

Корреляционный анализ содержания VEGF 
и TGF-β1 в группе пациентов с торакотомией 
выявил наличие обратно пропорциональной 
взаимосвязи со значением r=0.522, меняющей 
свою силу до прямо пропорциональной связи 
со значением r=0.722 на 5 сутки после опера-
ции, что может интерпретироваться как ак-
тивное течение процессов фиброзирования 
в ранний послеоперационный период с после-
дующим замедлением данного процесса в по-
слеоперационный период, однако при этом 
сохраняется выраженная повышенная прони-
цаемость сосудов за счет увеличения содержа-
ния VEGF.

В группе пациентов с использованием основ-
ного метода оперативного лечения – торакоско-
пии до начала лечения наблюдается достовер-
ная прямо пропорциональная корреляционная 
взаимосвязь VEGF и  TGF-β1 со  значением 
r=0.467. В этой группе после проведенного ле-
чения корреляционная взаимосвязь остается 

прямой, но увеличивается ее сила до значения 
r=0.864, что также является указателем на вы-
раженную повышенную проницаемость сосу-
дов за счет увеличения содержания VEGF.

Таким образом, приняв модель идиопати-
ческого легочного фиброза как фундаменталь-
ную в  трактовании процессов фиброзирова-
ния у пациентов с буллезной болезнью легких, 
можно предположить, что до  начала опера-
тивного лечения у  пациентов, с  торакотоми-
ей имелось характерное для идиопатического 
фиброза легких отсутствие супрессии VEGF, 
формирующейся высокими концентрациями 
TGF-β1 в плазме крови. Следовательно, down-
регуляция у этой группы пациентов была не-
достаточной.

Механизм данного явления подлежит даль-
нейшему изучению с изучением дополнитель-
ного спектра цитокинов, характерного для 
развития фиброза легких. Эндотелиальная 
модель идиопатического фиброза легких мо-
жет быть применима к модели буллезной бо-
лезни легких, так как ремоделирование легоч-
ной ткани является характерным процессом 
для обоих заболеваний.

Работа выполнена при поддержке гран-
та Президента РФ молодым ученым (МД-
3312.2014.7).
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Th e article assesses the model of idiopathic pulmonary fi brosis, main element of which is the imbal-
ance of cellular trigger factor of angiogenesis by cytokines. Current research compares mechanisms of 
bullous lung disease development with novel mechanism of lung fi brosis development, considering the 
approach of bullous disease surgical correction.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Иммунные механизмы 306

ИССЛЕДОВАНИЕ ОСОБЕННОСТЕЙ 

РАСПРЕДЕЛЕНИЯ Т-РЕГУЛЯТОРНЫХ ЛИМФОЦИТОВ 

В БРЫЖЕЕЧНЫХ ЛИМФАТИЧЕСКИХ УЗЛАХ 

У ПОТОМКОВ КРЫС С ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ 

ГЕСТАЦИОННЫМ ДИАБЕТОМ

 Прозорова Т. М.,  Камышный А. М.

Запорожский государственный медицинский университет, 
Запорожье, Украина

С помощью иммунофлюресцентного метода исследовали влияние гестационного диа-
бета на состав лимфоцитов брыжеечных лимфатических узлов крыс линии Wistar. Оцени-
вали распределение Т-регуляторных клеток, экспрессирующих транскрипционный фак-
тор Foxp3. Выявлено достоверное снижении количества регуляторных Foxp3+-лимфоцитов 
у потомства крыс с экспериментальным гестационным диабетом, а также снижение кон-
центрации транскрипционного фактора Foxp3 в лимфоцитах коркового плато. Выявлен-
ные изменения иммунологического пейзажа позволяют предположить риск развития са-
харного диабета у потомков от матерей с ЭГД.

Ключевые слова: экспериментальный гестационный диабет, брыжеечные лимфатиче-
ские узлы, Treg.

Актуальность и  цель работы. На  данный 
момент возрастает интерес к исследованию ге-
стационного диабета (ГД), последствий, кото-
рые могут возникнуть у потомков, рожденных 
от матерей с ГД, и возможности их коррекции. 
Известно, что на ранних сроках ГД приводит 
к возникновению пороков развития, а на позд-
них – к макросомии, гиперинсулинемии и ди-
абетической фетопатии плода [1]. Интрана-
тальная гипергликемия, которая развивается 
при ГД, может влиять на морфогенез органов 
иммунной системы, что, в  свою очередь, мо-
жет приводить к нарушениям формирования 
иммунологической толерантности к панкреа-
тическим антигенам и  развитию сахарного 
диабета 1 типа у потомков. Среди возможных 
методов специфической профилактики СД1 
одним из  перспективных путей представля-
ется формирование оральной толерантности 
(ОТ) к инсулину, как основному β-клеточному 
антигену [2]. Ключевым местом для индукции 
ОТ являются брыжеечные лимфатические 
узлы (БЛУ), в которых происходит интенсив-
ная активация наивных Т-хелперов и их диф-
ференцировка в  субпопуляции эффекторных 
клеток [3, 4]. Одним из важнейших факторов 

образования регуляторных лимфоцитов (Тreg) 
является транскрипционный фактор Foxp3. 
Нехватка лимфоцитов этого класса приво-
дит к  дефициту супрессорной сигнализации 
и  возникновению различных аутоиммунных 
заболеваний, в том числе и СД1.

Целью нашей работы является изучение 
особенностей экспрессии Foxp3 в  брыжееч-
ных лимфатических узлах у  потомков крыс 
с  экспериментальным гестационным диабе-
том (ЭГД).

Материалы и  методы. Исследования про-
ведены на 1- и 6-месячных самцах – потомках 
крыс с ЭГД. Для изучения влияния пренаталь-
но воздействующей хронической гиперглике-
мии на  плод нами была разработана модель 
экспериментального гестационного диабета 
(ЭГД) у  самок крыс линии Вистар. ЭГД мо-
делировали однократным введением стреп-
тозотоцина в  дозе 45  мг/кг веса животного 
на  14-15 сутки датированной беременности 
крысы, что соответствует последнему триме-
стру беременности. После индукции диабета 
самок выпаивали в  первый день 20% р-ром 
глюкозы, на второй день – 10% р-ром глюко-
зы для снижения риска развития острой ги-
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погликемии, которая развивается вследствие 
значительной одномоментной деструкции 
β-клеток и повышения концентрации инсули-
на в  крови. Потомки крыс с  ЭГД находились 
на высококалорийном рационе со свободным 
доступом к  воде и  пище. Структуру классов 
Foxp3+-кле ток изучали путем анализа серий-
ных гистологических срезов, обработанных 
МКАТ к  транскрипционному фактору Foxp3 
(Santa Cruz Biotechnology, США). Обработан-
ные гистологические срезы изучали с  помо-
щью компьютерной программы ImageJ (NIH, 
США). Изображение, получаемое на  микро-
скопе Primo Star (ZEISS, Германия) в ультрафи-
олетовом спектре возбуждения 390 нм (FITC) 
с  помощью высокочувствительной камеры 
Axio Cam 5c (ZEISS, Германия) и пакета про-
грамм для получения, архивирования и подго-
товки изображений к публикации Axio Vision 
4.7.2 (ZEISS, Германия) немедленно вводили 
в компьютер. При этом в автоматическом ре-
жиме определялись области со статистически 
значимой флюоресценцией, характерной для 
лимфоидных клеток экспрессирующих Foxp3. 
Вычислялись морфометрические и  денсито-
метрические характеристики иммунопози-
тивных клеток. При окраске антителами ис-
следовали иммунопозитивные лимфоциты, 
расположенные в корковом плато и мякотных 
тяжах БЛУ.

Результаты. Изучение серийных срезов 
брыжеечных лимфатических узлов показало 
следующие результаты: в контрольной группе 
1-месячных потомков интактных животных 
суммарная плотность Foxp3+-лимфоцитов со-
ставила 44±4 в корковом плато, и 50±3 на 1 мм2 

в  мозговых тяжах, к  возрасту 6 месяцев не-
сколько уменьшалась до 39±3 и 42±3 на 1 мм2 
соответственно. Анализ суммарной плотно-
сти популяции Foxp3+-лимфоцитов в  экспе-
риментальных группах животных показал: 
у  1-месячных потомков крыс с  ЭГД обнару-
жилось сниженное на  57% (p<0.05) количе-
ство Т-регуляторных клеток в корковом плато 
и на 76% (p<0.05) в мозговых тяжах. У 6-месяч-
ных крыс эти показатели были снижены на 54% 
(p<0.05) и на 64% (p<0.05) соответственно.

Изучение распределения отдельных клас-
сов Тreg показало, что количество Foxp3+-лим-
фобластов относительно контрольных групп 
уменьшилось в  наибольшей мере: в  1-месяч-
ном возрасте на 78% (p<0.05) в корковом пла-
то и  на  92% (p<0.05) в  мозговых тяжах БЛУ, 

а  у  6-месячного потомства на  33% (p<0.05) 
и на 78% (p<0.05) соответственно. Количество 
Foxp3+-малых и  средних лимфоцитов у  по-
томства крыс с  ЭГД снижалось в  меньшей 
мере, при этом в  структуре популяции Тreg 
процент Foxp3+-средних лимфоцитов оста-
вался прежним, достоверно уменьшалась 
процентная доля Foxp3+-лимфобластов и уве-
личивалось процентное число Foxp3+-малых 
лимфоцитов.

Измерение интенсивности флуоресценции, 
которая отражает концентрацию транскрип-
ционного фактора Foxp3 в  иммунопозитив-
ных клетках, показало достоверное снижение 
флуоресценции в корковом плато БЛУ во всех 
классах Foxp3+-клеток у  1-месячного потом-
ства, и выравнивание этого показателя к 6-ме-
сячному возрасту. В мозговых тяжах наблюда-
лось достоверное увеличение интенсивности 
флуоресценции у  Foxp3+-малых лимфоцитов 
обеих возрастных групп.

Известно, что ГД приводит к изменению суб-
популяционного состава лимфоцитов в крови, 
однако данных об  изменениях уровня Тreg 
в органах имунной системы у потомства прак-
тически нет. Так, у новорожденных от матерей 
с  ГД в  пуповинной крови был выше уровень 
CD8-лимфоцитов с  Т-клеточным рецептором 
гамма/дельта и  ниже CD16-клеток, чем у  де-
тей группы контроля. Характерно, что количе-
ственный уровень Тreg в  крови, а  также про-
воспалительных цитокинов IL-1β и ФНОα был 
повышен, однако супрессорная активность ре-
гуляторных клеток – снижена [5].

Таким образом, можно сделать вывод о сни-
жении количества регуляторных Foxp3+-лим-
фоцитов в БЛУ у потомства крыс с ЭГД, а также 
о  снижении концентрации транскрипцион-
ного фактора Foxp3 в лимфоцитах коркового 
плато. Выявленные изменения иммунологиче-
ского пейзажа могут свидетельствовать о ри-
ске развития сахарного диабета у  потомков 
от матерей с ЭГД.
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Простая и доступная интегративная оцен-
ка состояния пациента является одной из за-
манчивых идей для клинициста. В реализации 
ее были попытки использовать бальные оце-
ночные шкалы, основанные на данных анамне-
за  [4]; давать характеристику адаптивных ре-
акций на основании анализа «белой» крови [1]; 
рассчитывать лейкоцитарный индекс инток-
сикации (ЛИИ) у  больных с  инфекционно-
воспалительными заболеваниями  [2]. Учиты-
вая, что генерализованные инфекции вызывают 

реакцию со  стороны всех систем адаптации, 
а рассчитать ЛИИ можно у пациенток, не име-
ющих выраженных воспалительных реакций, 
интересным было проанализировать корреля-
ции между ЛИИ и  отдельными показателя-
ми, характеризующими состояние иммунной 
и  вегетативной нервной систем (ВНС) у  лиц 
без тяжелых инфекционно-воспалительных 
заболеваний. В качестве модели были выбра-
ны беременные с  угрожающим выкидышем 
(УВ) в I триместре.

КОРРЕЛЯЦИИ МЕЖДУ ОТДЕЛЬНЫМИ 

ХАРАКТЕРИСТИКАМИ ИММУННОГО И ВЕГЕТАТИВНОГО 

СТАТУСА, ВЫРАЖЕННОСТИ ВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ РЕАКЦИИ 

И ПОКАЗАТЕЛЯМИ ЛЕЙКОЦИТАРНОГО ИНДЕКСА 

ИНТОКСИКАЦИИ

 Скрябина В. В.

ГБОУ ВПО Пермский государственный медицинский университет 
им. ак. Е. А. Вагнера, Пермь, Россия

У больных с угрожающим выкидышем проведен корреляционный анализ между отдель-
ными показателями, характеризующими состояние иммунной и вегетативной нервной си-
стемы, выраженность воспалительной реакции и лейкоцитарным индексом интоксикации 
(ЛИИ). Показано, что ЛИИ в большей степени коррелирует с особенностями состояния 
вегетативной нервной и иммунной систем, а не с выраженностью воспалительной реак-
ции. Сделан вывод о том, что показатели ЛИИ являются интегративной количественной 
характеристикой адаптивных, а не воспалительных реакций.

Ключевые слова: лейкоцитарный индекс интоксикации, угрожающий выкидыш, веге-
тативная нервная система, фагоцитоз, интерлейкин-1.
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WITH EXPERIMENTAL GESTATIONAL DIABETES
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Using immunofl uorescence method investigated the eff ects of gestational diabetes on the composition 
of lymphocyte mesenteric lymph nodes Wistar rats. We evaluated the distribution of the transcription fac-
tor Foxp3. A signifi cant decrease in the number of regulatory Foxp3+ -lymphocytes in the off spring of rats 
with experimental gestational diabetes, as well as reduction in the density of the transcription factor Foxp3 
in the lymphocytes of cortical plateau were shown. Th e changes revealed immunological landscape suggest 
the risk of developing diabetes in the off spring of mothers with experimental gestational diabetes.

Keywords: experimental gestational diabetes, mesenteric lymph nodes, Treg.
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Цель исследования. Изучить корреляции 
между ЛИИ и отдельными характеристиками 
иммунного и  вегетативного статуса у  бере-
менных с УВ в I триместре.

Материалы и  методы. Проведен корреля-
ционный анализ между показателями, полу-
ченными при обследовании 36 больных с УВ 
в I триместре до начала лечения. Анализиро-
вали степень связи между ЛИИ и  наличием 
клинических и лабораторных признаков вуль-
вовагинита и бактериурии; выявленными воз-
будителями урогенитального воспалительного 
процесса; титрами антител к  вирусным ин-
фекциям; показателям фагоцитарного индекса 
(ФИ), фагоцитарного числа (ФЧ) и процентом 
фагоцитоза (ФЦ); интерлейкином-1 (ИЛ-1); по-
казателями вариационной пульсометрии – ин-
дексом напряжения (ИН) регуляторных систем 
и  реактивностью ВНС, которую оценивали 
по соотношению ИН в ортопробе (ИН2) к ИН 
в покое (ИН1) – ИН2/ИН1 [3]; данными спек-
трального анализа вариабельности сердечного 
ритма (ВСР)  – совокупностью всех влияний 
на  сердечный ритм (общей мощностью спек-
тра  – Total) и  его составляющими  – процент-
ным вкладом влияний, модулирующих сердеч-
ный ритм (колебаниями с частотой 0,15–0,40 Гц 
и более – быстрыми дыхательными волнами – 
high frequency –% HF, происхождение которых 
связывают с парасимпатической активностью; 
колебаниями с частотой от 0,04 до 0,15 Гц – низ-
кочастотными – low frequency –% LF, обуслов-
ленными симпатической активностью ВНС; 
колебаниями с частотой менее 0,04 Гц – очень 
медленными низкочастотными волнами  – 
very low frequency –% VLF, обусловленными 
гуморально-метаболическими влияниями 
и связанными с активностью циркулирующих 
гормонов в крови и активностью метаболиче-
ских процессов в тканях).

ЛИИ рассчитывали на  основании общего 
анализа крови, сданного в  первом триметре, 
по  методике Кальф-Калифа [2] в  условных 
единицах (усл.ед.):
ЛИИ =((4 миелоциты* + 3 юные + 2 палочкоя-
дерные + сегментоядерные) × (пл.кл.** + 1))/
((лимфоциты + моноциты) × (эозинофилы + 1))
* – все показатели приводятся в процентах; 
** – плазматические клетки.

Количественные показатели представлены 
как М (среднее значение) ± SD (стандартное 
отклонение). Степень связи оценивали с  по-

мощью рангового коэффициента корреляции 
Спирмена (r). Слабой считали связь, если зна-
чение показателя силы связи было меньше 
0,25; умеренной  – при 0,25 ≤ r < 0,75; силь-
ной  ≥ 0,75; статистически значимыми счита-
ли значения р < 0,05.

Полученные результаты. Из  36 беремен-
ных клинические проявления урогениталь-
ных ин фекционно-воспалительных процес-
сов имели 23 человека (63,89%); возбудителей 
воспалительного процесса (хламидии; мика- 
и уреоплазмы; условнопатогенную микрофло-
ру в диагностически значимых титрах) в моче 
и секрете цервикального канала – 31 человек 
(86,11%). Антитела (IgG) к цитомегаловирусу 
(ЦМВ), вирусу простого герпеса (ВПГ) и крас-
нухе были у  всех обследованных. Титры ан-
тител к  ЦМВ составили 19,64 ± 8,08 МЕд/мл, 
к ВПГ – 1: 110,77 ± 22,87, к краснухе – 82,99 ± 
35,86 МЕд/мл. Индексы авидности (ИА) ан-
тител к  ЦМВ  – 86,43 ± 9,61%, к  ВПГ  – 99,46 ± 
9,6 9%, к  краснухе  – 82,70 ± 12,76%. Показате-
ли ВСР в покое были – ИН 111,14 ± 65,66 усл. 
ед., Total 2341,29 ± 540,14, VLF 33,83 ± 4,56%, LF 
25,18 ± 3,31%, HF 41,02 ± 5,04%; LF / HF 0,83 ± 
0,55. В ортопробе – ИН 140,66 ± 38,57 усл. ед., 
Total 3581,55 ± 1200,56, VLF 39,08 ± 4,32,% LF 
31,05 ± 4,47,% HF 30,12 ± 4,56; LF / HF 1,46 ± 0,49; 
ИН2 / ИН1 1,94 ± 0,85. Показатели ФЦ состави-
ли 74,00 + 2,86%; ФИ – 2,48 ± 0,31; ФЧ – 2,19 ± 
0,57; уровень ИЛ1 – 2,73 ± 0,97 пг/мл, ЛИИ  – 
1,41 ± 0,46 усл. ед.

Проведение корреляционного анализа выя-
вило сильную связь между ЛИИ и ИН в орто-
пробе (r = + 0,80; р = 0,001). Средней силы – с% 
VLF в покое (r = +0,59; р = 0,02), с реактивно-
стью вегетативной нервной системы  – ИН2/
ИН1 (r = + 0,57; р = 0,04), с% HF (r = – 0,52; р = 
0,03), с Total в покое (r = – 0,44; р = 0,05) и орто-
пробе (r = – 0,52; р = 0,04), с ИА антител к ВПГ 
(r = +0,58; р = 0,05) и ФИ (r = +0,36; р = 0,01). 
Слабую  – с  титром антител к  ВПГ (r  = – 0,23; 
р = 0,05) и  к  краснухе (r  = + 0,20; р = 0,04), 
с ИА антител к краснухе (r = + 0,20; р =м0,02) 
и  ЦМВ (r  =  – 0,19; р = 0,02), с  клиническими 
симптомами уро-генитального инфекционно-
воспалительного процесса (r = + 0,16; р = 0,05), 
ИЛ1 (r  = + 0,15; р = 0,04), титрами антител 
к ЦМВ (r = – 0,04; р = 0,04), идентифицирован-
ными бактериальными возбудителями воспа-
лительного процесса (r = – 0,04; р = 0,04).

Т. о., оказалось, что у больных с УВ в I три-
местре ЛИИ в  большей степени коррелирует 
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с особенностями состояния ВНС – увеличение 
ЛИИ отражает высокую реактивность ВНС при 
физической нагрузке, обеспечиваемую симпа-
тоадреналовым звеном; в покое – выраженную 
активность гуморально-ме таболических про-
цессов. Кроме того, этот показатель отража-
ет эффективность противовирусной защиты 
и фагоцитоза, но практически не связан с мар-
керами выраженности воспалительной реак-
ции, клиническими симптомами и  идентифи-
цированными бактериальными возбудителями. 
Поэтому, увеличение ЛИИ отражает не столько 
активность самого воспалительного процес-
са, сколько состояние адаптивных систем при 
действии любого возмущающего фактора, в т. ч. 
и инфекционного агента, а сам показатель явля-
ется не  маркером выраженности воспалитель-
ной реакции, а  интегративным показателем, 
характеризующим особенности адаптивной 
реакции. Выявленные корреляционные связи 
дают основания для проведения дальнейших 
исследований по поводу целесообразности ис-
пользования ЛИИ  – доступного в  каждом ле-
чебном учреждении показателя – в клинической 
практике, в том числе и у беременных, в каче-
стве скринингового теста для выявления лиц 
с иммунодефицитными состояниями и оценки 
особенностей адаптивных реакций.

Выводы: 
1. У больных с УВ ЛИИ в большей степени 

отражает особенности состояния вегетатив-

ной и иммунной систем при на действии ин-
фекционного агента, следовательно, являет-
ся интегративной характеристикой в  первую 
очередь адаптивных, а  не  воспалительных, 
реакций.

2. Высокие показатели ЛИИ соответству-
ют хорошей реактивности ВНС, высокой то-
нусу симпатоадреналового звена, активным 
гуморально-метаболическим процессам в по-
кое, способности к продукции высокоавидных 
антител, эффективному фагоцитозу; низкие – 
низкой реактивности ВНС, значительным 
парасимпатическим влияниям, не  высокой 
эффективности противовирусной защиты 
и фагоцитоза.
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In patients with a threatening miscarriage a correlation analysis between individual indicators State of 
the immune and vegetative nervous systems, the severity of the infl ammatory reaction and lejkocitarnym 
index of intoxication (LII). Shows that LII is more correlated with the features of the autonomic nervous 
and immune systems, but not with the magnitude of the infl ammatory response. Concludes that the char-
acteristics of LII are integrative characteristics of LII are integrative quantitative characteristic of adaptive, 
not infl ammatory, reactions.
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Известно, что гигиенические условия жиз-
ни в  большинстве регионов Российской Фе-
дерации характеризуются высоким уровнем 
загрязнения атмосферного воздуха, питьевой 
воды, почвы, продуктов питания. Оренбург-
ская область  – агропромышленный регион, 
ведущими ветвями экономики которого яв-
ляются: топливная промышленность, черная 
и цветная металлургия, химическая, нефтехи-
мическая и пищевая отрасли. На территории 
Оренбургской области находится крупнейшее 
в России Оренбургское газоконденсатное ме-
сторождение, ведется добыча нефти, желез-
ных, медных и  никелевых руд, асбеста. Мно-
гие предприятия размещены непосредственно 
на  территории городов, что оказывает су-
щественное негативное воздействие на  со-
стояние окружающей среды городов области. 
Факторы окружающей среды могут иметь 
многообразные прямые или опосредованные 
связи с нарушением здоровья населения. Ред-
ко они выступают в результате первопричины 
тех или иных нарушений в состоянии здоро-
вья человека, значительно чаще заболевания 
возникают при воздействии множества сла-
бых причинных факторов, обладающих моди-
фицирующим действием [4]. Несомненно, за-

грязнение атмосферы, воды и почвы в местах 
проживания увеличивает риск развития зло-
качественных новообразований и, в том чис-
ле, заболеваний крови. В  ранее проведенных 
исследованиях установлено, что высокие сред-
немноголетние показатели суммарного хими-
ческого загрязнения атмосферного воздуха, 
питьевой воды и почвы пришлись на террито-
рии Оренбургской области, где сосредоточены 
предприятия тяжелой и химической промыш-
ленности [1]. В целом, из всех городов и райо-
нов Оренбургской области большинство вы-
соких показателей первичной заболеваемости 
гемобластозами наблюдались на урбанизиро-
ванных территориях [2, 3]. Целью работы яви-
лось определение долевого вклада отдельных 
факторов риска здоровью с  моделированием 
и  прогнозированием первичной заболевае-
мости гемобластозами у взрослого населения 
проживающего на  территории Оренбургской 
области.

На первом этапе работы был проведен кор-
реляционный анализ между уровнем антро-
погенной нагрузки в  виде суммарного хими-
ческого загрязнения атмосферного воздуха 
(Катм.), питьевой воды (Кводы) и  почвы (Кпочвы) 
и  показателями первичной заболеваемости 

МОДЕЛИРОВАНИЕ И ПРОГНОЗИРОВАНИЕ 

ФОРМИРОВАНИЯ ПЕРВИЧНОЙ ЗАБОЛЕВАЕМОСТИ 

ГЕМОБЛАСТОЗАМИ У ВЗРОСЛОГО НАСЕЛЕНИЯ

 Смолягин А. И.1,  Лебеденко С. А.2,  Ермолина Е. В.1, 

 Чепасов В. И.3,  Боев В. М.1
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В  работе представлены данные корреляционного и  факторного анализа между уров-
нем антропогенной нагрузки и показателями первичной заболеваемости гемобластозами 
у взрослых жителей различных регионов Оренбургской области. Определен вклад различ-
ных факторов окружающей среды в формировании данной патологии. Разработаны моде-
ли прогнозирования первичной заболеваемости гемобластозами в зависимости от уровня 
антропогенной нагрузки.
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гемобластозами и  их группами, объединен-
ных по  степени зрелости опухолевых клеток 
или линии гистогенеза в различных регионах 
Оренбургской области. На основании оценки 
совокупности сильных корреляционных пар-
ных связей суммарного химического загряз-
нения окружающих сред и уровня первичной 
заболеваемости гемобластозами в  Оренбург-
ской области (при r > 0,7) долевой вклад сум-
марного химического загрязнения воздуха 
(Катм) в  формирование первичной заболевае-
мости опухолями крови составил 33,3%, сум-
марного химического загрязнения питьевой 
воды (Кводы) – 44,4% и почвы (Кпочвы) – 22,3%. 
Значения коэффициентов корреляции с  наи-
более сильной прямой силой связи (r  > 0,9) 
установлены между Катм и уровнем первичной 
заболеваемости острыми лейкозами и лимфо-
пролиферативными заболеваниями в районах 
области, где расположены предприятия чер-
ной и цветной металлургии. Сильная прямая 
корреляционная связь отмечена и  в  группе 
лимфопролиферативных заболеваний с  Кводы 
и Кпочвы в отдельных сельских районах, с высо-
ким уровнем химического загрязнения окру-
жающей среды.

По данным факторного анализа установле-
но, что все показатели суммарного химическо-
го загрязнения окружающей среды (Катм, Кводы, 
Кпочвы) и  различные группы гемобластозов, 
объединенных по  степени зрелости опухоле-
вых клеток и  линии гистогенеза распределя-
ются по трем факторам, которые составляют 
77,8% обобщенной дисперсии. Первый фактор 
(28,0%), который можно назвать «фактором 
атмосферного воздуха» включает 20 показа-
телей лимфопролиферативных заболеваний, 
10  показателей миелопролиферативных за-
болеваний и  11 показателей группы острых 
лейкозов во  всех зонах Оренбургской обла-
сти. Второй фактор (26,6%), который можно 
назвать «фактором питьевой воды» включает 
22  показателя лимфопролиферативных за-
болеваний, 11 показателей миелопролифера-
тивных заболеваний и  6 показателей группы 
острых лейкозов. Третий фактор (23,2%)  – 
«фактор почвы», включает 14 показателей 
лимфопролиферативных заболеваний, 11 по-
казателей миелопролиферативных заболева-
ний и 9 показателей группы острых лейкозов. 
При совокупной оценке данных корреляцион-

ного и  факторного анализов, большая часть 
показателей первичной заболеваемости гемо-
бластозами имеет связь с Катм.

Учитывая результаты корреляционного 
и  факторного анализов, были разработаны 
модели прогнозирования первичной заболе-
ваемости гемобластозами у  взрослого насе-
ления Оренбургской области в  зависимости 
от уровня антропогенной нагрузки. Для оцен-
ки тенденций в уровне первичной заболевае-
мости гемобластозами и его прогнозировании 
использовались модели, построенные мето-
дом наименьших квадратов. По этим моделям 
определялись оценки влияния на  зависимый 
параметр параметров  – аргументов. В  каче-
стве параметра  – аргумента использовались 
известные значения суммарного химического 
загрязнения сред окружающей среды (атмос-
ферный воздух, питьевая вода, почва). При 
проведении параметрического анализа, в  ка-
честве зависимого параметра рассматривался 
уровень первичной заболеваемости.

При проведении анализа с использованием 
математических моделей было установлено, 
что точность прогнозирования развития ге-
мобластозов, в зависимости от уровня антро-
погенной нагрузки, и общая прогностическая 
возможность модели приближается к  100%. 
На  основании прогнозных значений пред-
полагается, что при сохранении прежнего 
уровня суммарного химического загрязнения 
окружающей среды продолжится рост уровня 
первичной заболеваемости гемобластозами 
как в городах, так и сельских районах, с пре-
имущественным увеличением доли новооб-
разований крови на наиболее урбанизирован-
ных территориях.
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Механическая желтуха (МЖ) – это тяжелое 
патологическое состояние организма, вызван-
ная обстукцией желчевыводящего протока, 
и требующее немедленного оперативного посо-

бия больному. Наиболее подвержены синдро-
му МЖ женщины в возрасте старше 30 лет [4]. 
Этиологически механическая желтуха может 
быть доброкачественного (60–80%) и опухоле-
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pathology. Developed models predicting primary morbidity of hematological malignancies depending on 
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ДОБРОКАЧЕСТВЕННОГО ГЕНЕЗА

 Смирнова О. В.1,2,  Титова Н. М.2,  Елманова Н. Г.1

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера»; 
2Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего 

профессионального образования «Сибирский федеральный университет», 
Красноярск, Россия

Авторами изучены особенности хемилюминесцентной активности нейтрофильных гра-
нулоцитов у  больных механической желтухой доброкачественного генеза в  зависимости 
от уровня билирубина. Объектом исследования явились 100 практически здоровых людей 
и 38 больных механической желтухой, разделенные на три группы в зависимости от уровня 
билирубина. Оценка спонтанной и индуцированной хемилюминесценции нейтрофильных 
гранулоцитов осуществлялось по методу De sole et al, 1983. У больных механической жел-
тухой доброкачественного генеза наблюдается увеличение активности нейтрофильных гра-
нулоцитов, в зависимости от уровня билирубина в крови. Наибольшие изменения функций 
нейтрофильных гранулоцитов регистрируются у больных механической желтухой с уров-
нем билирубина более 200 мкмоль/л при индуцированной хемилюминесценции. Наруше-
ние баланса между спонтанной и индуцированной суммарной продукцией активных форм 
кислорода выявлено у больных с уровнем билирубина 60-200 мкмоль/л, что свидетельству-
ет о  кумулятивном эффекте билирубина не  только на  гепатоциты, но  и  на  клетки крови. 
При уровне билирубина более 200 мкмоль/л развивается токсический эффект на все клетки 
и ткани организма, что вероятно, и обуславливает неблагоприятный исход заболевания.

Ключевые слова: механическая желтуха, иммунитет, нейтрофильные гранулоциты.
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вого генеза (20–40%) [5]. Наиболее частой при-
чиной МЖ доброкачественного генеза являет-
ся желчекаменная болезнь, которая по оценкам 
разных авторов диагностируется до 10% взрос-
лого населения развитых стран. 

Прогрессирование механической желтухи 
зависит от уровня билирубина, при концентра-
ции билирубина в  крови выше 200  мкмоль/л 
у  всех больных развивается клеточно-пече-
ночная недостаточность, с неблагоприятным 
исходом [1]. Одним из патогенных механиз-
мов возникновения и прогрессирования ме-
ханической желтухи является воспаление и на-
личие инфекционного бактериального агента. 
Неспецифические факторы иммунного ответа 
макроорганизма направлены на  элиминацию 
последнего. Таким образом, прогрессирова-
ние механической желтухи зависит не только 
от уровня билирубина в крови, но и от функ-
циональной активности неспецифических 
фагоцитов.

В связи с этим, целью нашей работы было 
изучить особенности спонтанной и  индуци-
рованной хемилюминесцентной (ХЛ) актив-
ности нейтрофильных гранулоцитов (НГ) 
у  больных МЖ доброкачественного генеза 
в зависимости от уровня билирубина в крови.

Материалы и  методы исследования. Объ-
ектом исследования были 38 больных МЖ, 
в возрасте от 42 до 65 лет (53,5±3,7), поступив-
шие в первое хирургическое отделение КГБУЗ 
«Красноярской межрайонной клинической 
больницы скорой медицинской помощи име-
ни Н. С. Карповича» г. Красноярска в 2013 году 
с  диагнозом механическая желтуха доброка-
чественного генеза. Контрольную группу со-
ставили 100 здоровых добровольцев, сопоста-
вимых по полу и возрасту с основной группой. 
Обследование больных и  практически здоро-
вых людей проводилось с  разрешения этиче-
ского комитета ФГБНУ «НИИ МПС», при этом 
каждый участник подписывал форму инфор-
мированного согласия на обследование. Оцен-
ка неспецифического звена иммунитета прово-
дилась при поступлении больных в стационар 
до патогенетической терапии. Материалом ис-
следования была венозная кровь, которая заби-
ралась при поступлении больного.

Оценка спонтанной и индуцированной хе-
милюминесценции НГ осуществлялась в  те-
чение 90 минут на  36-канальном хемилюми-
несцентном анализаторе “CL3604”(Россия) 
(метод de sole et al, 1983). Определяли время 

выхода на максимум свечения (Тmax), макси-
мальное значение свечения (Imax) и площадь 
под кривой свечения (S), характеризующее 
суммарную продукцию активных форм кис-
лорода. Дополнительно рассчитывался индекс 
активации, в  виде Sинд/Sспонт. Для усиле-
ния хемилюминисценции использовался лю-
минол, а  в  качестве индуктора дыхательного 
“взрыва” – зимозан. [2, 3, 5]

Статистическая обработка данных поводи-
лась с помощью Statistica 7.0 (StatSoft , USA). Ана-
лиз соответствия вида распределения признака 
закону нормального распределения проводил-
ся с использованием критерия Шапиро-Уилка. 
Для непараметрических данных вычисляли 
медиану (Me) и  интерквартильный размах 
(C25-С75). Достоверность различий (p  <  0,05) 
между показателями независимых выборок 
оценивали по критерию Манна-Уитни.

Результаты исследования и их обсуждения. 
В исследование были включены 100 практиче-
ски здоровых людей и 38 больных МЖ – 3 че-
ловека с  уровнем билирубина в  крови менее 
60 мкмоль/л (2-я группа), 14 человек с уров-
нем билирубина 60-200 мкмоль/л (3-я груп-
па) и 21 человек с уровнем билирубина более 
200 мкмоль/л (4-я группа).

У больных МЖ 2 группы спонтанная ин-
тенсивность свечения увеличивалась больше 
в  6 раз, а  в  3 группе в  1,8 раз по  сравнению 
с  практически здоровыми людьми (p  < 0,05). 
Площадь под кривой спонтанной ХЛ НГ была 
увеличена в 4 группе в 10 раз, в 3 группе в 9 раз, 
во 2 группе в 6 раз по сравнению с практиче-
ски здоровыми людьми (p < 0,05).

У больных 2 группы индуцированное вре-
мя выхода на  максимум свечения увеличи-
лось в  2 раза по  сравнению с  контрольной 
группой, и снижалось у больных 3 и 4 групп 
относительно 2 группы. (p < 0,05). Индуциро-
ванная интенсивность ХЛ НГ была повышена 
у больных 3 и 4 групп по сравнению с 2 груп-
пой (p < 0,05). У больных 4, 3 и 2 групп выяв-
лялось увеличение индуцированной площади 
под кривой ХЛ по сравнению с контрольной 
группой (p < 0,05).

В группе больных с  уровнем билирубина 
в крови менее 60 мкмоль/л наблюдалось уве-
личение спонтанной интенсивности ХЛ, ин-
дуцированного времени выхода на максимум 
и спонтанного и индуцированного площадей 
под кривой ХЛ по сравнению с контрольной 
группой.
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FEATURES CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF NEUTROPHILIC 

GRANULOCYTES OF PATIENTS WITH OBSTRUCTIVE JAUNDICE 

OF BENIGN ORIGIN

Smirnova O. V.1,2, Titova N. M.2, Elmanova N. G.1

1Research Institute of Medical Problems of the North Krasnoyarsk; 
2Sibirian Federal University, Krasnoyarsk, Russia

Th e authors studied the characteristics of the chemiluminescent activity of neutrophilic granulocytes 
in patients with obstructive jaundice of benign origin depending on the level of bilirubin. Th e objects 
of the study were 100 healthy subjects and 38 patients with obstructive jaundice are divided into three 
groups depending on the level of bilirubin. Assessment of spontaneous and induced chemiluminescence 
of neutrophils was performed by the method of De sole et al, 1983. In patients with obstructive jaundice of 
benign origin, an increase depending on the level of bilirubin in the blood levels of neutrophils. Th e great-
est changes in the functions of neutrophils are registered with induced chemiluminescence in patients 
with obstructive jaundice with bilirubin level more than 200 mmol/l. Imbalance between spontaneous 
and induced total production of reactive oxygen species was detected in patients with bilirubin 60-200 
micromol/L indicating that the cumulative eff ect of bilirubin not only hepatocytes and blood cells. Th is 
develops toxic eff ect on all cells and tissues of the body at the level of bilirubin more than 200 mmol/l, and 
that probably causes an unfavorable outcome.

У больных МЖ с  уровнем билирубина 60- 
200  мкмоль/л было выявлено увеличение пло-
щадей под кривой спонтанной и индуцирован-
ной ХЛ по сравнению с практически здоровыми 
людьми, увеличение индуцированной интен-
сивности и  снижение спонтанной интенсив-
ности ХЛ и индуцированного времени выхода 
на максимум по сравнению с 2 группой.

У больных МЖ с уровнем билирубина более 
200 мкмоль/л увеличены площади под кривой 
спонтанной и индуцированной ХЛ, и индуциро-
ванной интенсивности свечения по сравнению 
с  контрольной группой, увеличена индуциро-
ванная интенсивность и уменьшена спонтанная 
интенсивность и индуцированное время выхо-
да на максимум по сравнению с 2 группой.

Заключение. У больных механической жел-
тухой доброкачественного генеза наблюдается 
увеличение активности нейтрофильных грану-
лоцитов, в  зависимости от  уровня билируби-
на в  крови. Наибольшие изменения функций 
нейтрофильных гранулоцитов регистрируются 
у  больных механической желтухой с  уровнем 
билирубина более 200 мкмоль/л при индуци-
рованной хемилюминесценции. Нарушение 

баланса между спонтанной и индуцированной 
суммарной продукцией активных форм кисло-
рода выявлено у больных с уровнем билируби-
на 60-200 мкмоль/л, что свидетельствует о ку-
мулятивном эффекте билирубина не  только 
на гепатоциты, но и на клетки крови. При уров-
не билирубина более 200 мкмоль/л развивается 
токсический эффект на все клетки и ткани ор-
ганизма, что вероятно, и обуславливает небла-
гоприятный исход заболевания.
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Введение. Известно, что бронхиальная астма 
(БА) – это хроническое воспалительное заболе-
вание дыхательных путей, в котором принима-
ют участие многие клетки и клеточные элемен-
ты. Хроническое воспаление обусловливает 
развитие бронхиальной гиперреактивности, 
которая приводит к повторяющимся эпизодам 
свистящих хрипов, одышки, чувства заложен-
ности в груди и кашля, особенно по ночам или 
ранним утром. Эти эпизоды обычно связаны 
с распространённой, но изменяющейся по сво-
ей выраженности обструкцией дыхательных 
путей в лёгких, которая часто бывает обрати-
мой либо спонтанно, либо под действием ле-
чения [2]. Кроме того, БА представляет собой 
классический пример психосоматического за-
болевания [1], в  основе которого лежат как 
физиологические, так и психологические при-
чины, в том числе, личностные особенности и, 
в частности, алекситимия [3]. Так как алексити-
мия характеризуется неспособностью к иденти-
фикации и вербализации собственных чувств, 
можно предположить, что для алекситимичных 
пациентов традиционные формы психокоррек-
ции будут мало эффективными и нужны прин-
ципиально иные подходы, подготавливающие 
алекситимика к  вербальным способам тера-
певтического взаимодействия. Определённый 

терапевтический эффект у  данной категории 
больных может быть достигнут с привлечени-
ем невербальных, телесно-ориентированных 
методов психокоррекции [3, 4, 5].

Цель исследования: определение особен-
ностей воздействия методов телесно-ориенти-
рованной психокоррекции на  психофизио-
логические и  иммунологические параметры 
пациентов с БА.

Материалы и методы. Нами был обследован 
141 пациент, в том числе 62 мужчины и 79 жен-
щин, сопоставимых по возрасту, вариантам БА 
и степени тяжести заболевания. Пациенты были 
разделены на две группы. С пациентами первой 
группы проводилась телесно-ориентирован-
ная психокоррекция (ТОП) по разработанной 
нами схеме, направленная на снижение уровня 
алекситимии. Пациентам второй группы (кон-
трольной) назначалось обследование и медика-
ментозное лечение по аналогичной схеме, за ис-
ключением курса ТОП. Оценка эффективности 
лечения проводилась в  конце стационарного 
курса (на  18-20 сутки). Клиническая оценка 
лечения осуществлялась врачом  – аллерголо-
гом. При обследовании пациентов применялся 
комплекс экспериментально-психологических 
(оценка уровня алекситимии; оценка уровня 
контроля бронхиальной астмы) и  иммуноло-

ПСИХОКОРРЕКЦИОННОЕ ВОЗДЕЙСТВИЕ 

ПРИ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЕ И ЕГО ВЛИЯНИЕ 

НА ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ПАЦИЕНТОВ

 Смык А. В.,  Маркова Е. В.

ФГБНУ «НИИ фундаментальной и клинической иммунологии», Новосибирск, Россия

Известно, что в  этиологии и  патогенезе бронхиальной астмы большую роль играют 
психологические факторы, в частности алекситимия. Так как алекситимия характеризует-
ся неспособностью к идентификации и вербализации собственных чувств, можно предпо-
ложить, что для алекситимичных пациентов традиционные формы психокоррекции будут 
мало эффективными и  нужны принципиально иные подходы, подготавливающие алек-
ситимика к  вербальным способам терапевтического взаимодействия. Целью данной ра-
боты являлось определение особенностей воздействия методов телесно-ориентированной 
психокоррекции на  психофизиологические и  иммунологические параметры пациентов 
с бронхиальной астмой. Показано, что психокоррекционная работа с пациентами снижает 
степень выраженности алекситимии, обеспечивает нормализацию некоторых параметров 
Т-клеточного звена иммунной системы и повышает уровень контроля над заболеванием 
(согласно «Asthma control test»).

Ключевые слова: бронхиальная астма, алекситимия, телесно-ориентированная психо-
коррекция.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 317

гических методов (определение субпопуляци-
онного состава лимфоцитов периферической 
крови и  фагоцитоза латексных частиц моно-
цитами и  нейтрофилами методом проточной 
цитофлюорометрии).

Результаты. После проведённого лечения, 
как медикаментозного, так и с присоединением 
ТОП, все пациенты были выписаны в состоя-
нии клинической ремиссии. Отмечено сниже-
ние уровня алекситимии (согласно Торонтской 
алекситимической шкале) до  нормативных 
показателей. Также после лечения у  пациен-
тов группы 1 установлена нормализация сни-
женных до  лечения параметров Т-клеточного 
звена иммунной системы (CD3+, CD4+). В им-
мунном статусе пациентов группы 2 достовер-
ных изменений иммунологических параметров 
не  обнаружено. По-нашему мнению, именно 
уменьшение степени выраженности алексити-
мии у пациентов группы 1 может быть связано 
с улучшением показателей Т-клеточного звена 
иммунной системы, поскольку имеются дан-
ные о негативном влиянии алекситимии на со-
держание CD4+ клеток [5].

Проведённые нами наблюдения за  состоя-
нием пациентов в  течение трёх месяцев по-
сле выписки из  стационара показали, что 
у  пациентов, которым в  процессе стацио-
нарного лечения был проведен курс телесно-
ориентированной терапии и, тем самым, сни-
жен уровень алекситимии, реже наблюдались 
ночные приступы астмы, они реже пользова-
лись ингалятором с  быстродействующим ле-
карством, по сравнению с больными, которым 
указанное психокор рекционное воздействие 
не  было проведено. При этом наиболее вы-
раженный эффект те лесно-ори ентированной 
психотерапии на указанные показатели зареги-
стрирован у пациентов мужского пола с доми-

нантным левым полушарием головного мозга; 
у них же в последующие три месяца, согласно 
русскоязычной валидизированной версии те-
ста «Asthma control test», был достигнут пол-
ный контроль над астмой, что свидетельству-
ет о целесообразности дифференцированного 
подхода к  терапии пациентов, страдающих 
БА, с  учётом индивидуальных особенностей 
функционирования их нервной системы.

Заключение. Таким образом, результаты про-
веденного исследования свидетельствуют о том, 
что телесно-ориентированное психокоррекци-
онное воздействие играет существенную роль 
в  восстановительном лечении БА, и  повышает 
эффективность стандартных методов терапии. 
Вышеизложенное свидетельствует о  позитив-
ном влиянии указанного воздействия у больных 
БА на  течение патологического процесса, что 
является обоснованием включения его в  ком-
плексную терапию данного заболевания.
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PSYCHOCORRECTIONAL EFFECTS IN ASTHMA AND ITS IMPACT 

ON IMMUNOLOGICAL PARAMETERS OF PATIENTS

Smyk A. V., Markova E. V.

Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russia

It is known that psychological factors, in particular alexitimia, play a signifi cant role in the etiology 
and pathogenesis of asthma. Since alexithymia is characterized by an inability to identify and verbalize 
their feelings, it can be assumed that for patients with alexithymia traditional forms of psycho-correction 
will not be very eff ective and needed a fundamentally diff erent approach for preparing these patients to 
verbal methods of therapeutic interaction. Th e aim of this study was to determine the characteristics of 
the infl uence of body-oriented psychological correction on physiological and immunological parameters 
in patients with asthma. It is shown that psychocorrectional work with patients reduces the severity of 
alexithymia, provides the normalization of some parameters of T-cell immunity and increases the level of 
control of the disease (according to «Asthma control test»).
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Актуальность и  цель работы. Необходи-
мость поиска эффективных способов регу-
ляции иммунологической памяти очевидна. 
Именно Т-клетки иммунной памяти ответствен-
ны за формирование долговременного протек-
тивного противоинфекционного и  противо-
опухолевого иммунитета. С  другой стороны, 
Т-клет ки памяти, генерированные в результате 
прерывания иммунологической толерантности 
к  аутоантигенам, играют роль «локомотива» 
в реализации патогенеза аутоиммунных забо-
леваний (рассеянный склероз, ревматоидный 
артрит и др.) и аллергопатологии [1]. Цитоки-
ны семейства I типа (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 
и  IL-21), имеющие общую γ-цепь, способны 
оказывать комплексное воздействие на  про-
цессы активации, дифференцировки и проли-
ферации Т-лимфоцитов [2, 3, 4, 5].

Цель: оценить влияние цитокинов, имеющих 
общую γ-цепь рецепторов (IL-2, IL-7, IL-15), 
на  изменение экспрессии поверхностных мо-
лекул активации  – CD69, CD25 и  пролифера-
ции – CD71 в популяции TCR-активированных 
CD45RO+ Т-клеток памяти в условиях клеточ-
ного культивирования in vitro.

Материалы и методы. Материалом исследо-
вания служила венозная кровь 58 условно здо-
ровых доноров (29 женщин и 29 мужчин, от 20 
до  35 лет). Выделенные методом иммуномаг-

нитной сепарации («MiltenyiBiotec», Germany) 
примированных (CD45RО+) Т-лимфоцитов 
(1х106 кл/мл) инкубировали в бессывороточной 
среде Искова в  присутствии Т-клеточного ак-
тиватора (T-CellActivation/ExpansionKithuman, 
Ac/Exp) и разных концентраций рекомбинант-
ных форм цитокинов (IL-2, IL-7 и  IL-15) (все 
реагенты MiltenyiBiotec, Германия) в течение 24 
и 48 часов при 37°С и 5% СO2.

В эксперименте были использованы следую-
щие варианты культивирования: 1) интактная 
проба; 2) проба с  добавлением Ac/Exp; 3) про-
бы с  добавлением Ac/Exp и  rIL-2/rIL-7/rIL-15 
(0,1х10–9 г/мл; 0,5х10–9 г/мл; 1,0х10–9 г/мл). Оцен-
ку количества CD45RO+ Т-лимфоцитов, экс-
прессирующих маркеры CD69, CD25 и  CD71, 
проводили методом проточной цитометрии 
с помощью МКАТ, меченных флуоресцентными 
метками: ViaBlue, FITC, PE, PEСy7, PerCP («eBio-
science», США) на  приборе «MACSQuantAna-
lyzer» («MiltenyiBiotec», Германия). Результаты 
цитометрического анализа были проанализиро-
ваны с помощью программы «KALUZA Analysis 
Soft ware» (Beckman Coulter, США). Статисти-
ческая обработка результатов осуществлялась 
с  помощью программы IBM SPSS Statistics 20 
(Statistical Package for the Social Sciences).

Результаты. В  интактных CD45RO+-куль-
турах, число CD69+ Т-клеток после оконча-

ЦИТОКИН-ИНДУЦИРОВАННАЯ АКТИВАЦИЯ 

И ПРОЛИФЕРАЦИЯ TCR-АКТИВИРОВАННЫХ 

Т-ЛИМФОЦИТОВ ПАМЯТИ

 Сохоневич Н. А.,  Юрова К. А.,  Хазиахматова О. Г., 

 Литвинова Л. С.

Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта, Калининград, Россия

Проведено исследование эффектов цитокинов, имеющих общую γ-цепь рецепторов 
(rIL-2, rIL-7 и rIL-15), на активацию и пролиферацию TCR-стимулированных Т-клеток им-
мунной памяти (CD45RO+), полученных от здоровых доноров. Выявленная нами in vitro от-
носительная резистентность процесса активации и пролиферации TCR-стимулированных 
CD45RO+CD8+ Т-клеток к  эффектам цитокинов, имеющих общую γ-цепь рецепторов 
(rIL-2, rIL-7 и rIL-15), по сравнению с CD45RO+CD4+ Т-лимфоцитами, может обеспечивать 
их большую устойчивость к  активационному апоптозу, а  также создавать необходимые 
предпосылки для эффективной реализации их цитотоксического потенциала в процессе 
развития вторичного иммунного ответа.

Ключевые слова: Т-клетки памяти, цитокины, маркеры активации, пролиферации 
(СD69, CD25, CD71).
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ния срока инкубации (24 ч) составило 2,51 
(0,87–5,3)%. Добавление Т-клеточного актива-
тора увеличивало количество CD45RO+CD69+ 
Т-лим фоцитов, в  среднем, в  25 раз (р<0,05), 
изменения равномерно затрагивали CD4+ 
и CD8+ субпопуляции.

Инкубация TCR-активированных CD45RO+ 
Т-клеток с  rIL-2 (1,0х10–9/мл) сопровождалась 
ростом числа CD69+ Т-клеток за  счет хелпер-
ной субопуляции (р<0,05) и  не  затрагивала 
цитотоксические Т-клетки. Добавление в среду 
культивации rIL-15 (0,5х10–9 г/мл) было ассо-
циировано со  снижением количества CD69-
позитивных Т-клеток в  TCR-активированной 
СD4+CD45RO+субпопуляции, и, напротив, уве-
личением числа СD8+CD45RO+CD69+ Т-кле ток 
(р ≤ 0,05). Обе субпопуляции были нечувстви-
тельными к rIL-7.

На момент окончания инкубации (48 ч) со-
держание CD25+ Т-лимфоцитов в  интактных 
пробах CD45RO+ культур было равным – 3,8 
(2,88–5,13)%. Добавление Ac/Exp увеличивало 
число CD4+/CD8+CD25-позитивных Т-лим-
фоци тов, в среднем, в 11 раз (р<0,05). Культи-
вирование CD2/CD3/CD28-активированных 
CD45RO+ Т-лим фоцитов c добавлением rIL-2 
и  rIL-7 приводило достоверному повышению 
числа CD4+/CD8+CD25+ Т-клеток по сравнению 
с пробой только с добавлением Ac/Exp (р≤0,05). 
Цитотоксические и  хелперные Т-клетки были 
чувствительны только к  максимальным кон-
центрациям (0,5; 1,0х10–9 г/мл) rIL-2 и rIL-7.

Интересно, что на фоне TCR-активации in 
vitro, rIL-15 (0,5; 1,0х10–9 г/мл) обладал угнета-
ющим действием на примированные цитоток-
сические Т-клетки, достоверно снижая число 
CD8+CD25+ Т-лимфоцитов (по  отношению 
к  пробе с  активатором) (р≤0,05). CD45RO+ 

CD4+-клетки оказались менее чувствительны 
к эффектам rIL-15.

Добавление Т-клеточного активатора в куль-
туры примированных (CD45RО+) Т-лим фоци-
тов приводило к двукратному увеличению чис-
ла CD4+/CD8+CD71+ Т-клеток по  сравнению 
с  контролем (р≤0,05). Действие rIL-2, rIL-15 
(1,0х10–9 г/мл) и  rIL-7 (0,5х10– 9  г/ мл) способ-
ствовало увеличению числа пролиферирую-
щих CD4+CD71+ Т-клеток (р ≤ 0,05). TCR-ак ти-
вированные CD45RO+CD8+-клетки оказались 
менее чувствительны к эффектам цитокинов.

Выводы. В условиях инкубации in vitro, TCR-
стимуляция примированных Т-клеток памяти 
способствует активации и пролиферации CD4+ 
и CD8+ – субпопуляций. Установлено, что про-
цессы активации и  пролиферации цитотокси-
ческих CD45RO+ Т-клеток, ассоциированные 
с мембранной экспрессией молекул CD69, СD25 
и СD71, на фоне TCR-стимуляции, относитель-
но резистентны к действию цитокинов, имею-
щих общую γ-цепь рецепторов (rIL-2, rIL-7 
и rIL-15), по сравнению с CD4+ Т-клетками.

Работа выполнена в рамках стипендии Пре-
зидента РФ (СП-454.2013.4) и субсидии на вы-
полнение государственной работы «Органи-
зация проведения научных исследований» 
(№ 603).
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CYTOKINE-INDUCED ACTIVATION AND PROLIFERATION 

OF TCR-ACTIVATED MEMORY T-LYMPHOCYTES

Sokhonevich N. A., Yurova K. A., Khaziakhmatova O. G., 

Litvinovа L. S.

Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia

We investigated the eff ects of cytokines which have a common receptor γ-chain (rIL-2, rIL-7 and 
rIL-15) on the activation and proliferation of TCR-stimulated T-memory cells (CD45RO+), which were 
obtained from healthy donors. We have identifi ed in vitro the relative resistance of activation and pro-
liferation of TCR-stimulated CD45RO+CD8+ T-cells to the eff ects of cytokines, with a common γ-chain 
receptor (rIL-2, rIL-7 and rIL-15), compared with CD45RO+CD4+ T-lymphocytes. CD45RO+CD8+ T-cells 
are more resistant to activation apoptosis that creates the necessary preconditions for the eff ective imple-
mentation of their cytotoxic potential in the development of the secondary immune response.
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Определение уровня функциональной ак-
тивности регуляторных систем поддержания 
гомеостаза, и  в  первую очередь иммунной 
системы, имеет важное значение в связи с вы-
явлением индикаторных показателей адапта-
ционного резерва и устойчивости организма, 
особенно в  условиях постоянно возрастаю-
щей техногенной химической нагрузки, а так-
же в связи с необходимостью решения задачи 
по минимизации ущерба и сохранения здоро-
вья населения [1, 2, 3, 4].

Цель работы  – исследовать показатели 
иммунной регуляции у  взрослого населения, 
постоянно проживающего в  условиях потре-
бления загрязненной тяжелыми металлами 
питьевой воды.

Материалы и методы. Проведено обследова-
ние взрослого населения (36 человек), средний 
возраст 35,94±6,63, проживающего на террито-
рии эндемичной по избыточному содержанию 
тяжелых металлов в питьевой воде. Группу кон-
троля составили 38 человек употребляющих 
питьевую воду с  допустимыми значениями 
са нитарно-химических показателей качества. 
Группы были сопоставимы по  возрасту, полу 
и соматической заболеваемости.

Для определения металлов в биологических 
средах применяли метод масс-спектрометрии 
с индуктивно связанной плазмой. Фагоцитар-
ную активность выявляли с  использованием 

в  качестве объекта формалинизированные 
эритроциты барана. Содержание иммуногло-
булинов в  сыворотке определяли с  помощью 
иммунодиффузии по  Манчини, концентра-
цию IgЕ общего, цитокинов интерлейкина-17 
и фактора некроза опухолей (TNFα), маркеров 
остеометаболизма RANKL (лиганд рецептора 
активации ядерного фактора каппа-В), остео-
протегерина  – методом иммуноферментного 
анализа, специфические антитела к  метал-
лам – аллергосорбентным тестированием.

Статистический анализ полученных дан-
ных проводили методом вариационной ста-
тистики с  расчетом средней арифметиче-
ской и  её стандартной ошибки и  t-критерия 
Стьюдента, а также методом корреляционно-
регрессионного анализа и  расчетом коэффи-
циента детерминации (R2). Различия между 
группами считали достоверными при р<0,05.

В условиях повышенного содержания 
стронция в  источниках питьевого водоснаб-
жения (в  среднем на  уровне 1,3 ПДК) выяв-
лено присутствие данного элемента в  крови 
обследуемых в концентрации, превосходящей 
в 4,3 раза аналогичные контрольные значения 
(p<0,05). Кроме того, отмечена повышенная 
встречаемость проб с  марганцем, свинцом, 
никелем, мышьяком, превышающих рефе-
рентные значения и показатели группы срав-
нения.

ОСОБЕННОСТИ ИММУННЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ В УСЛОВИЯХ 

КОНТАМИНАЦИИ ПИТЬЕВОЙ ВОДЫ ТЯЖЕЛЫМИ 

МЕТАЛЛАМИ

 Старкова К. Г.1,  Безрученко Н. В.1,2,  Лучникова В. А.1, 

 Легостаева Т. А.1

1ФБУН «Федеральный научный центр медико-профилактических технологий управления 
рисками здоровью населения»; 2ФГБОУ ВПО «Пермский государственный национальный 

исследовательский университет», Пермь, Россия

Проведен анализ особенностей иммунной регуляции у взрослого населения, постоян-
но проживающего в условиях повышенных концентраций тяжелых металлов в питьевой 
воде. Установлено снижение фагоцитарной активности, концентрации сывороточных IgG 
и  IgМ, повышенные уровни специфических антител к  стронцию, изменение продукции 
интерлейкина-17 и TNFα, а также медиаторов клеток костной системы RANKL и остео-
протегерина.

Ключевые слова: Иммунная регуляция, специфические антитела, тяжелые металлы.
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Одновременно у  взрослого населения ис-
следовали показатели гиперчувствительности. 
Содержание IgЕ общего находилось в пределах 
референтного диапазона и достоверно не от-
личалось от  показателей группы сравнения, 
однако были существенно повышены уровни 
специфических антител. Концентрация IgG 
к  стронцию в  36,4% случаев не  соответство-
вала референтному диапазону и  составила 
0,163±0,088 у. е. при норме <0,10 (p<0,05).

Также отмечено изменение содержания 
сывороточных иммуноглобулинов, кото-
рое проявилось уменьшением относительно 
возрастной нормы концентрации IgG и  IgМ 
у 47,8% и 82,6% обследованных соответствен-
но (p<0,05). При оценке шансов изменения по-
казателей гуморального иммунитета на  фоне 
возрастания концентрации контаминантов 
в биосредах показано достоверное понижение 
уровня IgА при увеличении концентрации 
марганца, мышьяка в крови (R2=0,61–0,90 при 
p<0,05).

Выявлено угнетение активности фагоци-
тарной функции иммунной системы, отраз-
ившееся в снижении абсолютного количества 
фагоцитов в 65,2% случаев относительно дан-
ных контрольной группы, кратность различий 
составила в 1,2 раза (p<0,05). Построение мате-
матических моделей причинно–следственных 
связей позволило установить снижение пока-
зателей фагоцитоза при возрастании концен-
трации марганца, мышьяка, стронция, никеля 
в крови (R2=0,13–0,85, p<0,05).

Величины маркеры межклеточной иммун-
ной регуляции (интерлейкин-17 и  TNFα) на-
ходились в пределах референтного интервала, 
однако достоверно отличались от  контроль-
ных показателей – снижение интерлейкина-17 

в  1,3 раза и  повышение содержания TNFα, 
в среднем в 2,6 раза (p<0,05). Подъем уровня 
марганца, мышьяка, никеля в крови был ассо-
циирован с  увеличением шансов повышения 
уровня TNFα (R2=0,81–0,95, p<0,05).

Исследование особенностей иммунной ре-
гуляции костного метаболизма не  выявило 
достоверных отличий содержания RANKL 
от  референтных показателей, в  то  время как 
уровень остеопротегерина достоверно превы-
шал норму в 1,3 раза у большей части обсле-
дованных (p<0,05). Анализ математических 
моделей показал достоверное повышение кон-
центрации маркеров костного метаболизма 
RANKL при увеличении содержания марган-
ца, стронция, свинца в  крови (R2=0,34–0,69, 
p<0,05).

Таким образом, у взрослого населения, по-
стоянно потребляющего питьевую воду с по-
вышенным содержанием тяжелых металлов, 
отмечено снижение фагоцитарной активно-
сти, продукции сывороточных иммуноглобу-
линов, повышение специфических антител, 
изменение продукции цитокинов и маркеров 
регуляции остеометаболизма.
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FEATURES OF THE IMMUNE INDICATORS AT THE ADULT 

POPULATION LIVING IN AREAS WITH CONTAMINATION 

OF DRINKING WATER BY HEAVY METALS

Starkova K. G.1, Bezruchenko N. V.1,2, Luchnikova V. A.1, 

Legostaeva T. A.1

1FBSI “Federal Scientifi c Center for Medical and Preventive Health Risk Management Technologies”; 
2FSBEI HPE “Perm State National Research University”, Perm, Russia

Th e study of immune regulation at the adult population living in areas with heavy metals exposure 
was revealed. We established decrease in phagocytic activity and concentration of serum IgG and IgM, 
increased levels of specifi c antibodies to strontium, changes of interleukin-17 and TNFα, as well as the 
ratio of RANKL and osteoprotegerin markers.
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Изменение функциональной активности 
иммунной системы в  условиях постоянно 
возрастающей внешнесредовой химической 
нагрузки может служить важным индикатор-
ным показателем, особенно учитывая роль 
иммунных механизмов в  патофизиологии 
многих заболеваний [3]. Актуальной задачей 
является исследование адаптационного по-
тенциала и иммунных нарушений у детского 
населения, организм которых чувствительно 
реагирует на комплексное воздействие факто-
ров среды обитания [1,2].

Цель работы  – анализ иммунорегулятор-
ных маркеров у детского населения при упо-
треблении питьевой воды с повышенным со-
держанием хлорорганических соединений.

Проведено иммунологическое диагности-
ческое обследование 93 детей в возрасте от 3 
до 7 лет, которые постоянно проживают на тер-
ритории с повышенным содержанием хлорор-
ганических соединений в воде хозяйственно-
бытового водоснабжения. Группу сравнения 
составили 46 детей из  «условно чистого» 
района.

Для определения содержания органиче-
ских соединений в  биосредах использова-
ли газовую хроматографию в  соответствии 
с  МУК 4.1.2116-06. Фенотипические осо-

бенности лимфоцитов исследовали мето-
дом проточной цитометрии и  мембранной 
иммунофлюоресценции с  использованием 
панели меченых моноклональных антител 
к  мембранным CD-рецепторам, суммарно 
регистрируя не  менее 10000 событий. Уров-
ни сывороточных иммуноглобулинов изуча-
ли методом радиальной иммунодиффузии 
по Манчини, содержание IgE общего с помо-
щью иммуноферментного анализа. Определе-
ние гиперчувствительности по критерию IgG 
специфический к хлороформу осуществляли 
методом аллергосорбентного тестирования. 
Для оценки фагоцитарной активности лейко-
цитов использовали формалинизированные 
эритроциты барана.

Статистическую обработку результатов 
проводили с  помощью описательной стати-
стики и  двухвыборочного t-критерия Стью-
дента, оценку зависимостей между признака-
ми – методом корреляционно-регрессионного 
анализа с  проверкой адекватности моделей 
на  основе расчета критерия Фишера и  коэф-
фициента детерминации (R2). Различия счи-
тались достоверными при р<0,05.

Оценка уровня загрязнения питьевой воды 
на  территории наблюдения показала несоот-
ветствие принятым гигиеническим нормати-

ИЗМЕНЕНИЕ ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 

У ДЕТЕЙ В УСЛОВИЯХ ХРОНИЧЕСКОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ 

ХЛОРОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ
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Показано, что у детей в условиях техногенного загрязнения питьевой воды хлорорга-
ническими соединениями наблюдается изменение показателей фагоцитарной активности, 
а  также угнетение продукции сывороточных IgG и  IgМ и  снижение уровня экспрессии 
CD25+ и CD95+ Т-клеточных рецепторов на фоне повышения содержания специфических 
IgG к хлороформу.

Ключевые слова: Иммунная система, регуляция, хлорорганические соединения.
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вам по хлороформу, доля нестандартных проб 
составляла 78,5–100% от  общего количества. 
В то же время в образцах крови детей группы 
наблюдения были обнаружены дибромхлор-
метан, хлороформ и четыреххлористый угле-
род, превышающие контрольные и  фоновые 
значения.

В результате проведенного клинико-лабо-
раторного исследования состояния здоро-
вья детей были выявлены функциональные 
нарушения со  стороны иммунной системы. 
Большинство параметров CD-иммунограммы 
соответствовало референтному диапазону, 
за  исключением выявленного снижения ак-
тивационных маркеров  – CD25+ у  26,7% об-
следованных, а  также CD95+ у  63,3% детей 
группы наблюдения (p<0,05). Кроме того, при 
проведении сравнительного анализа отмече-
но достоверное уменьшение абсолютного ко-
личества CD25+-, CD95+- и CD4+-лимфоцитов 
относительно контрольных значений (в 46,7%, 
50% и  56,7% случаев, соответственно). Ис-
пользование математического моделирования 
и методического приема оценки шансов изме-
нения биологических тестов при увеличении 
концентрации контаминантов в  биосредах 
позволило установить снижение количества 
CD4+-, CD25+-, CD95+-клеток при увеличении 
содержания хлороформа в крови (R2=0,68–0,87 
при p<0,05).

Выявлено, что в группе обследованных де-
тей показатели фагоцитарного звена иммун-
ного ответа находились в пределах физиоло-
гической нормы, однако у большинства детей 
отмечено повышение по относительному фа-
гоцитозу, фагоцитарному числу и  фагоци-
тарному индексу при сравнении с контроль-
ной группой (в 59,3%, 57,1% и 72,5% случаев, 
соответственно) (p<0,05). Анализ отношения 
шансов изменения показателей фагоцитар-
ной активности при возрастании концентра-
ции контаминантов в  биологических средах 
показал достоверное увеличение абсолют-
ного и  относительного фагоцитоза при на-
растании концентрации четыреххлористого 
углерода (R2=0,31–0,70 при p<0,05), а  также 
относительного фагоцитоза при повышении 
концентрации хлороформа в  крови (R2=0,67 
при p<0,05).

Функциональное изменение показателей 
гуморального иммунитета проявлялось пре-

имущественным дефицитом содержания IgG 
и IgМ у 55,4% и 85,9% обследованных, досто-
верным по  отношению к  возрастной норме 
(p<0,05). Также отмечено снижение уровня 
IgМ по сравнению с аналогичными показателя-
ми контрольной группы (p<0,05). Установлено 
увеличение шансов понижения концентрации 
IgG при подъеме уровня четыреххлористого 
углерода в крови (R2=0,71 при p<0,05).

В то  же время в  33,3% случаев показан 
существенно повышенный уровень общей 
сенсибилизации, в  среднем в  2,5 раза отно-
сительно физиологической нормы (p<0,05). 
Однако достоверных отклонений от  пока-
зателей группы сравнения не  наблюдалось. 
Одновременно у 41,8% обследованных детей 
выявлено превышение референтного значе-
ния специфической сенсибилизации к хлоро-
форму по критерию IgG, при этом кратность 
превышения составила в  2,6 раза (p<0,05). 
Оценка шансов изменения маркеров спец-
ифической сенсибилизации в  условиях воз-
растания контаминации биосред позволила 
установить достоверное увеличение уровня 
IgG к  хлороформу при увеличении концен-
трации четыреххлористого углерода в крови 
(R2=0,50 при p<0,05).

Таким образом, у  детей, потребляющих 
воду с  повышенным содержанием хлорор-
ганических соединений, установлены су-
щественные сдвиги в  системе маркеров им-
мунной регуляции, которые проявились 
изменением показателей фагоцитарной 
активности, угнетением активационных 
Т-клеточных рецепторов, продукции сыво-
роточных иммуноглобулинов ассоциирован-
ных с повышенным уровнем специфической 
сенсибилизации организма.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Долгих О. В., Зайцева Н. В., Лужецкий К. П., 
Андреева Е. Е. Российский иммунологический 
журнал. 2014, 3, 299-302.

2. Зайцева Н. В., Дианова Д. Г., Долгих О. В. Изве-
стия Самарского научного центра Российской 
Академии Наук. 2013, 3 (6), 1779-1782.

3. Dolgikh O., Zaitseva N., Dianova D., Krivtsov A. 
Molecular markers of apoptosis in industrial 
workers // In vivo: international Journal of 
Experimental and Clinical Pathophysiology 
and Drub Research. – 2011. – Vol. 25. – № 3. – P. 
523-524



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Иммунные механизмы 324
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We observed that children under technogenic drinking water contamination by organic chlorine com-
pounds showed changes of phagocytic activity, as well as inhibition of the production of serum IgG and 
IgM and a decrease in the expression level of CD25+ and CD95+ T-cell receptors with rising of specifi c IgG 
to chloroform.

В последние годы установлена тесная связь 
между состоянием иммунной системы и синдро-
мом ДСТ [1]. У детей с ДСТ имеются изменения 
иммунного статуса: снижение функциональной 
активности клеток моноцитарно/макрофагаль-
ного звена, содержания Т-лимфоцитов и  их 
субпопуляций, уровня сывороточных иммуно-
глобулинов (IgA, IgG, IgМ) [2], нарушения цито-
кинового обмена [3]. У детей с ДСТ актуальным 
является изучение состояния органов, относя-
щихся к иммунной системе, одним из которых 
является селезенка [4]. Однако до  настоящего 
времени не проводилось комплексное исследо-
вание иммунного статуса и эхографических па-
раметров селезенки у детей с ДСТ.

Цель данного исследования  – определить 
иммунологические показатели у  детей с  дис-
плазией соединительной ткани и  сопоставить 
их с эхографическими параметрами селезенки.

Методы исследования. Обследовано 606 де-
тей 6–17 лет 1-й и  2-й групп здоровья с  ДСТ. 
Клинические признаки ДСТ определялись 
по общепринятым критериям [2]. Для прове-
дения иммунологического обследования было 
сформировано две группы: в  первую группу 
вошли 225 детей 6–11 лет; во вторую – 210 де-
тей 12-16 лет. В каждой группе были выделены 
две подгруппы: «А» – дети с умеренными про-
явлениями основных признаков ДСТ (гипер-
растяжимость кожи, повышенная кровоточи-
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Обследовано 606 детей 6-17 лет 1-й и 2-й групп здоровья с дисплазией соединительной 
ткани (ДСТ). Изучены иммунный статус крови и эхографические параметры селезенки. 
У детей с ДСТ выявлены изменения иммунного статуса в виде снижения фагоцитарного 
показателя, фагоцитарного индекса, содержания CD3+ клеток, повышения уровня цирку-
лирующих иммунных комплексов, ИЛ-6, ИЛ-8 и ФНОα и увеличения размеров селезенки. 
Установлена прямая корреляционная связь между размерами селезёнки и  показателями 
иммунограммы в пределах третьей степени иммунной дефицитности.
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вость, гипермобильность суставов не  более 
чем на +), и «Б» – с выраженными проявлени-
ями основных признаков ДСТ (на ++ и +++). 
Контрольную группу составили дети (464) без 
признаков ДСТ. Всем детям проводилось уль-
тразвуковое исследование селезенки на аппа-
рате Mindray DC-8 EXP (China). Исследование 
иммунного статуса проводилось с использова-
нием тестов I и II порядка. Контролем явились 
региональные нормы показателей иммунного 
статуса детей, проживающих в Оренбургской 
области. Для показателей иммунограммы рас-
считывали степень иммунной дефицитности 
(СИД): СИД = (показатель обследуемого / 
нормальный уровень – 1) х 100%. Статисти-
ческую обработку полученных данных про-
водили методами вариационной статистики 
из  пакета прикладных программ Microsoft  
Excel и Statistica 10. Различия считались стати-
стически достоверными при р<0,05.

Результаты. Проведённый анализ иммуно-
логических показателей у детей с ДСТ выявил, 
что наиболее выраженные изменения сред-
них значений отмечались в  1-Б подгруппе, 
в  виде достоверного снижения ФП 47,6±1,4% 
(в  контроле 53,6±1,09%), ФИ 4,2±0,09 (в  кон-
троле 4,7±0,12), увеличения количества ЦИК 
171,21±9,4 ЕД (в контроле 50,0±5,0 ЕД) и во 2-Б 
подгруппе, где кроме снижения ФП, ФИ, повы-
шения ЦИК, установлено снижение абсолют-
ного количества CD3+ клеток до  1,01±0,06*109 
(в контроле 1,32±0,04*109), повышение уровней 
IgG до  13,56±0,8 г/л (в  контроле 10,7±0,25 г/л), 
ИЛ-6 до  252,08±9,39 нг/мл (в  контроле 105,0± 
45 нг/мл), ИЛ-8 до 1,63±0,3 нг/мл (в контроле 
0,21±0,12 нг/мл) и  ФНОα до  9,83±0,46 нг/мл 
(в контроле 1,05±0,25 нг/мл).

При анализе степени иммунной дефицит-
ности (СИД) у  детей 1-А подгруппы было 
выявлено, что 11,4±2,13% показателей изме-
нялись в  пределах второй СИД, 16,7±2,5%  – 
в  пределах третьей СИД, что в  целом со-
ставляет 28,07±3,02%, в  1-Б подгруппе эти 
изменения составили 16,21±2,4%, 25,23±2,9% 
и  41,44±3,28%, соответственно. Во  2-А под-
группе изменения в  пределах второй СИД 
составляют  – 17,3±1,89%, в  пределах третьей 
СИД – 15,38±1,82%, суммарно – 32,69±2,35%, 
у детей 2-Б подгруппы 21,74±2,16%, 19,56±2,12% 
и 41,3±2,62%, соответственно. Таким образом 
у  детей с  выраженными проявлениями ДСТ 
установлено увеличение количества показате-
лей в пределах второй и третьей СИД, по срав-

нению с подгруппой детей с умеренными про-
явлениями ДСТ.

При проведении ультразвукового исследо-
вания селезенки у детей с ДСТ отмечалось до-
стоверное относительное увеличение средне-
го значения продольного размера селезенки, 
в  возрасте 6-7 лет (81,9±1,46  мм) и  10-11 лет 
(99,9±1,19  мм), по  сравнению с  контрольной 
группой (77,6±1,04  мм и  87,6±1,83  мм, соот-
ветственно) и  тенденцию к  увеличению по-
перечного размера в  6-7 лет (34,0±0,63  мм) 
и 10-11 лет (37,3±0,7мм), в контрольной груп-
пой (32,2±0,56мм и 35,4±0,61мм, соответствен-
но). Установлена прямая корреляционная 
связь между размерами селезёнки и  показа-
телями иммунограммы измененными в  пре-
делах третьей СИД (r=0,56, p<0,01), уровнем 
IgG (r=0,44), ЦИК (r=0,53) и  обратная с  ФП 
(r=0,49), ФИ (r=0,47).

При изучении данных анамнеза было выяв-
лено, что у 318 (52,5±2,0%) детей с признаками 
ДСТ в течение 1 года острые заболевания орга-
нов дыхания встречались более 2 раз, а у детей 
без признаков ДСТ у  134 (28,9±2,1%), досто-
верно реже. У  46 детей (7,6±1,1%) с  ДСТ до-
стоверно чаще определялась дополнительная 
селезенка, в  контрольной группе у  9 детей  – 
1,9±0,7%. Дополнительная селезенка округлой 
формы, диаметром от 3,1 до 10,2 мм в среднем 
6,34  мм. При проведении корреляционного 
анализа, была выявлена связь между визуали-
зацией добавочной селезенки и показателями 
иммунограммы измененными в пределах вто-
рой (r=0,41) и третьей СИД (r=0,82, P<0,001).

Выводы. 1. У детей и  подростков с  ДСТ 
установлены изменения иммунного статуса 
крови в виде снижения ФП, ФИ, содержания 
CD3+ клеток, повышения уровня IgG, ЦИК, 
ИЛ-6, ИЛ-8 и ФНОα, при этом с увеличением 
выраженности проявлений ДСТ достоверно 
увеличивается глубина иммунологических 
нарушений, что проявляется в значительном 
увеличении числа показателей, измененных 
в пределах второй и третьей степени иммунной 
дефицитности.

2. Иммунологические параметры, изменен-
ные в пределах третьей СИД сочетались с уве-
личением размеров селезенки и визуализаци-
ей дополнительной доли.
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IMMUNOLOGICAL PARAMETERS BLOOD AS COMPARED 

TO THE PARAMETERS SONOGRAPHIC SPLEEN IN CHILDREN 

WITH CONNECTIVE TISSUE DYSPLASIA

Sumenko V. V.1, Lebedkova S. E.1, Livshits N. M.1, Klimova A. R.1, 

Trusova O. Yu.1, Vozgoment O. V.2

1Orenburg State Medical University, Ministry of Health, Orenburg; 2“Federal Scientifi c center 
of preventive health management health risk”, Perm, Russia

A total of 606 children 6-17 years with connective tissue dysplasia (CTD) without somatic pathology. 
Children with CTD immune status changes are set in the form of reduced phagocytic index, phagocytic 
index content CD3+ cells, increased levels of circulating immune complexes, IL-6, IL-8 and TNF and the 
enlargement of the spleen. A direct correlation between the size of the spleen and indicators immuno-
grams within the third degree of immune defi ciency.

Keywords: immune status, connective tissue dysplasia.

2. Наследственные многофакторные нарушения 
соединительной ткани у детей. Алгоритмы диа-
гностики, тактика ведения. Педиатрия. Журнал 
имени Г. Н. Сперанского. Приложение. 2014, 5, 40.

3. Bird H. Rheumatology 2007, 46, 902-903.

4. Внутренние болезни по  Тинсли Р. Харрисону. 
Под ред. Э. Фаучи, Ю. Браунвальда, К. Иссель-
бехера, Дж. Мартина, Д. Каспера, С. Хаузера 
и Д. Лонга. Практика – Мак – Гроу – Хилл, Мо-
сква 2002, 1760.

Дофаминергическая система мозга играет 
важную роль в  механизмах нейроиммунного 
взаимодействия, оказывая преимущественно 
иммуностимулирующее влияние, опосредо-
ванное действием дофамина на  D1- и  D2- ре-
цепторы иммунокомпетентных клеток [1]. 
Одним из  проявлений дисфункции дофами-
нергической системы является развитие бо-
лезни Паркинсона, в  основе которой лежит 

прогрессирующая дегенерация дофаминсин-
тезирующих нейронов черной субстанции 
мозга. Болезнь Паркинсона характеризует-
ся комплексом двигательных и  вегетативно-
висцеральных расстройств, а также нарушени-
ем иммунного статуса и механизмов органной 
резистентности [2].

Целью работы явилось изучение фаго-
цитарной активности альвеолярных макро-

ФАГОЦИТАРНАЯ АКТИВНОСТЬ АЛЬВЕОЛЯРНЫХ 

МАКРОФАГОВ ПРИ ДИСФУНКЦИИ 

ДОФАМИНЕРГИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ

 Тимофеева М. Р.,  Лукина С. А.

ГБОУ ВПО Ижевская государственная медицинская академия, Ижевск, Россия

Проведена оценка фагоцитарной активности альвеолярных макрофагов при дисфунк-
ции дофаминергической системы. Установлено, что нейродегенерация черной субстанции 
мозга, индуцированная стереотаксическим введением нейротоксина 6-гидроксидофами-
на сопровождалась угнетением клеточного звена врожденного иммунитета легких, а бло-
када D2-рецепторов – сохранением фагоцитарной активности альвеолярных макрофагов 
в условиях двухнедельного введения галоперидола.

Ключевые слова: альвеолярные макрофаги, черная субстанция, нейродегенерация, га-
лоперидол.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 327

фагов при дисфункции дофаминергической 
системы, моделируемой нейродегенерацией 
черной субстанции мозга или блокадой D2- 
рецепторов.

Материалы и  методы исследования. Ис-
следования проведены на крысах-самцах с со-
блюдением правил работы с  лабораторными 
животными (89/609/ЕС). В первой группе нар-
котизированным крысам (n=9) выполняли 
одностороннее введение нейротоксина 6-ги-
дроксидофамина (Sigma; 6 мкг) в компактную 
часть черной субстанции по  стереотаксиче-
ским координатам атласа мозга G. Paxinos: 
Р=5,3; L=2,3; V=7,6. Двигательную активность 
крыс оценивали через 30 дней в  открытом 
поле. Животным второй группы (n=14) осу-
ществляли ежедневное, внутрибрюшинное, 
в течение двух недель, введение галоперидола 
(Гедеон Рихтер, Венгрия; 0,5мг/кг), блокатора 
дофаминовых D2- рецепторов. Крыс тестиро-
вали на  наличие нейролептической каталеп-
сии. В качестве контроля выступали ложноо-
перированные животные. После окончания 
экспериментов получали бронхоальвеоляр-
ный лаваж и  изучали его клеточный состав 
по эндопульмональной цитограмме в мазках, 
окрашенных методом Романовского-Гимзе. 
Для оценки фагоцитарной активности макро-
фагов в  качестве стандартного объекта фа-
гоцитоза использовали монодисперсные ча-
стицы латекса диаметром 1,5 мкм в виде 10% 
полистирольной суспензии (Россия), рассчи-
тывали фагоцитарный индекс (процент фаго-
цитирующих клеток) и  фагоцитарное число 
(среднее число зерен латекса, поглощенных 
одним макрофагом). Статистический анализ 
выполнен на  основе программы Statistica 6.0; 
распределение и  сравнение параметров про-
водили критериями Шапиро-Уилка, Манна-
Уитни; достоверным считали уровень значи-
мости р<0,05.

Результаты исследования и  их обсужде-
ние. При исследовании клеточного состава 
лаважной жидкости на  фоне микроинъеци-
рования 6- гидроксидофамина в черную суб-
станцию мозга наблюдали уменьшение числа 
альвеолярных макрофагов (Z= –3,47; p=0,001) 
и  снижение доли фагоцитирующих макро-
фагов (Z= –2,79; p=0,005). В  условиях введе-
ния галоперидола в клеточном составе так же 
определили уменьшение доли альвеолярных 
макрофагов (Z= –3,2; p=0,001) на  фоне отно-

сительного увеличения числа лимфоцитов 
(Z=–3,83; p=0,001), однако, способность аль-
веолярных макрофагов к фагоцитозу не угне-
талась (Z=–1,24; p=0,21), фагоцитарная ак-
тивность клеток соответствовала контролю 
(Z=–0,94; p=0,35).

Анализ полученных результатов свиде-
тельствует, что более выраженные изменения 
клеточного звена врожденного иммунитета 
легких наблюдались при интранигральном 
введении 6-гидроксидофамина. Это может 
быть обусловлено недостаточностью ни-
гростриатной дофаминергической системы, 
являющейся основным источником цере-
брального дофамина и  входящей в  структу-
ру центрального аппарата нервной регуля-
ции функций иммунной системы, а  так  же 
дофаминовой дисфункцией гипоталамуса, 
имеющего эфферентные выходы на  органы 
нейроиммунорегуляции [2, 5]. Блокада цен-
тральных и  периферических дофаминовых 
D2- рецепторов в условиях системного введе-
ния галоперидола сопровождалась сохранени-
ем фагоцитарной активности альвеолярных 
макрофагов в  связи с  возможным влиянием 
медиатора на  D1- или α1- адренорецепторы 
иммунокомпетентных клеток [4]. Не  исклю-
чено, что отсутствие выраженного эффекта 
препарата связано с непродолжительным вве-
дением нейролептика [3].

Выводы. Дисфункция дофаминергической 
системы, индуцированная микроинъециро-
ванием нейротоксина 6-гидроксидофамина 
в  черную субстанцию мозга сопровождалась 
угнетением клеточного звена врожденного им-
мунитета легких, при блокаде D2-рецепторов 
фагоцитарная активность альвеолярных ма-
крофагов сохранялась в условиях двухнедель-
ного введения галоперидола.
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PHAGOCYTIC ACTIVITY OF ALVEOLAR MACROPHAGES 

WITH DYSFUNCTION OF THE DOPAMINERGIC SYSTEM

Timofeeva M. R., Lukina S. A.

SBEI HPT “Izhevsk State Medical Academy”, Izhevsk, Russia

Th e evaluation of the phagocytic activity of alveolar macrophages with dysfunction of the dopaminer-
gic system. It was established that the substantia nigra of the brain neurodegeneration induced by stereot-
actic administration of the neurotoxin 6-hydroxydopamine was accompanied by inhibition of the cellular 
component of innate immunity lungs, and D2-receptor blockade – preserving the phagocytic activity of 
alveolar macrophages in a two-week administration of haloperidol.

Key words: alveolar macrophages, substantia nigra, neurodegeneration, haloperidol.

Астма является комплексным заболева-
нием, обусловленным множеством факторов 
и  характеризующимся такими проявлениями 
как эозинофилия дыхательных путей, гипер-
плазия бокаловидных клеток, бронхиальная 
гиперчувствительность и  обструкция дыха-

тельных путей. Центральную роль в  аллерги-
ческом воспалении дыхательных путей игра-
ют Tх2-лимфоциты, которые инфильтрируют 
легкие наряду с эозинофилами, тучными клет-
ками и  антиген-презентирующими дендрит-
ными клетками. Многочисленные медиаторы 

ХАРАКТЕРИСТИКА ОСТРОЙ И ЭФФЕКТОРНОЙ ФАЗЫ 

АЛЛЕРГИЧЕСКОГО ВОСПАЛЕНИЯ ДЫХАТЕЛЬНЫХ 

ПУТЕЙ С ЦЕЛЬЮ ПОДБОРА ПАРАМЕТРОВ ДЛЯ ОЦЕНКИ 

РЕГУЛЯТОРНЫХ СВОЙСТВ БТШ70

 Троянова Н. И.1,  Постовская А. М.1,2,  Сервули Е. А.1,3,

 Сапожников А. М.1,  Шевченко М. А.1
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Аллергическая астма – комплексное заболевание, определяющей характеристикой ко-
торого является пролиферация Т-хелперных лимфоцитов 2 типа в ответ на вдыхаемые аэ-
роаллергены. Множество факторов, таких как эозинофилия, проаллергические цитокины 
и т. д., включены в воспалительный каскад при астме. Внеклеточный пул белков теплово-
го шока 70 кДа (БТШ70) оказывает модулирующее действие на воспалительные процессы 
различной природы. В данной работе проведен анализ изменения основных параметров 
аллергического иммунного ответа от острой к эффекторной фазе аллергического воспале-
ния дыхательных путей, проведена оценка регуляторных свойств БТШ70 и сформулиро-
ваны основные критерии оценки эффектов иммуномодуляторов в аллергическом воспа-
лении. Было продемонстрировано, что увеличение концентрации внеклеточного БТШ70 
в острой фазе аллергического воспаления ограничивает приток эозинофилов в дыхатель-
ные пути, препятствует повышению уровней аллерген-специфичных IgA в лаважной жид-
кости и IgG1 и IgE в сыворотке периферической крови, а так же снижает уровень проал-
лергических цитокинов – IL-4, IL-5 и IL-13 в бронхоальвеолярных смывах.

Ключевые слова: аллергическое воспаление дыхательных путей, системная модель, 
БТШ70.
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воспаления, в том числе лейкотриены, проста-
гландины, цитокины, нейропептиды, компо-
ненты комплемента, АТФ и аденозин включа-
ются в нисходящий воспалительный каскад  [1]. 
В  процессе развития воспаления уровень се-
креции различных провоспалительных ме-
диаторов изменяется в зависимости от стадии 
процесса. При этом выделяют специфические 
маркеры острой фазы воспаления  – белки, 
концентрация которых возрастает в  первые 
сутки развития воспаления и  незначительна 
на  более поздних стадиях  [2]. Во  многом это 
обусловлено изменениями в  клеточном со-
ставе инфильтратов. В то же время, источни-
ком одних и тех же медиаторов могут служить 
различные популяции лейкоцитов [3]. Как 
и  в  большинстве воспалительных процессов, 
в аллергическом воспалении можно выделить 
острую и  эффекторную фазы, для каждой 
из которых характерны свои маркеры [4].

Целью данной работы было проследить из-
менение основных параметров аллергического 
иммунного ответа от  острой к  эффекторной 
фазе аллергического воспаления дыхательных 
путей и сформировать критерии для дальней-
шей оценки регуляторных свойств БТШ70.

В исследовании использовали стандартную 
модель овальбумин-индуцированной астмы 
с  применением двух интраперитонеальных 
инъекций (день 0 и  7 от  начала эксперимен-
та) 10 мкг/мышь/инъекцию овальбумина, ад-
сорбированного на корпускулярном носителе 
(алюминиевые квасцы), и  трех последующих 
ингаляций (день 19, 20, 21) 1% раствора оваль-
бумина в  фосфатном буфере мышам линии 
BALB/c. Для оценки иммуномодулирующе-
го действия БТШ70 белок вводили мышам 
в  форме интрафарингеальных ингаляций 
в  острой фазе воспаления (через 24 часа по-
сле последней ингаляции овальбумина) в дозе 
1 мкг/мышь. Уровень цитокинов и  иммуно-
глобулинов в  бронхоальвеолярных смывах, 
а  также уровень иммуноглобулинов в  пери-
ферической крови измеряли при помощи 
иммуноферментного анализа. Уровень АТФ 
в лаважной жидкости определяли с помощью 
основанной на  люциферин-люциферазной 
реакции системы для определения АТФ. Ана-
лиз клеточного состава бронхоальвеолярных 
лаважей был проведен при помощи диффе-
ренциального окрашивания препаратов с по-
следующей идентификацией клеток по  мор-
фологическим признакам.

Острая фаза была определена исходя из по-
вышенного уровня маркеров острой фазы: 
АТФ, IL-6 и  IL-1β  – в  бронхоальвеолярных 
смывах. Через 24 часа после последней ин-
галяции аллергена уровни этих маркеров 
были значительно выше, чем через 48 часов. 
В острой фазе также наблюдали массовый при-
ток нейтрофилов в  дыхательные пути. В  от-
сутствие новой ингаляции аллергена уровень 
нейтрофилов достоверно снижался на  48 ча-
сов по сравнению с острой фазой воспаления. 
Тенденции к уменьшению общего количества 
клеток за счет снижения уровня нейтрофилов 
замечено не  было, так как в  процессе разви-
тия воспаления возрастало число эозинофи-
лов. При этом количество макрофагов и лим-
фоцитов в  бронхиальных смывах оставалось 
неизменным. Анализ изменения концентра-
ции проаллергических цитокинов от  острой 
к эффекторной фазе воспаления показал, что 
уровень IL-4 достоверно увеличивался, а  со-
держание IL-5 и  IL-13 в  отсутствие новых 
ингаляций не  претерпевало достоверных из-
менений в промежутке между 24 и 48 часами 
после последней ингаляции аллергена. Анализ 
секреции аллерген-специфических иммуно-
глобулинов выявил достоверный рост уров-
ней IgE и  IgG1 в  сыворотке периферической 
крови и тенденцию к увеличению уровня IgA 
в лаважной жидкости от острой к эффектор-
ной фазе. Уровень аллерген-специфического 
IgG1 в лаважной жидкости достоверно не из-
менялся.

Иммуномодулирующее действие подразу-
мевает разнонаправленное воздействие на раз-
личные параметры воспаления. В связи с этим 
представляется крайне важным правильный 
подбор параметров для характеристики им-
муномодулирующих свойств того или иного 
препарата. Для оценки иммуномодулирующе-
го действия БТШ70 при введении его мышам 
в острой фазе аллергического воспаления ды-
хательных путей использовали не  только па-
раметры, прямо коррелирующие с  развитие 
воспаления, но и показатели, не претерпевав-
шие изменений от острой к эффекторной фазе 
воспаления. Концентрация всех исследован-
ных проаллергических цитокинов (IL-4, IL-5, 
IL-13) в бронхоальвеолярных смывах мышей, 
получавших БТШ70, достоверно снижалась 
по сравнению с контрольной группой мышей 
с  индуцированным воспалением. Ингаля-
ции БТШ70 также приводили к  достоверно-
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му снижению локального уровня аллерген-
специфичного IgA, а также уровня IgG1 и IgE 
в  сыворотке периферической крови. Следует 
отметить, что у  мышей, получавших ингаля-
ции БТШ70, не наблюдалось роста общего ко-
личества клеток в  бронхоальвеолярных смы-
вах от острой к эффекторной фазе, в отличие 
от контрольной группы. Это свидетельствует 
о  способности БТШ70 подавлять развитие 
воспаления. При этом у  мышей, получавших 
ингаляции БТШ70, процент нейтрофилов 
в эффекторной фазе (через 48 часов после по-
следней ингаляции аллергена) значительно 
превышал этот показатель у контрольных мы-
шей с  индуцированным воспалением дыха-
тельных путей.

Таким образом, на  основании характери-
стик острой и эффекторной фаз аллергическо-
го воспаления дыхательных путей разработа-
на эффективная модель для оценки влияния 
БТШ70 и других иммуномодуляторов на раз-
витие воспалительного процесса. В  качестве 
основных критериев оценки были выбраны: 

изменение общего количества и  популяци-
онного состава клеток бронхо-альвеолярных 
лаважей; изменение уровня проаллергиче-
ских цитокинов IL-4, IL-5 и IL-13 и аллерген-
специфичных IgA и  IgG1. Было продемон-
стрировано, что увеличение концентрации 
внеклеточного БТШ70 в  острой фазе аллер-
гического воспаления ограничивает приток 
эозинофилов в  дыхательные пути, препят-
ствует повышению уровней специфических 
IgA в лаважной жидкости и IgG1 в сыворотке 
периферической крови, а также снижает уро-
вень проаллергических цитокинов – IL-4, IL-5 
и IL-13 в бронхоальвеолярных смывах.
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CHARACTERIZATION OF ACUTE AND EFFECTOR PHASE 

OF ALLERGIC AIRWAY INFLAMMATION AND DETERMINATION 

OF INFLAMMATION PARAMETERS SUITABLE FOR HSP70 

MODULATORY EFFECTS ESTIMATION

Troyanova N. I.1, Postovskaya A. M.1,2, Servuli E. A.1,3, 

Sapozhnikov A. M.1, Shevchenko M. A.1
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Allergic asthma is a complex Th 2 lymphocyte–associated disease mediated by multiple factors like 
eosinophils, cytokines and others. In this paper we analyze changes in general parameters of allergic in-
fl ammation between acute and eff ector phases and evaluate eff ects of exogenous Hsp70 application upon 
induced allergic airway infl ammation. I was shown that Hsp70 application at acute phase of infl ammation 
decreased total BAL cell number and eosinophil percentage, maintained neutrophil infi ltration at 48 h 
aft er the allergen challenge. Th e level of OVA-specifi c peripheral blood IgG1 and IgE and BAL fl uid IgA 
was signifi cantly higher in control mice with induced asthma compared to the group that received Hsp70 
inhalation. Th e pro-allergic cytokine concentration signifi cantly decreased in mice treated with Hsp70 
compare to non-treated mice with induced allergic infl ammation. Th us, elevation of extracellular Hsp70 
concentration in the airway is potent to protect from allergic airway infl ammation manifestation.
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Влияние социальных и экологических фак-
торов внешней среды откладывает отпечаток 
на  показатели здоровья женщин на  Севере, 
в  частности на  иммунную и  репродуктивную 
системы [2, 3] Состояние здоровья женщин 
на  Севере вызывает тревогу в  связи с  умень-
шением рождаемости [1]. Иммунная система 
является наиболее чувствительной системой, 
индикатором адаптационных реакций организ-
ма, отражающая степень напряжения в  ответ 
на любое стрессорное воздействие среды [4, 5]. 
Пролактин, являющийся одним из  главных 
гормонов в  репродуктивной системе, влияет 
на  овуляционные циклы женщины, обеспе-
чивает защиту иммунной системы от инфек-
ций и  воспаления. При гиперпролактинемии 
нарушаются менструальные цикли женщины, 
развивается бесплодие. Понижение содержа-
ния пролактина может указывать на недоста-
точную функцию гипофиза [1].

Цель – определить особенности иммунно-
го статуса с учетом концентраций пролактина 
у женщин в возрасте до 30 лет на Севере.

Проведено иммунологическое обследова-
ние у 91 женщины в возрасте 21-30 лет: 59 жи-
тельниц г. Архангельска (64.55° с. ш., 40.53° 
в. д.), 25  жен щин-чумработниц, родившихся 
и выросших в поселке Несь, Канинской тун-
дры Ненецкого автономного округа (66.6° 
с. ш., 44.67° в. д.), 7 женщин, жительниц по-

селка Ревда, Мурманской области (67.93° с. ш., 
34.56° в. д.) по  результатам экспедиций 2009–
2014 гг., проходивших в зимний период. 

Комплекс иммунологического обследования 
включал изучение гемограммы, фенотипирова-
ние лимфоцитов (CD4+, CD8+) с помощью не-
прямой иммунопероксидазной реакции с  ис-
пользованием моноклональных антител (НПЦ 
«МедБиоСпектр», Москва) на препаратах лим-
фоцитов типа «высушенной капли». Кровь 
для анализа брали из локтевой вены в объеме 
6 мл в 9-10 часов утра, натощак. Заборы крови 
осуществляли в  вакутайнеры с  литий-гепари-
ном фирмы «IMPROVACUTER». Определение 
уровня содержания гормона пролактина про-
ведено с помощью метода иммуноферментно-
го анализа с помощью набора «HumanGmbH», 
Германия. Проведена статистическая обработ-
ка с  помощью пакета прикладных программ, 
Microsoft Excel 10, Statistica 6.0.

Анализ показал, что уровень лейкоци-
тов низкий во  всех обследуемых группах, 
при этом у  чумработниц поселка Несь поч-
ти в  1,5 раза ниже, чем у  архангелогоро-
док (4,67±0,31·109 кл/л.) и  составляет 3,79± 
1,26·109 кл/л. Уровень содержания лейкоци-
тов у  жительниц поселка Ревда находится 
на  верхних границах физиологической нормы 
и  составляет 7,13±1,01·109 кл/л. Содержание 
нейтрофилов у  архангелогородок составля-

ОСОБЕННОСТИ ИММУНО-ГОРМОНАЛЬНОГО 

СТАТУСА У ЖИТЕЛЬНИЦ СЕВЕРА

 Туманова М. С.

Федеральное государственное бюджетное учреждение Институт физиологии 
природных адаптаций Уральского отделения Российской академии наук, 

Архангельск, Россия

Представляло интерес изучить состояние иммунологической реактивности у женщин – 
северянок, проживающих в экстемальных климатоэкологических условиях Приполярного 
региона Европейского Севера, до 30 лет, с учетом содержания гормона пролактина. Поч-
ти у 80% архангелогородок зафиксированы высокие уровни иммуносупрессии. Дефицит 
T-хелперов значительно чаще встречался у женщин-чумработниц в 40% случаев; на фоне 
повышенной у 45% респондентов иммуносупрессии. Высокая частота встречаемости (59–
100%) выявленных иммунных дисбалансов у  молодых женщин регистрируется на  фоне 
T-клеточного дефицита CD4+ и не высокой концентрации пролактина (p<0,01), указанная 
закономерность в 3 раза чаще встречается и более выражена у женщин г. Архангельска.

Ключевые слова: женщины, иммунная система, пролактин.
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ет 1,7±0,25·109  кл/л, у  чумработниц 1,94± 
0,97·109 кл/л., у жительниц поселка Ревда дан-
ный показатель находится на  верхней грани-
це нормы и составляет 3,57±0,56·109 кл/л., что 
выше физиологической нормы (3,5·109 кл/л).

Важно отметить, что концентрация лимфо-
идных клеток моноцитов у жительниц Ревды 
превышает таковые у жительниц поселка Несь 
почти в 2 раза и составляет 0,41±0,06·109 кл/л., 
что выходит за  рамки физиологической нор-
мы. Содержание хелперов CD4+ регистри-
руется на  самой высокой физиологической 
границе у  жительниц г. Архангельска и  со-
ставляет 0,72±0,09·109 кл/л., пониженное со-
держание хелперов CD4+ выявлено у  жен-
щин – чумработниц поселка Несь и составляет 
0,22±0,07·109 кл/л., у  жительниц Ревды также 
регистрируется снижение хелперной активно-
сти (0,5±0,17·109 кл/л.). Содержание супрессо-
ров CD8+ в значительной степени превышает 
известные физиологические пределы у  жи-
тельниц Архангельска, данный показатель 
составляет 0,61±0,07·109 кл/л., при норме со-
держания 0,2–0,4·109 кл/л. Кроме того, у всех 
молодых женщин, жительниц поселка Несь, 
отмечается выраженный дефицит исследуе-
мых иммунологических параметров за  ис-
ключением супрессоров CD8+. Уровень содер-
жания рецепторов супрессорной активности 
CD8+ у  жительниц поселка Ревда составляет 
0,37±0,12·109 кл/л.

У 80% архангелогородок зафиксированы 
высокие уровни иммуносупрессии. Дефицит 
T-хел перов значительно чаще встречался у жен-
щин-чумработниц в 40% случаев.

Представляло интерес изучить внутриси-
стемные корреляционные взаимосвязи меж-
ду иммунологическими параметрами и  гор-
моном пролактином. Анализ показал, что 
у жительниц пос. Несь выявлено достаточное 
количество сильных корреляций исключи-
тельно между иммунологическими параме-
трами. Прямых корреляционных взаимоза-
висимостей иммунологических параметров 
с  концентрацией пролактина не  выявлено. 
При этом отчетливо коррелируют между со-
бой клетки, отражающие процессы хелпер-
ной активности и иммуносупрессии, с силой 
связи от 0,72 до 0, 94, p<0,001.

У жительниц Архангельска, напротив, 
достаточно сильная корреляционная взаи-
мосвязь выявлена между пролактином и  им-
муносупрессией. На  фоне указанных корре-

ляционных взаимоотношений появляется 
дополнительная их корреляция между про-
лактином, цитотоксическими клетками (CD8) 
и В-клетками (r=0,82; p<0,001).

При оценке корреляционных взаимосвя-
зей между иммунологическими параметрами 
и  уровнем гормона пролактина у  жительниц 
поселка Ревда также выявлено достаточное 
количество сильных корреляций исключи-
тельно между иммунологическими параме-
трами c силой связи от 0,9 до 0,99.

Следует предположить, что выявленное 
количество и  разнообразие иммунных дис-
балансов у  жительниц Архангельска косвен-
но подтверждается наибольшим количеством 
жестких взаимосвязей между обследуемыми 
иммунными параметрами, выраженной су-
прессией, связанной с  невысокими концен-
трациями пролактина (сила связи от  0,67 
до 0,84).

В условиях экстремальных климато-эко-
логических и  профессиональных воздей-
ствий на Севере у жительниц г. Архангельска 
21-30 лет регистрируется выраженная нейтро-
фильная (50,8%) и  T-клеточная недостаточ-
ность (100%). У чумработниц пос. Несь НАО, 
женщин в  возрасте 21-30 лет регистрирует-
ся лейкопения, лимфоцитарная недостаточ-
ность в  20% случаях, снижена концентрация 
T-хелперов/индукторов (CD4+) и  цитоток-
сических лимфоцитов (CD8+) в  40% случаях. 
У жительниц поселка Ревда, Мурманской об-
ласти, регистрируется повышенное содержа-
ние нейтрофилов в 100% случаев.

Уровни пролактина во  всех обследуемых 
группах зарегистрированы несколько ниже 
средней физиологической величины и  со-
ставили 7,62±2,2 нг/мл у  архангелогородок; 
7,53±4,4 нг/мл у  жительниц поселка Несь 
и 9,34±2,4 нг/мл у жительниц поселка Ревда.

Таким образом, высокая частота встречае-
мости (59–100%) выявленных иммунных дис-
балансов у  молодых женщин регистрируется 
на фоне T-клеточного дефицита CD4+ и не вы-
сокой концентрации пролактина (p<0,01), 
указанная закономерность в  3 раза чаще 
встречается и более выражена у женщин г. Ар-
хангельска.
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FEATURES OF THE IMMUNE-HORMONAL STATUS 

IN A RESIDENT OF THE NORTH TO 30 YEARS

Tumanova M. S.

Institute of Environmental Physiology, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Arkhangelsk, Russia

It was interested to study a conditional of immunological reactivity in women of northern living in 
extreem climatic and ecological conditions of polar regions of the European North, to 30 years, taking 
into account the content of the prolactin hormone. Almost 80% resident women of the city of Arkhan-
gelsk recorded high levels of immunosuppression. Defi ciency of T-helper cells is much more common 
in chum-keeper in 40% of cases; against the background of increased in 45% of the respondents immu-
nosuppression. Th e high frequency of occurrence (59–100%) identifi ed immune imbalances registered 
in young women on the background of the T-cell defi ciency CD4+ and high concentrations of prolactin 
(p <0,01), Th is regularity is found in 3 times more common and more more pronounced in women of 
Arkhangelsk.

К настоящему времени известно, что по-
стинсультные инфекционные осложнения, 
развивающиеся у 21–65% пациентов с данной 
патологией, являются важным фактором ри-
ска развития летального исхода. Повышенная 

частота пневмоний при инсульте обусловлена 
как возможным угнетением бульбарных реф-
лексов, длительным постельным режимом, 
так и дизрегуляцией иммунной системы. Вза-
имосвязь инсульта и  последующего наруше-

ВЛИЯНИЕ КАПСАИЦИНОВОЙ БЛОКАДЫ 

БЛУЖДАЮЩЕГО НЕРВА НА АКТИВНОСТЬ АЛЬВЕОЛЯРНЫХ 

МАКРОФАГОВ ПРИ ИШЕМИИ МОЗГА

 Уракова М. А.,  Брындина И. Г.

ГБОУ ВПО «Ижевская государственная медицинская академия», Ижевск, Россия

Исследованы эндопульмональная цитограмма и  функциональная активность альвео-
лярных макрофагов при перевязке общих сонных артерий у крыс в условиях двусторонней 
капсаициновой блокады блуждающего нерва. Поглотительную активность клеток оценива-
ли путем подсчета фагоцитарного индекса, фагоцитарного числа и индекса завершенности 
фагоцитоза. Показано, что при экспериментальной ишемии головного мозга наблюдается 
снижение функциональной активности альвеолярных макрофагов. При истощении депо 
нейропептидов в капсаицин-чувствительных афферентах блуждающего нерва происходит 
ещё более выраженное ухудшение изучаемых показателей.

Ключевые слова: альвеолярные макрофаги, ишемия мозга, капсаицин, блуждающий 
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ния адаптивного иммунного ответа изучена 
достаточно хорошо. Менее подробно изучены 
механизмы изменения врожденного иммуни-
тета легких, развивающиеся после нарушения 
мозгового кровообращения. В ранее проведен-
ных нами исследованиях выявлено изменение 
функциональной активности альвеолярных 
макрофагов при различных повреждениях 
головного мозга [1]. Haiya В. et al. [4] выде-
ляют легочный воспалительный парасимпа-
тический рефлекс, доказывая значимую роль 
блуждающего нерва в  развитии пневмонии 
в постинсультный период. Однако механизмы 
влияния вагуса на развитие воспаления легких 
при цереброваскулярной патологии изучены 
остаются до  конца не  изученными. Вместе 
с тем, показано влияние капсаицинового воз-
действия на вагус при ишемии мозга на другие 
показатели системы дыхания [3], одновремен-
но установлена роль вагусной капсаициновой 
блокады в  изменении состояния альвеоляр-
ных макрофагов при экспериментальном ау-
тоиммунном энцефаломиелите [2].

Целью исследования стало изучение функ-
циональной активности альвеолярных макро-
фагов при экспериментальном ишемическом 
инсульте в  условиях капсаициновой блокады 
блуждающего нерва.

Эксперимент выполнен на 30 крысах-самцах 
массой 180–200 г. Исследование проводилось 
с соблюдением требований Европейской кон-
венции (Страсбург, 1986) по  содержанию, 
кормлению и  уходу за  подопытными живот-
ными, а  также выводу их из  эксперимента 
и  последующей утилизации. Ишемию мозга 
моделировали путем двусторонней перевязки 
общих сонных артерий (n=10). В качестве кон-
троля использовали ложнооперированных 
животных, у  которых выделяли общие сон-
ные артерии без их последующей перевязки 
(n=10). Блокаду блуждающего нерва осущест-
вляли посредством двусторонней аппликации 
50мкМ капсаицина на  изолированную шей-
ную часть блуждающего нерва (n=10). Спустя 
3 суток у  всех крыс путем лаважа получали 
бронхо-альвеолярные смывы (БАС). Из  кле-
точной взвеси, полученной после центрифу-
гирования БАС, готовили мазки, окрашивали 
их по Романовскому-Гимзе для подсчета эндо-
пульмональной цитограммы. Для определения 
поглотительной активности альвеолярных 
макрофагов подсчитывали фагоцитарный ин-
декс (ФИ) – процент фагоцитирующих клеток 

и  фагоцитарное число (ФЧ)  – среднее число 
объектов фагоцитоза (дрожжей), поглощен-
ное одной клеткой спустя 30 и 120 минут инку-
бации. Подсчитывали индекс завершенности 
фагоцитоза (ИЗФ) – ФЧ 30/ФЧ 120. Обработка 
статистических данных выполнена на  основе 
пакета прикладных компьютерных программ 
“Microsoft  Excel 2007” и  “SPSS” for Windows. 
Нормальность распределения признака в вы-
борке определяли по  W-критерию Шапиро-
Уил ка. Достоверность отличий изучаемых 
параметров между группами оценивали с по-
мощью критерия Стьюдента. Различия выбо-
рок считали статистически достоверными при 
уровне значимости p<0,05. Данные представ-
лены в виде среднего арифметического и стан-
дартной ошибки среднего арифметического.

Результаты. В ходе проведенных исследова-
ний установлено, что ишемия головного мозга 
сопровождалась уменьшением количества лим-
фоцитов с 39,4±1,5% в контроле до 27,00±2,00% 
и  увеличением альвеолярных макрофагов  – 
с 57,20±2,30% до 70,0±2,00% (р<0,05). Известно, 
что являясь “первой линией защиты” легких, 
альвеолярные макрофаги обладают сильным 
фагоцитарным и  бактерицидным потенциа-
лом. Изучение поглотительной способности 
альвеолярных макрофагов в условиях ишемии 
мозга выявило снижение ФИ на 34% и 43%, ФЧ 
на 12% и 47% спустя 30 и 120 минут соответ-
ственно и  уменьшение ИЗФ на  40% в  сравне-
нии с данными, полученными на ложноопери-
рованных животных (р<0,05).

Капсаициновая блокада блуждающе-
го нерва на  фоне ишемии головного мозга 
приводила к  восстановлению содержания 
альвеолярных макрофагов и  лимфоцитов 
в брон хо-альвеолярных смывах до 59,00±1,8% 
и  38,8±1,9% соответственно, что не  отлича-
лось от контрольных значений (р>0,05). Одно-
временно наблюдалось снижение показателей 
поглотительной активности альвеолярных ма-
крофагов, как по сравнению с контролем, так 
и с ишемией без капсаициновой блокады. ФИ 
при этом уменьшался на  59 и  38% спустя 30 
и 120 минут в отличие от данных при ишемии 
без дополнительных воздействий (р<0,05). ФЧ 
снижалось на 40% через 30 минут и на 43% че-
рез 120 минут от начала инкубации с объекта-
ми фагоцитоза (р<0,05).

Известно, что присутствующая в афферен-
тах блуждающего нерва субстанция Р, инду-
цирует активацию фагоцитоза альвеолярных 
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макрофагов и выделение ими ФНО-a [5]. По-
видимому, влияние капсаицина в дозе 50 мкМ 
(вызывающей нейросенситизацию и  истоще-
ние выделения субстанции Р), исключает ак-
тивирующее влияние данного нейропептида 
на  фагоцитарную активность альвеолярных 
макрофагов.

Таким образом, двусторонняя капсаици-
новая блокада блуждающего нерва при ише-
мии головного мозга нивелирует изменения 
клеточного состава бронхо-альвеолярных 
смывов и одновременно усиливает снижение 
поглотительной активности альвеолярных 
макрофагов, вызванные ишемией. Получен-
ные результаты свидетельствуют об  участии 
капсаицин-зависимых механизмов в реализа-
ции эффекторных вагусных влияний на  кле-

точные факторы врожденного иммунитета 
легких при ишемии головного мозга.
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THE INFLUENCE OF CAPSAICIN BLOCKADE 

OF VAGUS NERVE ON THE ACTIVITY OF ALVEOLAR 

MACROPHAGES IN CEREBRAL ISCHEMIA

Urakova M. A., Bryndina I. G.

Izhevsk State Medical Academy, Izhevsk, Russia

In the present work the endopulmonary cytogram and functional activity of alveolar macrophages 
aft er the bilateral capsaicin blockade of vagus nerve in rats with common carotid arteries ligation were 
investigated. Th e uptake activity of the cells was evaluated by counting the phagocytic index, phagocytic 
number and index of completeness of phagocytosis. It is shown that the functional activity of alveolar 
macrophages decreased under the experimental cerebral ischemia. Aft er the depletion of neuropeptides 
depot in vagal capsaicin-sensitive aff erents the changes of the studied indices became more signifi cant.

Key words: alveolar macrophages, cerebral ischemia, capsaicin, vagus nerve.
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В настоящее время примерно 30% трудо-
способного населения России работает на про-
изводстве, где действует тот или иной про-
изводственный фактор. При этом до  40% 
заболеваний у  этих лиц прямо или косвенно 
связано с  неудовлетворительными условия-
ми труда (Минздравсоцразвития РФ, доклад 
«О  реализации государственной политики 
в области охраны труда в Российской Федера-
ции в 2008 г.» [1]).

Негативному воздействию физических, хи-
мических и биологических факторов подвер-
жены многие органы и системы человеческого 
организма, в  частности, система иммуните-
та. В связи с этим, с одной стороны, актуаль-
ным является оценка действия этих факто-
ров на иммунную систему человека, с другой 
стороны, – поиск возможной связи между со-
стоянием здоровья работников производства 
и показателями их иммунного статуса (ИС).

В рамках данного исследования нами были 
проведены: а) анализ корреляционных свя-
зей (КС) между показателями ИС лиц, ра-
ботающих на  промышленном предприятии 
с  учетом условий их труда; 2) оценка связи 
их состояния здоровья с  показателями ИС 
и условиями труда. Условия труда характери-
зовали наличием (или отсутствием) контакта 
с производственным фактором (ПФ). Для ко-
личественной оценки действия ПФ был вы-
бран стаж работы в  условиях контакта с  ПФ 
(стажПФ). Индивидуальная характеристика 
состояния физического здоровья обследован-
ных была определена как число заболеваний 

(the number of diseases, ND), имевшихся у каж-
дого из них к началу исследования [2]. Пока-
затель ND включал хронические заболевания, 
ежегодные острые респираторные вирусные 
инфекции, травмы, перенесенные операции. 
В  качестве индивидуальной характеристики 
иммунной системы использовали показате-
ли иммунного статуса, определяемые в  кро-
ви (leyk, lymph, CD3, CD4, CD8, CD16, CD19 
(в абсолютных количествах и в%), IRI, FAGn, 
FAGm, IgE, IgG, IgA, IgM) и  слюне – показа-
тели мукозального иммунитета (IgG-sal, IgA-
sal, s-IgA-sal). Влияние факторов окружающей 
среды (в данном случае ПФ) на показатели ИС 
определяли по  наличию статистически зна-
чимой (с  p<0,05) инверсии знаков КС между 
показателями ИС при сравнении их в  груп-
пах с  разными условиями труда. Показатели, 
для которых были выявлены инверсии знака 
КС, считали чувствительными к действию ПФ 
и  только их использовали в  дальнейшем для 
оценки связи с состоянием здоровья. Дополни-
тельно оценивали их связи и связь показателя 
ND со  стажем ПФ. При расчетах применяли 
непараметрические методы статистики (при 
сравнении групп  – критерий Манн-Уитни, 
точный критерий Фишера (ТКФ); при оценке 
связей – метод ранговой корреляции Спирме-
на (R, p) с p<0,05 для статистически значимых 
различий и  с  0,05<p≤0,20  – для тенденций). 
Для устранения возможного влияния на ана-
лизируемые показатели обследованных лиц 
возраста и стажа с ПФ проводили расчет част-
ных коэффициентов корреляции (Rp, pp).

ВЛИЯНИЕ ФАКТОРОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ 

НА ИММУНИТЕТ И СОСТОЯНИЕ ЗДОРОВЬЯ 

РАБОТАЮЩЕГО НАСЕЛЕНИЯ

 Мартынов А. И.,  Феофанова Т. В.,  Федоскова Т. Г.

ФГБУ “ГНЦ Институт иммунологии” ФМБА России, Москва, Россия

Представлены результаты оценки связи физического здоровья и параметров иммуни-
тета работников промышленного производства с учетом условий их труда. Показано, что 
физическое здоровье имеет связь с теми параметрами иммунитета, которые входят в кор-
реляционные связи, меняющие свой знак при сравнении двух групп, имеющих разные 
условия труда.

Ключевые слова: производственный фактор, иммунитет, здоровье населения.
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В исследование были включены 139 чело-
век (58 мужчин и 78 женщин), часть из кото-
рых работала в  условиях контакта с  ПФ. Так 
как предварительный анализ данных выявил 
статистически значимые различия в  распре-
делении по полу лиц, имевших и не имевших 
контакта с ПФ (ТКФ, p<0,00001), все последу-
ющие расчеты были выполнены отдельно для 
мужчин и женщин. С этой целью все обследо-
ванные были распределены в 4 группы. В груп-
пы М1 (20 мужчин) и Ж1 (56 женщин) вошли 
лица, не имевшие контакта с ПФ. В группы М2 
(38 мужчин) и Ж2 (22 женщины) вошли лица, 
работавшие в условиях контакта с ПФ. Груп-
пы М1 и  М2 (Ж1 и  Ж2) были сопоставимы 
по возрасту (Манн-Уитни, p=0,85 для мужчин, 
p=0,42 для женщин).

Результаты. 1. Влияние условий труда 
на иммунитет. При сравнении КС между по-
казателями ИС в  группах Ж1 и  Ж2 были вы-
явлены 11 случаев инверсии знака КС. В 9 слу-
чаях из  11 (81,8%) один из  показателей был 
характеристикой местного иммунитета (IgA-sal 
(4 раза), s-IgA-sal (5 раз)). Вторыми в этих парах 
были показатели: lymph abs, CD3 abs, CD4 abs, 
CD19 abs и lymph%. Во всех указанных случа-
ях отрицательная КС в группе Ж1 изменялась 
на положительную в группе Ж2. Уровень ста-
тистической значимости инверсии знака КС 
этих пар показателей находился в  диапазоне 
0,0002≤p≤0,038. Кроме этого, были обнаруже-
ны инверсии знака КС между показателями 
CD4% и IgG, CD16% и CD19% с 0,023≤p≤0,046. 
Все связи были отрицательными в группе Ж1 
и положительными в группе Ж2.

При сравнении КС в группах М1 и М2, были 
обнаружены 5 инверсий знака КС. Четыре ин-
версии из  пяти (80,0%) приходились на  КС 
с  показателем IgE (0,0009≤p≤0,0073), одна  – 
на КС с показателями FAGn и CD8% (p=0,031). 
Другими показателями в  парах с  IgE во  всех 
случаях были клеточные компоненты имму-
нитета: leyk, lymph abs, CD16 abs и CD19 abs. 
Все связи с IgE были отрицательными в груп-
пе М1 и положительными в группе М2, связь 
FAGn – CD8% была положительной в  группе 
М1 и отрицательной в группе М2.

2. Связь показателей иммунитета, с  по-
казателем состояния здоровья ND. Группы 
Ж1 и  Ж2 были сопоставимы по  величине по-
казателя ND (в  группе Ж1 медиана ND =2,5, 
в группе Ж2 медиана ND =3,0, p=0,38). В группе 
Ж1 были выявлены следующие связи: ND  – 

IgG (R=–0,33, p=0,015), IgG – возраст (R=–0,29, 
p=0,035). Связь ND  – возраст отсутствовала 
(R=0,14, p=0,326). После расчета частных кор-
реляций, установлено, что частная корреля-
ция ND – IgG в группе Ж1 статистически зна-
чима с  Rp=–0,30 и  pp=0,025 вне зависимости 
от возраста.

В группе Ж2 были выявлены следующие свя-
зи: ND с s-IgA-sal (R=0,44, p=0,039), ND – стажПФ 
(R=0,30, p=0,18), ND – возраст (R=0,41, p=0,057), 
s-IgA-sal – возраст (R=0,48, p=0,025), стаж ПФ – 
возраст (R=0,78, p<0,001). Связь s-IgA-sal – стаж 
ПФ отсутствовала (R=0,28, p=0,22).

Основной результат, полученный в  этой 
группе при расчете частных корреляций, со-
стоял в  наличии двух связей: ND  – s-IgA-sal 
с  Rp=0,30 и  pp=0,18 (не  зависели от  возраста) 
и ND – s-IgA-sal с Rp=0,39 и pp=0,081 (не зависе-
ла от стажа ПФ). При этом имели место частные 
корреляции ND – возраст с Rp=0,29 и pp=0,195 
и  s-IgA-sal – возраст с Rp=0,44 и pp=0,048 (обе 
не  зависели от  стажа ПФ), и  отсутствовали 
корреляции со  стажем ПФ показателей ND 
(Rp=– 0,035 и  pp=0,88) и  s-IgA-sal (Rp=–0,17 
и pp=0,46), не зависящие от возраста.

В группах М1 и М2 имела место тенденция 
статистически значимого различия по  вели-
чине показателя ND с  p= 0,06 (с  медианами 
ND=2,0 и ND=3,0 соответственно).

В группе М1 выявлены следующие свя-
зи: ND – IgE (R=0,61, p=0,007), ND – возраст 
(R=0,54, p=0,019). Связь IgE – возраст (R=0,10, 
p=0,67) отсутствовала. Показано, что суще-
ствовала не зависящая от возраста, КС пока-
зателя ND с  IGE (Rp=0,66, pp=0,004) и  не  за-
висящая от значения IgE КС показателей ND 
и возраста (Rp=0,61, pp=0,009).

В группе М2 были выявлены следующие 
связи: ND – FAGn с R=–0,32 и p=0,048; ND – 
стажПФ с R=0,41 и p=0,010; FAGn – стажПФ 
с  R=–0,32 и  p=0,049; ND  – возраст с  R=0,39 
и  p=0,014; стажПФ  – возраст с  R=0,82 
и p<0,001.Связь FAGn – возраст отсутствова-
ла (R=–0,15 и p=0,36). После расчета частных 
корреляций, установлено, что для группы М2 
характерно существование двух последова-
тельных звеньев корреляционной цепочки. 
Первое звено: ND – FAGn при условии неза-
висимости от возраста (тенденция с Rp =–0,29 
и pp=0,20). Второе звено: FAGn – стаж ПФ при 
условии независимости от  возраста (значи-
мая связь с  Rp =–0,35 и  pp=0,034). При этом 
прямая связь ND → стаж ПФ при условии 
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THE INFLUENCE OF ENVIRONMENTAL FACTORS ON THE IMMUNE 

SYSTEM AND THE HEALTH OF THE WORKING POPULATION

Martynov A. I., Feofanova T. V., Fedoskova T. G.

FSBO SSC Institute of immunology of Federal medical-biological Agency of Russia, Moscow

Th e results of the estimation of the association of physical health and immune status of production 
workers, given their working conditions, are presented. It is shown that physical health is connected with 
the immune parameters belonging to the correlations that change their signs when two groups with dif-
ferent working conditions are compared.

Key words: factor of production, immunity, health of the population.

независимости от  возраста отсутствовала 
(Rp =0,17, pp=0,33).

Заключение. Выявлены многочисленные 
инверсии знаков КС между показателями ИС 
при сравнении групп мужчин и женщин, ра-
ботающих в  разных производственных усло-
виях. Показано, что прямые КС показателей 
ND со стажем ПФ отсутствуют, при этом свя-
зи ND с показателями ИС, входящими в пары, 
демонстрирующие феномен инверсии знака 
КС при изменении условий труда, имеют место 
во всех рассмотренных нами группах. В груп-
пе Ж1 – это показатель IgG, в группе М1 – IgE; 

в группе Ж2 – s-IgA-sal, в группе М2 – FAGn. 
Таким образом, предположение о том, что ин-
версия знака КС показателей ИС может быть 
результатом действия ПФ, и  эти показатели 
ИС, чувствительные к ПФ, могут быть связа-
ны с показателем состояния здоровья ND, по-
лучила статистическое подтверждение.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. http://www.proatom.ru/fi les/demografi a.pdf
2. Т. В. Феофанова, А. И. Мартынов, Т. Г. Федоскова. 

Труды XII Всероссийского совещания по пробле-
мам управления. ВСПУ-2014 Москва 16–19 июня 
2014 г. С.6657-6663.

МЕХАНИЗМ РАЗВИТИЯ ЭПИКАРДИАЛЬНОГО ЖИРА 

У КРЫС, ИММУНИЗИРОВАННЫХ НАТИВНЫМИ 

ЛИПОПРОТЕИНАМИ ВЫСОКОЙ ПЛОТНОСТИ

 Фомина К. В.,  Бедулева Л. В.,  Аникаева М. А., 

 Столярова Е. Ю.,  Дипеш С.,  Меньшиков И. В.

ФГБОУ ВПО “Удмуртский государственный университет”, Ижевск, Россия 

Работа посвящена выяснению механизма развития эпикардиального жира, как маркера 
атеросклероза. Крыс иммунизировали нативными гетерологичными ЛПВП, исследовали 
у  них продукцию антител к  ЛПВП, липидный обмен, уровень андрогенов надпочечни-
ков, объем эпикардиального жира, липидный состав надпочечников. Выявлена ассоциа-
ция, между ростом уровня антител к  ЛПВП, последовательным снижением холестерина 
плазмы, дегидроэпиандростерон-сульфата и развитием эпикардиального жира. На основе 
полученных фактов предложена гипотеза, объясняющая механизм развития эпикарди-
ального жира согласно которой развитие иммунной реакции к нативным липопротеинам 
препятствует полноценной доставке холестерина в кору надпочечников, в результате чего 
кора надпочечников снижает продукцию андрогенов. Дефицит андрогенов вызывает рост 
периваскулярной в том числе эпикардиальной жировой ткани, которая, выделяя воспали-
тельные цитокины, индуцирует развитие атеросклеротических изменений в окружаемых 
ее сосудах по механизму «снаружи-внутрь».

Ключевые слова: экспериментальная модель атеросклероза, эпикардиальный жир, липо-
протеины высокой плотности, андрогены.
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Сегодня не вызывает сомнения, что ключе-
вую роль в развитии атеросклероза играют ау-
тоиммунные реакции. Однако, аутоантигены-
мишени, а также роль антител к ним в развитии 
атеросклероза до  конца не  ясны. В  исследо-
ваниях, проведенных нами ранее, было по-
казано, что иммунный ответ у крыс к ЛПНП, 
вызванный иммунизацией гетерологичны-
ми нативными ЛПНП, приводит к  развитию 
признаков, характерных для атеросклероза 
человека – дислипопротеинемии, изменениям 
в стенке дуги аорты (инфильтрация лейкоци-
тами, разрушение интимы, дезорганизация 
медии), увеличению объема эпикардиального 
жира [1]. Такие же изменения вызывает имму-
низация крыс нативными гетерологичными 
липопротеинами высокой плотности (ЛПВП). 
Следовательно, к развитию атеросклероза мо-
жет приводить иммунная реакция к  натив-
ным липопротеинам плазмы. Учитывая, что 
липопротеины доставляют холестерин в  тка-
ни, можно предположить, что аутоиммунная 
реакция к  липопротеинам вызывает атеро-
склероз по причине нарушения снабжения хо-
лестерином тканей, зависимых от холестерина 
плазмы. Для понимания того, как нарушение 
в снабжении холестерином тканей ведет к раз-
витию атеросклеротических изменений сосу-
дов, основополагающим является факт уве-
личения объема эпикардиального жира при 
атеросклерозе. У людей увеличение толщины 
эпикардиальной жировой ткани является мар-
кером субклинического атеросклероза и про-
гностическим показателем его развития. Эпи-
кардиальная жировая ткань является белой 
жировой тканью, окружает коронарные ар-
терии, являясь для них периваскулярной жи-
ровой тканью. Показано, что белая жировая 
ткань, пролиферируя, приобретает провоспа-
лительные свойства и стимулирует атерогенез 
в сосудистой стенке «снаружи внутрь» [3]. Из-
вестно, что увеличение объема жировой тка-
ни может быть вызвано дефицитом андроге-
нов [2]. Следовательно, можно предположить, 
что продукция антител к липопротеинам мо-
жет вести к  атеросклеротическим изменени-
ям в  стенке сосудов, нарушая доставку холе-
стерина в  ткани, синтезирующие андрогены, 
в частности в клетки надпочечников, что ведет 
к дефициту андрогенов, который индуцирует 
пролиферацию периваскулярной белой жиро-
вой ткани, вызывающую воспаление в стенке 
окружаемого ею сосуда. 

Целью настоящей работы было выяснить, 
как иммунная реакция к нативным липопро-
теинам вызывает развитие эпикардиального 
жира у крыс.

Крысы Wistar (n=11) были иммунизирова-
ны нативными ЛПВП человека (Кalen Biomedi-
cal) в  составе неполного адъюванта Фрейнда 
(Sigma) внутрикожно в  дозе 200 мкг, одно-
кратно. Титр антител против нативных ЛПВП 
человека, определяли методом иммунофер-
ментного анализа, уровень общего холесте-
рина – ферментативным методом с помощью 
набора «Холестерин ФС» (Диакон-ДС), холе-
стерин ЛПВП, используя набор «Холестерин 
ЛПВП» (Human). Для оценки объема эпикар-
диального жира сердце окрашивали на  ли-
пиды суданом III. Липидный состав надпо-
чечников определяли методом тонкослойной 
хроматографии липидов с последующим сжи-
ганием фракций с  серной кислотой. Уровень 
дегидроэпиандростерон-сульфата, который 
является маркером синтеза андрогенов над-
почечниками, определяли с помощью набора 
«Rat DHEA-S Elisa Kit» (MyBioSource).

У всех крыс, иммунизированных нативны-
ми ЛПВП, обнаружено увеличение объема эпи-
кардиального жира. У контрольных животных 
эпикардиальный жир не обнаруживался. Ана-
лиз кинетики антител к ЛПВП у крыс, имму-
низированных ЛПВП, показал, что она носит 
самоподдерживающийся характер. Продукция 
антител к ЛПВП сопровождается дислипопро-
теинемией: достоверным снижением уровня 
общего холестерина (ОХС) и холестерина ЛПВП 
(ХС-ЛПВП) по сравнению с контрольными жи-
вотными. Снижение уровня ОХС и ХС-ЛПВП 
наблюдалось вслед за максимумом продукции 
антител к  ЛПВП. Также у  крыс, иммунизиро-
ванных ЛПВП, выявлено снижение уровня 
дегидроэпиандростерон-сульфата (ДГЭА-С). 
Уровень ДГЭА-С в крови, иммунизированных 
ЛПВП крыс, составил 40,14±66,92 пг/мл, у кон-
трольных крыс 149,17±172,52 пг/мл. Снижение 
уровня ДГЭА-С в крови следовало за снижени-
ем уровня холестерина.

В соответствии с  гипотезой исследования 
мы ожидали выявить снижение уровня холе-
стерина в  надпочечниках. Однако различий 
в уровне холестерина в тканях надпочечников 
между иммунизированными ЛПВП крыса-
ми и контрольными крысами не обнаружено. 
В  то  же время у  иммунизированных ЛПВП 
крыс выявлен достоверно низкий уровень 
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триглицеридов (9,89±3,3%) по  сравнению 
с контрольными крысами (15,65±7,12%). Воз-
можно, ткани надпочечников, испытывая де-
фицит холестерина в условиях снижения ХС-
ЛПВП плазмы, который, как известно, у крыс 
служит основным источником холестерина 
для синтеза андрогенов в надпочечниках, ком-
пенсируют его уровень путем синтеза из аце-
тата, пул которого в свою очередь пополняет-
ся из триглицеридов.

Таким образом, в крови крыс, иммунизиро-
ванных ЛПВП и  развивших эпикардиальный 
жир, за  ростом продукции антител к  ЛПВП 
следует снижение уровня ОХС и  ХС-ЛПВП, 
за которым в свою очередь наблюдается сни-
жение уровня ДГЭА-С. Ассоциация, выявлен-
ная между ростом уровня антител к ЛПВП, по-
следовательным снижением ОХС, ХС-ЛПВП, 
ДГЭА-С и  развитием эпикардиального жира 
служит доказательством гипотезы, объясняю-
щей причинно-следственные связи между им-

мунным ответом против нативных липопро-
теинов и увеличением эпикардиального жира, 
а также подтверждает ведущую роль антител 
к  липопротеинам плазмы в  развитии атеро-
склероза.

Исследование выполнено в рамках государ-
ственного задания Министерства образова-
ния и  науки РФ на  проведение НИР по  теме 
«Аутоиммунные механизмы атеросклероза. 
Новая экспериментальная модель атероскле-
роза у крыс» № 2054.
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THE MECHANISM OF DEVELOPMENT EPICARDIAL FAT 

IN RATS IMMUNIZED NATIVE HIGH DENSITY LIPOPROTEINS

Fomina K. V., Beduleva L. V., Anikaeva M. A., Stolyarova Е. Y., 

Soni D., Menshikov I. V.

Udmurt State University, Izhevsk, Russia

Th e aim of the work is to reveal the mechanism of epicardial fat development, as a marker of athero-
sclerosis. Rats were immunized with heterologous native HDL. Time course of antibodies to HDL, lipid 
metabolism, adrenal androgen levels, the amount of epicardial fat were determined. We have found out 
the association between increasing levels of antibodies to HDL, consistent reduction of plasma choles-
terol, dehydroepiandrosterone – sulfate, and the development of epicardial fat. Based on the facts we have 
proposed to the hypothesis to explain the mechanism of epicardial fat development according to which 
the immune response to native lipoproteins prevents delivery of the cholesterol to the cortex of the adrenal 
gland, resulting in adrenal cortex reduces androgen production. Androgen defi ciency causes an increase 
in perivascular including epicardial adipose tissue, which releases infl ammatory cytokines and induces 
the development of atherosclerotic lesions in the surrounding vessels «outside to inside».

Keywords: experimental model of atherosclerosis, epicardial fat, high-density lipoproteins, 
androgens.
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Актуальность и  цель работы. Эффектив-
ность иммунного ответа на  антигены раз-
личной природы определяется селективной 
экспансией и  дифференцировкой клонов 
антиген-специфических Т-клеток. Установ-
лено, что процессы активации, созревания 
и дифференцировки наивных Т-клеток фено-
типически сопровождаются потерей экспрес-
сии поверхностных костимуляторных моле-
кул  – CD27 и  CD28 [1], а  также появлением 
коротких изоформ рецептора CD45 – CD45RO, 
вместо высокомолекулярных – CD45RA. Изо-
формы молекулы CD45 формируются благо-
даря альтернативному сплайсингу гена Ptprc, 
кодирующего трансмембранную тирозино-
вую протеинфосфатазу (СD45) [2; 3]. Предпо-
лагают, что один из  механизмов, регулирую-
щих альтернативный сплайсинг гена Ptprc, 
основан на противоположном действии фак-
торов: сплайсинга U2af1l4 (U2 small nuclear 
RNA auxiliary factor 1-like 4, U2af1l4) и транс-
крипции Gfi 1 (growth factor independent 1) [2]. 
Глюкокортикоды являются мощными имму-
носупрессивными и  антивоспалительными 
агентами, которые оказывают плейотропное 
действие на  рост, дифференцировку и  функ-
циональную активность лимфоцитов [4]. Мы 
предполагаем, что одним из  механизмов, по-
средством которого глюкокортикоиды при-
нимают непосредственное участие в  диффе-

ренцировке Т-клеток, может быть регуляция 
альтернативного сплайсинга гена Ptprc.

Материалы и  методы. Материалом ис-
следования служила венозная кровь 58  здо-
ровых доноров. Популяцию наивных (CD3+ 

CD45RA+CD62L+) Т-лимфоцитов получали 
из  взвеси мононуклеаров методом иммуно-
магнитной сепарации (MidiMACS Separator, 
LS Columns, Miltenyi Biotec, Германия). Клет-
ки инкубировали 48 часов при 37˚С и 5% СО2 
в  бессывороточной среде Искова с  добавле-
нием клеточного активатора и  разных кон-
центраций дексаметазона. В  качестве акти-
ватора Т-лимфоцитов использовали реагент 
T-Cell Activation/Expansion Kit human (Ac/Exp) 
(«Miltenyi Biotec», Германия). В  эксперимен-
те были использованы следующие варианты 
культивирования: интактная проба; проба 
с добавлением Ac/Exp; пробы с Ac/Exp и Dex 
(10–7, 10–6, 10–5 М). Исследование количества 
Т-лимфоцитов, экспрессирующих молекулы – 
CD3, CD28, CD45RO, CD45RA в  CD45RA+-
культурах, проводили методом проточной 
цитометрии с помощью МКАТ, конъюгирован-
ных с FITC, PE и APC («e-Bioscience», США), 
на  приборе «MACSQuantAnalyzer» («Milteny-
iBiotec», Германия). Тотальная РНК из  кле-
точных культур была выделена с  использо-
ванием реагентов ExtractRNA Kit («Евроген», 
Россия); степень очистки РНК определяли 

ВЛИЯНИЕ ДЕКСАМЕТАЗОНА НА ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ 

И ПРОЛИФЕРАТИВНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ НАИВНЫХ 

Т-ЛИМФОЦИТОВ

 Хазиахматова О. Г.,  Сохоневич Н. А.,  Юрова К. А., 

 Литвинова Л. С.

Инновационный парк, Балтийский федеральный университет 
им. Иммануила Канта, Калининград, Россия

Проведенное in vitro исследование позволило выявить эффекты дексаметазона на диф-
ференцировку и  пролиферативный потенциал наивных Т-клеток, ассоциированные 
с транскрипцией мРНК генов U2af1l4, Gfi 1 и hTERT и изменением содержания числа CD28+ 
и дубль-позитивных (CD45RA+/RO+) Т-клеток. Дексаметазон, повышая уровень экспрес-
сии генов  – Gfi 1 и  U2af1l4, способствует росту числа переходных форм Т-лимфоцитов 
и снижению содержания CD28+ Т-клеток. В целом, дексаметазон оказывает супрессивный 
эффект на экспрессию гена hTERT, который снижается с увеличением концентрации гор-
мона, восстанавливая пролиферативный потенциал клеток.

Ключевые слова: Т-лимфоциты, U2af1l4, Gfi 1, CD28, hTERT.
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по  соотношению А260/280. Выделенная РНК 
была использована в реакции обратной транс-
крипции с применением реагентов MMLV Kit 
(«Евроген», Россия). Для затравки использо-
вали oligo (dT) 23-primer в  концентрации 20 
мкМ. Динамику изменений экспрессии генов 
Gfi 1 и  U2af1l4 оценивали с  помощью ПЦР 
с использованием реагентов qPCRmixHS («Ев-
роген», Россия), и праймеров в концентрации 
10 пМ. В качестве рефе ренсных генов исполь-
зовали ген GAPDH и  RPLPO Использовали 
следующие олигонуклеотидные праймеры: 
GFI1_for5’-TGGAGCAGCACAAAGCC-3’; 
GFI1_rev5’-GACAGTGTGGATGACCTCTTG-3’; 
U2af1l4_for5’-CTTCACAACAAGCCGACATTC-3’; 
U2af1l4_rev5’-CAAGGTTGTCGCACACATTC-3’; 
GAPDH_for5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’; 
GAPDH_rev5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’; 
TERT_for5’-TGACACCTCACCTCACCCAC-3’;
TERT_rev5’-CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC-3’; 
RPLPO_for 5’-GGCGACCTGGAAGTCCAACT-3’; 
RPLPO_rev5’-CCATCAGCACCACAGCCTTC-3’; 
зонды: GFI1_probe FAM-5’- CGCAGGAACGG 
AGCTTTGACTGTA-3’~BHQ-1; U2af1l4_probe 
FAM-5’-CCAGGAGGTGTTCACAGAACTGCA-
3’~BHQ-1; GAPDH_probe HEX-5’-CAAGCTTC 
CCGTTCTCAGCC-3’-BHQ-1; TERT_probe FAM-5’ 
-ACCCTGGTCCGAGGTGTCCCTGAG-3’-
BHQ-1; RPLPO_probe HEX-5’-ATCTGCTGCA 
TCTGCTTGGAGCCCA-3’-BHQ-1. 

RT-PCR проводилась в трех повторах с приме-
нением LightCycler 480 Real-Time PCR («Roche», 
Швейцария) в температурном режиме: 95˚С – 
5 мин; 95˚С – 20 с, 60˚С-30 с, 72˚С – 1 мин – 
45  циклов; 72˚С  – 5 минут. Расчеты уровней 
относительной экспрессии исследуемых генов 
производили с  помощью модифицированной 
формулы Пфаффла. Полученные результаты 
были проанализированы с использованием па-
кета статистических программ SPSS_20.

Результаты. Сплайсинг транскриптов, коди-
рующих молекулу CD45, значительно изменяется 
в ответ на активацию Т-кле ток [5]. Так, добавле-
ние активатора в культуры наивных (CD45RA+) 
Т-кле ток, наряду с увеличением числа мертвых 
клеток и  усилением их пролиферации, сопро-
вождалось выраженным угнетением экспрес-
сии мРНК обоих генов: U2af1l4 и Gfi 1, тогда как 
экспрессия гена hTERT резко возрастала (в 68,6 
раза) по сравнению с интактной пробой. Выяв-
ленные изменения сопровождались снижением 
содержания CD28+ Т- лимфоцитов, и напротив, 
увеличением числа дубль-пози тив ных Т-кле ток 

(CD45RA+/RO+), что может свидетельствовать 
об  антиген-независимой дифференцировке 
наивных Т-лимфоцитов в клетки эффекторной 
и/или центральной памяти. Добавление Dex 
в среду культивирования TCR-активированных 
CD45RA+ Т-клеток позволило выявить прямой 
дозозависимый эффект этого гормона на  экс-
прессию мРНК генов U2af1l4 и  Gfi 1. Увеличе-
ние числа дубль-позитивных (CD45RA+/RO+) 
Т-клеток (до 49,33±6,40%) в пробе с Dex (10–5 М) 
имело положительную корреляцию с  экспрес-
сией гена U2af1l4 (r=0,87, p<0,05). Как уже упо-
миналось, антагонистические взаимодействия 
U2af1l4 и U2af1l4 определяют соотношение изо-
форм CD45: U2af1l4 способствует исключению 
4 экзона, что приводит к формированию корот-
ких изоформ – CD45RO, тогда как Gfi 1 ассоции-
рован с образованием более активной, высоко-
молекулярной формы рецептора – CD45RB или 
RA [2]. Интересно, что увеличение концентра-
ции Dex (10–5 М) в среде культивирования TCR-
активированных наивных Т-клеток, в целом, со-
провождалось повышением уровня экспрессии 
мРНК гена hTERT, и было ассоциировано с уве-
личением числа CD28-негативных лимфоцитов 
и переходных форм – CD45RA+/RO+ Т-клеток. 
По  всей видимости, снижение супрессивного 
эффекта дексаметазона на  экспрессию hTERT 
может быть связано с  ростом числа устойчи-
вых, коротких изоформ  – CD45RO+ Т-клеток 
в культуре.

Выявленные нами изменения могут сви-
детельствовать о  глюкокортикоид-опосредо-
ванном созревании и  дифференцировке 
TCR-ак тивированных наивных (CD45RA+) 
Т-лимфоцитов с сохранением их репликатив-
ного потенциала. 

Работа выполнена в рамках стипендии Пре-
зидента РФ (СП-454.2013.4) и субсидии на вы-
полнение государственной работы «Органи-
зация проведения научных исследований» 
(№ 603).
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INFLUENCE OF DEXAMETHASONE 

ON THE PROLIFERATIVE POTENTIAL AND DIFFERENTIATION 

OF NAIVE T-LYMPHOCYTES

Khaziakhmatova O. G., Sokhonevich N. A., Yurova K. A., Litvinova L. S.

Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia

Conducted in vitro study revealed dexamethasone eff ects on the diff erentiation and proliferation po-
tential of naive T-cells associated with the transcription of mRNA gene U2af1l4, Gfi 1 and hTERT and 
changing the number CD28+ and double-positive (CD45RA+/ RO+) T cells. Dexamethasone increases the 
level of gene expression – Gfi 1 and U2af1l4, increases the number of transitional forms of T-lymphocytes 
and reduces the content of CD28+ T cells. In general, the dexamethasone has a suppressive eff ect on gene 
expression hTERT, which decreases with increasing concentrations of hormone, restoring the proliferative 
potential of cells.

Введенный впервые Е. А. Корневой термин 
«иммунофизиология» позволил сфокусиро-
вать внимание исследователей на  значении 
медиаторов иммунной системы в  регуляции 
физиологических функций [3]. С  этих пози-
ций дано объяснение феномену повышенной 
устойчивости к гипоксии при воздействии им-
муностимуляторов или алоантигенов. В свою 
очередь повышенная устойчивость к  гипок-
сии ассоциирована со  сниженным уровнем 
микросомального окисления [1]. Эту законо-
мерность особенно наглядно характеризуют 
исследования связанные с фенотипированием 
животных на  высокоустойчивых (ВУ) и  низ-
коустойчивых (НУ) крыс [1]. С точки зрения 
иммунофизиологии реципрокные отношения 

между устойчивостью к  гипоксии и  уров-
нем микросомального окисления могут быть 
связаны с  регуляторным действием секрети-
руемых иммунокомпетентными клетками ци-
токинов. Известно, что провоспалительные 
цитокины характеризуются способностью 
угнетать активность цитохром Р450 зависи-
мых монооксигеназ [2;4]. Однако остается не-
известным характер влияния иммунизации 
животных на  состояние микросомального 
окисления у крыс с различной устойчивостью 
к  гипоксии. Настоящее исследование посвя-
щено решению этого вопроса.

Методика. Исследование было выполнено 
на 54 белых беспородных крысах разделенных 
на следующие группы:

ВЛИЯНИЕ АНТИГЕННОЙ НАГРУЗКИ НА 

МИКРОСОМАЛЬНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ПЕЧЕНИ У КРЫС 

С РАЗЛИЧНОЙ УСТОЙЧИВОСТЬЮ К ГИПОКСИИ

 Цейликман В. Э.1,  Комелькова М. В.1,  Цейликман О. Б.2, 

 Кузина О. В.1

1ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет 
Минздрава России»; 2ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный университет»,

Челябинск, Россия

Установлено, что эффекты антигенной нагрузки на  микросомальное окисление свя-
заны с  устойчивостью к  гипоксии. Среди исследованных показателей микросомального 
окисления печени, наиболее зависимой от устойчивости к гипоксии оказалась активность 
НАДФН цитохромР450-редуктазы.

Ключевые слова: антигенная нагрузка, микросомальное окисление, НАДФН цитохром 
Р450 редуктаза.
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1. Интактные животные (n=10)
2. ВУ животные (n=12)
3. НУ животные (n=12)
4. Иммунизированные ВУ животные (n=10)
5. Иммунизированные НУ животные (n=10)

Гипоксическая гипоксия моделировалась при 
помощи барокамеры. Создаваемое в барокаме-
ре разряжение воздуха соответствовало «подъ-
ему на высоту» 11500 м над уровнем моря. Для 
определения возможности распределения крыс 
на фенотипические группы ВУ и НУ животных 
был проведен двухэтапный кластерный анализ 
с автоматическим определением числа класте-
ров. Для иммунизации крыс использовали эри-
троциты барана исходя из  присутствия в  них 
тимусзависимого антигена. У  животных че-
рез 24 часа после разрешающей иммунизации 
антигена определялись выраженность реак-
ции гиперчуствительности замедленного типа 
(ГЗТ), количество антителообразующих клеток 
АОК, содержание цитохромов b5 и Р450 и ак-
тивность НАДФН-цитохром Р450 редуктазы 
в микросомах печени.

Результаты и  обсуждение. Вопреки пред-
ставлениям о  супрессивном действии медиа-
торов иммунной системы на  микросомаль-
ное окисление у ВУ животных им мунизация 
не  сопровождалось снижением уровня ци-
тохрома Р450. А  содержание цитохрома b5 
было статистически значимо повышено 
с 0.484±0.07 мкмоль/мг.белка (n=12) до 1.354± 
0.25  мкмоль/мг.белка (n=10; p=0.041U). У  НУ 
крыс иммунизация сопровождалась более 
выраженным усилением микрросомаль-
ного окисления чем у  ВУ крыс. Это про-
являлось в  повышении содержания цитох-
рома Р450 с  419.62±10.45 нмоль/мг.белка 
(n=12) до  895.16±37.62 нмоль/мг.белка (n=10; 
p=0.041U). Кроме того у  иммунизирован-
ных НУ животных также как и  у  ВУ живот-
ных при иммунизации был повышен уровень 
цитохрома b5 с  0.308±0.06 мкмоль/мг.белка 
(n=12) до  1.31 ±0.14 мкмоль/мг.белка (n=10; 
p=0.021U).

В условиях антигенной нагрузки среди ис-
следованных показателей микросомально-
го окисления печени, наиболее зависимой 
от  устойчивости к  гипоксии оказалась ак-
тивность НАДФН цитохромР450-редуктазы. 
Это проявлялось в  сниженном уровне ее ак-
тивности у  ВУ животных (21.09±2.32 нмоль/
мин/мг; n=10) по сравнению с НУ животными 
(46.41±4.78 нмоль/мин/мг; n=10; p=0.034U).

Важно отметить, что гипоксическое воздей-
ствие у неиммунизированных животных при-
вело к увеличению активности этого фермента 
вне зависимости от устойчивости к гипоксии. 
Так у ВУ крыс пребывание на высоте 11500 м 
привело к  шестикратному повышению уров-
ня активности НАДФН цитохромР450-редук-
тазы (интактные животные: 3.07±0.45 нмоль/
мин/ мг; n=10; ВУ животные 20.53±2.37 нмоль/
мин/мг; n=10; p=0.011U). Аналогично у  НУ 
животных острая гипоксия сопровожда-
лась повышением НАДФН цитохромР450-
редуктазы с  3.07±0.45 нмоль/мин/мг (n=10) 
до 18.54±1.07 нмоль/мин/мг; (n=10; p=0.011U). 
Иммунизация у НУ животных привело к даль-
нейшему повышению активности НАДФН 
цитохромР450-редуктазы с 18.54±1.07 нмоль/
мин/мг (n=10) до  46.41±4.78нмоль/мин/мг 
(n=10). Между тем, у  ВУ животных иммуни-
зация не сопровождалась дальнейшим ростом 
активности этих ферментов. 

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что среди исследованных 
показателей микросомального окисления наи-
более чувствительным к острой гипоксии яв-
ляется НАДФН цитохромР450-редуктаза. Это 
хорошо согласуется с данным других исследо-
вателей о  совместной активации этого фер-
мента и  индукции эритропоэтина [5]. Важно 
отметить, что иммунизации уровень ретику-
лоцитов повысился у НУ животных (p=0,03U), 
а у ВУ животных не претерпел статистически 
значимых изменений. Таким образом, наши 
данные демонстрируют однонаправленные 
изменения уровня эритропоэза и активности 
НАДФН цитохромР450-редуктазы. Данное 
положение иллюстрируется положительной 
корреляционной связью между количеством 
ретикулоцитов и уровнем активности НАДФН 
цитохромР450-редуктазы (Rs=0.689; p=0.032).
Между эритропоэзом и лимфопоэзом в кост-
ном мозге возможны реципрокные отношения, 
обусловленные выбором дифференциров-
ки стволовых кроветворных клеток. В  связи 
с  этим представляются интересными обна-
руженные нами отрицательной корреляции 
между количеством реткулоцитов и  содер-
жанием лимфоидных клеток в костном мозге 
(Rs=–0.732; p=0.024). Аналогичная корреляци-
онная связь обнаружена между уровнем ак-
тивности НАДФН цитохром Р450-редуктазой 
и количеством лимфоидных клеток в костном 
мозге (Rs= –0.614; p=0.044).
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Таким образом полученные нами резуль-
таты не выявили супрессию микросомально-
го окисления в условиях иммуностимуляции, 
что согласуется с  представлениями С. В. Си-
биряка и  соавторов [4] о  вкладе цитохром 
Р450- зависимых монооксигеназ в  формиро-
вании иммунного ответа за  счет их участия 
в  меаболизме липофильных эндобиотиков. 
В  частности, изоформы семейства CYP3A 
участвуют в  инактивации глюкокортикоидов 
в печени. Вполне возможно, что высокий уро-
вень экспрессии этих изоформ ограничивает 
иммуносупрессивное действие глюкокорти-
коидов. Кроме того, изоформы цитохрома 
Р450 присутствуют в  иммунокомпетентных 
клетках, где они вовлекаются в  метаболиче-
ские процессы и  вносят свой вклад в  под-
держании их функциональной активности. 
В  тоже время у  НУ животных активация ми-
кросомальных ферментов выражена в гораздо 
большей степени чем у ВУ животных, причем 
это положение в наибольшей степени касается 
НАДФН цитохромР450-редуктазы. Это стано-
вится объяснимым в  случае ее коэкспрессии 
с  эритропоэтином. Возможно, у  НУ живот-
ных большая чем у ВУ животных потребность 
в  кислороде, что приводит к  напряжению 
кислород-транспортных систем и влечет за со-
бой повышенный уровень эритропоэтина. Сце-

пленное с эритропоэзом увеличение активно-
сти НАДФН цитохромР450-редуктазы может 
благоприятствовать развитию оксидативного 
стресса, который играет ключевую роль в раз-
витии повреждений органов и тканей гипок-
сического характера.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
14-04-01381 и базовой частью Госзадания Ми-
нистерства образования и науки РФ (код про-
екта 1696)
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INFLUENCE OF ANTIGEN LOAD ON THE LIVER 

MICROSOMAL OXIDATION IN RATS WITH DIFFERENT 

RESISTANCE TO HYPOXIA
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It is found that the eff ects of antigen load on microsomal oxidation associated with resistance to hy-
poxia. Among the studied parameters of liver microsomal oxidation, the most dependent on resistance to 
hypoxia were active of NADPH-Cytochrome P450 reductase.
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Миозит с  включениями телец (МТ)  – про-
гредиентно текущее заболевание с нарушением 
структуры синтеза и  утилизации белков. Бо-
лезнь протекает на основе аутоиммунного про-
цесса [1]. Этиология и патогенез МТ до конца 
не изучены. Достоверно известно, что чаще боле-
ют мужчины, важную роль играет наследствен-
ность, пожилой возраст, дефицит витаминов, 
селена. Наши представления об МТ базируются 
на трех механизмах: формирование третичной 
структуры вновь синтезированных белков, на-
рушения в системе утилизации этих белков и ак-
тивации процессов аутоагрессии со  стороны 
иммунной системы. Накопление радикальных 
метаболитов индуцирует возникновение агре-
гатов, таких как В-амилоид. Накопление в  ди-
намике заболевания глютатион-пероксидазы 
и  тау-протеина ведет к  аутоиммунному вос-
палению. Из  продуктов расщепления под 
влиянием избытка ферментов накапливается 
В-амилоид, он и формирует «нейрофибрилляр-
ные клубочки» или «аксональные бляшки» вну-
три мышечных волокон при МТ. Избыточное 
количество В-амилоида при МТ стимулирует 
усиленное фосфорилирование, приводящее 
к образованию тау-протеина. Протеин-тау спо-
собен «путать» мышечные волокна, превращая 
прямые – в спиральные. При МТ тау-протеин 
цитотоксичен и  связан в  мышцах с  микроту-
булярной сетью. Аутоиммунное воспаление 
при МТ развивается путем накопления аутоа-
грессивных клонов CD8+, CD16+ и макрофагов, 
но  поиски конкретного антигена до  сих пор 
не привели к успеху [2].

Целью нашей работы было изучение имму-
новоспалительных механизмов при МТ, поиск 
экзогенных факторов, ведущих к  ускорению 
процесса развития МТ (в том числе лекарств) 
и анализ, практикующихся в настоящее время 
методов терапии МТ.

Для изучения отобрана группа пациентов 
(17 человек): 10 мужчин и 7 женщин с МТ, все 
старше 60 лет (64±4,0 года). Клиническая карти-
на МТ включала: мышечную слабость конечно-
стей, затруднение при ходьбе, частые падения, 
слабость дыхательной мускулатуры, реже дис-
фагию. В анамнезе у пациентов МТ отмечен дли-
тельный прием препаратов: амиодарона и  др., 
которые могли сыграть роль повреждающих 
факторов [3, 4]. При обследовании пациентов 
с  МТ определялся В-амилоид в  мышцах мето-
дом иммунопреципитации. Проводилась биоп-
сия мышцы, а затем электронная микроскопия 
биоптата мышечного фрагмента, с  последую-
щей тио флавин-флюоресцен цией. Изучался ряд 
иммунологических тестов: антинуклеарные ан-
титела (АНА), антинуклеарный фактор (АНФ), 
моноклональные антитела SMI-31 к  тау-про-
теинам. Проводилась электромиография и  це-
реброспинальная пункция, с изучением пункта-
та. При электронной микроскопии мышечного 
биоптата определялись В-амилоид и  вакуоли. 
При анализе иммунных сдвигов определялись 
высокие титры АНФ, АНА к  волокнам мие-
лина, моноклональные антитела SMI-31 к  тау-
протеинам в  сыворотке крови. При электро-
миографии (ЭМГ) выявлены фибрилляции, 
характерные для денервации мышечных воло-

МИОЗИТ С ВКЛЮЧЕНИЯМИ ТЕЛЕЦ: МЕХАНИЗМ 

ИММУННОГО ВОСПАЛЕНИЯ И ПРОБЛЕМЫ 

ИММУНОТЕРАПИИ

 Цигулева О. А.,  Восканян Л. Р.

ГОУ ВПО Алтайский государственный медицинский университет, Барнаул, Россия

Опробованы многочисленные варианты терапии такого аутоиммунного заболевания, 
как миозит с  включениями телец. Применялись глюкокортикоиды, концентрированные 
иммуноглобулины, «тестостерон-депо», цитопротективная терапия, цитостатики, фактор 
некроза опухоли и др. Наилучший результат достигнут при лечении инфликсимабом, од-
нако улучшение продолжается не более года. В настоящее время обсуждается возможность 
лечения МТ, с использованием микроРНК.

Ключевые слова: миозит, В-амилоид, аутоиммунное воспаление, аномальное старение, 
иммунотерапия
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кон, снижение скорости распространения ней-
рофизиологического возбуждения. Средний 
показатель скорости распространения возбуж-
дения по большеберцовому нерву – 24,9±6,2 м/с 
(норма 40 м/с). Амплитуда мышечного ответа 
в  том  же нерве составила  – 1,4±1,2 мВ (норма 
3,5 мВ). По икроножным нервам распростране-
ние возбуждения отсутствовало (норма 30 м/с). 
При цереброспинальной пункции в  пунктате 
обнаружены моноклональные антитела к  ган-
глиозиду SMI-31 и  высокий титр иммунных 
комплексов. Для подтверждения оксидативного 
стресса использовалось обнаружение избыт-
ка ферментов: глютатион-пероксидазы и  глю-
татион-дисмутазы. У  90% уровень фермента 
в  1,5–2 раза превышал норму. Проведенное 
лечение показало, что большинство пациен-
тов (15 из 17) оказалось резистентно к терапии 
преднизолоном и  другими глюкокортикоида-
ми. Улучшение наступало на  короткий период 
и  характеризовалось исчезновением дисфагии. 
У 13 пациентов использованы концентрирован-
ные иммуноглобулины (пентаглобин) для вну-
тривенного введения. После 10 инъекций по ЭМГ 
отмечено снижение димиелинизирующих про-
цессов, ускорение распространения возбужде-
ния по нервам конечностей. Однако улучшение 
продолжалось не более 3–4 месяцев. У мужчин 
опробован курс «тестостерон-депо» терапии. 
На фоне еженедельного введения тестостерона-
депо, в  дозе 100  мг отмечалось уменьшение 
двигательных расстройств, уменьшение толе-
рантности к двигательным нагрузкам. Дозу те-
стостерона приходилось увеличивать до 200 мг 
в неделю, при этом лечение начинало вызывать 
токсические эффекты и  отменялось. С  целью 
цитопротекции вводился L-каротин по  900  мг 
4 раза в сутки, Co-Q10 по 100 мг 4 раза в сутки, 
витамины В1 – 100 мг, В2 – 100 мг, В6 –100 мг, 
Е – 1000 мг 3 раза в сутки. Это улучшало память, 
сон и снижало мышечное воспаление на пери-
од в 2–3 месяца (после месяца терапии). Авто-

ры курса цитопротекции [5] предполагали, что 
таким образом удастся за счет Co-Q10 приоста-
новить повреждение мышечных волокон и фор-
мирование «аксональных бляшек». Иммуносу-
прессивная терапия: циклофосфан, метотрексат, 
азотиоприн в средних терапевтических дозах во-
обще не давала положительного эффекта. У не-
большого числа больных (3 пациента) использо-
ван фактор некроза опухоли: инфликсимаб, что 
приводило к значительному улучшению, но тре-
бовало длительной (12 месяцев) терапии и было 
очень нагрузочным с экономической точки зре-
ния. Под влиянием инфликсимаба наблюдалось 
увеличение мышечной силы, исчезновение дру-
гих синдромов МТ. К сожалению, эффект сохра-
нялся не более года.

Выводы: внутримышечные включения при 
МТ связаны с аутоиммунными процессами, раз-
вивающимися в период старения. Но это старе-
ние идет патологическим путем. Эффективные 
методы лечения, такие как инфликсимаб, кон-
центрированные иммуноглобулины, цитопро-
текторы дороги и недоступны для большинства 
пациентов. В  настоящее время обсуждается 
возможность лечения МТ, с  использованием 
микроРНК. Такая терапия представляет собой 
регуляторные молекулы из 18-24 нуклеотидов, 
влияющих на рост и дифференцировку миоци-
тов. Действие микроРНК заключается в предот-
вращении дегенерации мышечных волокон.
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Tested numerous treatment options myositosis with inclusion bodies. Applied corticosteroids, con-
centrated immunoglobulins, “Testosterone depot”, cytoprotective therapy, cytotoxic agents, tumor necro-
sis factor and others. Th e best result was achieved with infl iximab, but the improvement is not continued 
more than a year. Currently, we discuss the possibility of treatment MT, using microRNAs.
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Актуальность. Фагоцитирующие клетки 
кур характеризуются целым рядом отличий 
от фагоцитов млекопитающих и человека [1]. 
В  частности, в  гетерофилах периферической 
крови отсутствует миелопероксидаза, в связи 
с  чем в  кислородзависимых механизмах ми-
кробицидности не  участвуют активные фор-
мы галогенов [2]. При промышленном содер-
жании животные подвержены стрессорным 
воздействиям, что может приводить к  моду-
ляции реакций врожденного и приобретенно-
го иммунитета и к снижению резистентности 
к собственной микрофлоре [3]. Однако изме-
нения функций отдельных звеньев иммунной 
системы в  раннем постнатальном онтогенезе 
птиц при их выращивании на крупных птице-
фабриках изучены недостаточно.

Цель работы – исследование изменений по-
казателей люминолзависимой хемилюминис-
ценции лейкоцитов крови, грудо-брюшной 
полости и бронхо-альвеолярного лаважа цып-
лят-бройлеров в  условиях крупной птицефа-
брики.

Материалы и методы. Исследования прово-
дили на 40 цыплятах-бройлерах кросса «ROSS-
308» в возрасте 14 и 28 суток, выращиваемых 
на  птицефабрике «Пермская» (ПФ) Пермско-
го края. Животных разделили на  две группы: 
контроль  – здоровые цыплята без клиниче-
ских признаков заболевания и  высева микро-

организмов из  внутренних органов (1-я груп-
па); ослабленные птицы с массивным высевом 
микроорганизмов в  форме ассоциаций E. coli, 
Streptococcus spp., Proteus spp., Enterococcus spp. 
из  внутренних органов (сплошной рост ко-
лоний) (2-я группа). Контаминацию органов 
микроорганизмами выявляли общеприняты-
ми микробиологическими методами. Цыплята 
содержались в одинаковых условиях; всем про-
водилась утвержденная на  предприятии схе-
ма лечебно-профилактических мероприятий. 
Кровь и внутренние органы для исследований 
забирали в условиях ветеринарного блока ПФ 
согласно производственного регламента.

Лейкоциты крови (50 ЕД гепарина/мл кро-
ви) выделяли методом седиментации с  0,1% 
метилцеллюлозой (Sigma-Aldrich, США). Плев-
ро-перитонеальные лейкоциты и клетки брон-
хоальвеолярного лаважа выделяли методом 
промывания соответственно грудо-брюш ной 
полости и  бронхолегочного комплекса 10 мл 
среды 199 с  добавлением 10 ЕД/мл гепарина, 
2 мМ L-глутамина и 10 мМ HEPES (Sigma-Ald-
rich, США). После двукратного отмывания цен-
трифугированием при 400 g в течение 10 мин 
клетки ресуспендировали в  растворе Хенк-
са без фенолового красного с  добавлением 
10 мМ HEPES и  доводили их концентрацию 
до  25×106  кле ток/мл. Кислородзависимую 
микробицидность клеток оценивали методом 
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 Виноградов А. Б.1,  Четвертных В. А.1

1ГБОУ ВПО «Пермский государственный медицинский университет 
имени академика Е. А. Вагнера» Минздрава России; 2ФГБУН Институт экологии 

и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Установлено, что у части 14- и 28-суточных цыплят-бройлеров кросса «ROSS-308» при 
промышленном содержании развивается выраженный иммунодефицит с  гиперактива-
цией фагоцитирующих клеток со значительным увеличением продукции активных форм 
кислорода в ответ не только на опсонизированный, но и на неопсонизированный зимозан 
с последующим появлением анергии ответа лейкоцитов на зимозан.

Ключевые слова: цыплята-бройлеры, фагоциты, люминолзависимая хемилюминесцен-
ция, микрофлора.
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люминолзависимой хемилюминесценции. 
В  стимулированном варианте в  лунке план-
шета (3915 Assay Plate 96 Well Flat botton Black 
Polysterene, Corning Inc. Costar) смешивали 
70 мкл раствора Хенкса с добавлением 10 мМ 
HEPES, 10 мкл натриевой соли люминола 
на  растворе Хенкса без фенолового красного 
(конечная концентрация 10–4 M), 10 мкл лейко-
цитов (25×106/мл) и 10 мкл опсонизированно-
го и неопсонизированного зимозана (Zymosan 
A, Fluka BioChemika, конечные концентрации 
1500 и  150 мкг/мл). В  спонтанном вариан-
те смешивали те  же компоненты, но  вместо 
зимозана вносили 10 мкл забуференного 10 
мМ HEPES раствора Хенкса. Измерение про-
водили при температуре +42°С, характерной 
для кур, на люминометре Luminoskan Ascent® 
Th ermo Labsystems в течение 180 мин (тип из-
мерения  – kinetic, integration time  – 1000 ms, 
интервал – 3 мин, meas. count – 60). Для стати-
стического анализа использовали интеграль-
ный показатель хемилюминисценции за  весь 
период измерения (integral, RLU). Опсониза-
цию зимозана проводили пулом свежей сыво-
ротки от 20 кур в течение 30 мин при темпе-
ратуре +42°С. После двукратного отмывания 
опсонизированного зимозана центрифугиро-
ванием при 400 g в  течение 10 мин, его кон-
центрацию доводили до  15  мг/мл, суспензию 
замораживали при –26°C в  микропробирках 
Эппендорф по 100 мкл до использования.

Результаты и  обсуждение. Установлено, 
что у 14-суточных цыплят 2-й группы в срав-
нении с  1-й наблюдается выраженное уве-
личение числа плевро-перитонеальных лей-
коцитов (c  29,20±3,32 в  1-й группе до  60,20± 
5,25  млн. клеток во  2-й; p<0,0001). Выявлено 
увеличение интегральных показателей как 
спонтанной, так и  индуцированной опсони-
зированным и  неопсонизированным зимоза-
ном в концентрациях 1500 и 150 мкг/мл реак-
ции люминолзависимой хемилюминисценции 
(ЛЗХЛ) с  плевро-перитонеальными лейко-
цитами у  животных 2-й группы в  сравнении 
с  1-й (p<0,002–0,0001). Важная особенность 
ответа плевро-перитонеальных лейкоцитов 
у  здоровых цыплят этого возраста  – отсут-
ствие статистически значимого ответа на не-
опсонизированный зимозан в сравнении с по-
казателями спонтанной ЛЗХЛ при наличии 
дозо-зависимой реакции на  опсонизирован-
ный зимозан. У  14-суточных птиц 2-й груп-
пы ответ в  сравнении с  показателями нести-

мулированных проб развивается не  только 
на опсонизированный, но и на неопсонизиро-
ванный зимозан в концентрации 1500 мкг/мл 
(p<0,005–0,0001). Подобные изменения с уче-
том увеличения общего количества плевро-
перитонеальных лейкоцитов у  животных 2-й 
группы в сравнении с 1-й могут быть связаны 
с  усилением миграции из  кровеносного рус-
ла активированных фагоцитирующих клеток 
с  повышенной функциональной экспрессией 
паттерн-распознающих рецепторов, взаимо-
действующих с неопсонизированным зимоза-
ном. Интегральные показатели реакции ЛЗХЛ 
с  лейкоцитами бронхоальвеолярного лаважа 
и крови у 14-суточных цыплят 1-й и 2-й групп 
статистически значимо не отличаются.

У 28-суточных цыплят 1-й группы в  срав-
нении с 14-суточными птицами той же группы 
наряду со снижением общего числа плевро-пе-
ритонеальных лейкоцитов (до  20,44±2,33  млн. 
клеток; p<0,05) отмечается увеличение по-
казателей спонтанной хемилюминисценции 
(p<0,05). В отличие от более молодых животных 
у них наблюдается статистически значимый от-
вет при стимуляции неопсонизированным зи-
мозаном в  концентрации 1500 мкг/мл (p<0,05 
в сравнении с уровнем спонтанной ЛЗХЛ), при 
этом интегральные показатели хемилюминис-
ценции в этих пробах выше, чем 14-суточных 
птиц (p<0,001). Уровень ответа на опсонизиро-
ванный зимозан статистически значимо не от-
личается от более молодых цыплят.

У 28-суточных птиц 2-й группы усиливает-
ся спонтанная хемилюминисценция (p<0,05) 
с  параллельным увеличением общего числа 
плев ро-перитонеальных лейкоцитов (до 82,55± 
10,72 млн. клеток; p<0,001 к  1-й группе). При 
анализе данных индуцированной опсонизи-
рованным и  неопсонизированным зимозаном 
ЛЗХЛ выявляется значительная неоднород-
ность ответа плевро-перитонеальных лейко-
цитов птиц 2-й группы в сравнении с 1-й (ве-
личина F-отношения колеблется для разных 
показателей от 5,86 до 402,22; p<0,02–0,00001). 
Наряду с резко выраженной активацией отве-
та на зимозан у двух из одиннадцати 28-суточ-
ных цыплят 2-й группы у пяти других разви-
вается резко выраженная его супрессия. При 
этом угнетение ответа на опсонизированный 
и  неопсонизированный зимозан развивает-
ся на  фоне увеличения уровня спонтанной 
хемилюминисценции, что может указывать 
на  гиперактивацию фагоцитирующих клеток 
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in vivo с развитием анергии при ответе на зи-
мозан in vitro. У  28-суточных животных 2-й 
группы в  сравнении с  птицами 1-й группы 
наряду с увеличением общего числа лейкоци-
тов бронхоальвеолярного лаважа и крови от-
мечается выраженная активация продукции 
ими активных форм кислорода в пробах без 
зимозана.

В целом результаты работы указывают 
на то, что у части 14- и 28-суточных цыплят-
бройлеров при промышленном содержании 
развивается выраженный иммунодефицит 
с  гиперактивацией фагоцитирующих клеток 

и  появлением у  части птиц анергии ответа 
лейкоцитов на зимозан.
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CHANGES OF PARAMETERS OF LUMINOL-DEPENDENT 

CHEMILUMINESCENCE OF BROILER CHICKENS UNDER 

CONDITIONS OF THE BIG BATTERY FARM

Shavshukova O. A.1, Khlyzova L. A.1, Shilov Ju.I.2,1, Shilov S. Ju.2,1, 

Vinogradov A. B.1, Chetvertnykh V. A.1

1Acad. E. A. Wagner Perm State Medical University; 2Institute of Ecology 
and Genetics of Microorganisms of the UB RAS, Perm, Russia

Th e development of severe immunodefi ciency with hyperactivation of phagocytes and with signifi cant 
increase in the production of reactive oxygen species in response on the opsonized and non-opsonized zymo-
san, the subsequent appearance of anergy of the leukocyte response on zymosan in investigation of the some 
14- and 28-day-old «ROSS-308” broiler chickens under conditions of the big chicken farm was found.

Key words: broiler chickens, phagocytes, luminol-dependent chemiluminescence, microfl ora.

Актуальность и  цель исследования. Тем-
пература относится к  важнейшим факторам 
окружающей среды и  в  значительной мере 
определяет жизнедеятельность организмов. 
Физиологические изменения в организме, свя-

занные с  действием холода, включают в  себя 
стимуляцию симпатической нервной системы 
и гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
оси, что сопровождается выделением катехо-
ламинов, глюкокортикоидов и  модуляцией 

ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ СПЛЕНОЦИТАМИ МЫШИ 

ПОД ДЕЙСТВИЕМ ХОЛОДОВОГО СТРЕССА. ВЛИЯНИЕ 

ОПИАТНЫХ РЕЦЕПТОРОВ

 Шаравьева И. Л.1,  Тендрякова С. П.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 2Пермский
государственный научно-исследовательский университет, Пермь, Россия

Установлено, что в зависимости от продолжительности острого переохлаждения изме-
няется продукция интерферона-гамма, при часовом продукция данного цитокина усили-
вается, тогда как под действием 10-минутного переохлаждения этот показатель угнетается, 
блокада опиатных рецепторов не отменяла модулирующего действия стресса.

Ключевые слова: холодовой стресс, опиоидные пептиды, цитокины.
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продукции ряда других гормонов. Холодо-
вой стресс часто связывают со  снижением 
иммунореактивности, повышением воспри-
имчивости к  инфекционным заболеваниям, 
затяжным течением инфекционных процес-
сов у человека и животных. Есть данные, что 
острое переохлаждение оказывает влияние 
на распределение опиатных рецепторов в цен-
тральной нервной системе и в периферических 
тканях. Опиоидная система – одна из важней-
ших стресс-лимитирующих систем организма, 
и  исследования, направленные на  выяснение 
роли опиоидных пептидов в  формировании 
функций иммунной системы при холодовом 
стрессе является актуальным направлением 
в  исследованиях нейро-эндокринной регуля-
ции иммунных изменений.

Цель работы  – изучение влияния острого 
холодового стресса на продукцию IL-1β, IL-2, 
IL-4, IFN-γ спленоцитами мыши в  условиях 
блокады опиатных рецепторов.

Материалы и методы. Объектом исследова-
ний служили белые лабораторные мыши мас-
сой 20–22 г. Животные содержались в услови-
ях лабораторного вивария, при естественном 
освещении, неограниченном доступе к  воде 
и кормам. Мыши подвергались острому пере-
охлаждению при –20°С в течение 10 или 60 ми-
нут. Антагонист опиатных рецепторов налок-
сона гидрохлорид в  дозе 0,2  мг/кг («Narcan», 
США) вводили подкожно за 20 мин до стрес-
са. Все животные были разбиты на  следую-
щие группы: 1-я  – контрольная, 2-я  – стресс 
(10-ти или 60-минутное переохлаждение), 
3-я  – стресс на  фоне налоксона, 4-я  – введе-
ние одного налоксона. Непосредственно после 
стрессорного воздействия мышей выводили 
из эксперимента. Спленоциты культивирова-
ли в иммунологических 96-луночных планше-
тах. Супернатанты через 24 часа (IL-1β, IL-2) 
и  через 48 часов (IL-4, INF-γ) культивирова-
ния собирали в пробирки «Эппендорфф», за-
мораживали и хранили при – 20°С. Определе-
ние концентрации цитокинов в супернатантах 
проводили с  использованием иммунофер-
ментных тест-систем («R&D», США).

Статистический анализ результатов прово-
дили с  использованием факторного анализа 
и  непарного t-критерия Стьюдента для меж-
группового сравнения.

Результаты. Установлено, что 1 часовой 
холодовой стресс приводил к  достоверному 
увеличению продукции IFN-γ в  спонтанных 

культурах спленоцитов, введение налоксона 
не  модифицировало угнетающего действия 
стресса. В  стимулированных Кон А  культу-
рах статистически значимого влияния холо-
дового стресса на продукцию IFN-γ зафикси-
ровано не  было. Холодовой стресс в  течение 
10 минут приводил к  угнетению выработки 
IFN-γ в  культурах спленоцитов без действия 
митогена. Переохлаждение в  течение 10 ми-
нут на  фоне блокады опиатных рецепторов 
налоксоном, а также изолированное введение 
налоксона эффектов не  оказывало. На  про-
дукцию спленоцитами IL-1β, IL-2, IL-4 влия-
ния данного экспериментального воздействия 
зафиксировано не было.

Под действием холодового стресса может 
происходить, как угнетение, так и  стимуля-
ция иммунной системы. Даже непродолжи-
тельное охлаждение приводит к повышению 
уровня норадреналина и  кортизола, лимфо-
цитозу, снижению лимфопролиферативных 
ответов, снижению уровня Th 1 цитокинов 
и IgA в слюне [1]. Группа исследователей под 
руководством Kizkai T. показала, что холо-
довой стресс (5°С) в  течение 24 ч приводит 
к  активации перитонеальных макрофагов 
мышей, но при увеличении экспозиции холо-
да до 72 ч – происходит снижение количества 
активированных клеток, возможно, путем 
апоптоза [2]. По  данным литературы в  раз-
личных моделях холодового стресса встреча-
ется не только угнетающее, но и стимулирую-
щее действие холода на иммунные процессы. 
Например, у  кур в  лейкоцитах перифериче-
ской крови независимо от  продолжитель-
ности холодового воздействия повышалась 
экспрессия мРНК для интерлейкина-1β, ин-
терлейкина-6, интерлейкина-12 и  интерлей-
кина-4 [3]. Повышались уровни экспрессии 
мРНК IgM, IgA, IgG, и  интерлейкина-7 при 
остром и  хроническом холодовом стрессе 
в  кишечнике цыплят [4]. Не  было зафикси-
ровано влияния на уровни интерлейкина-1β 
у человека [5]. Несмотря на общее замедление 
обмена веществ под действием холода имму-
нологические показатели модулируются в со-
ответствии с интересами организма, направ-
ленными на поддержание гомеостаза.

Таким образом, обращает на себя внима-
ние разнонаправленное действие холодового 
фактора на продукцию спленоцитами IFN-γ 
зависимости от  продолжительности экспо-
зиции.
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CYTOKINE PRODUCTION BY MICE SPLENOCYTES UNDER 

COLD STRESS. OPIATE RECEPTORS’ EFFECT

Sharav’eva I.L.1, Tendryakova S. P.1,2
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National Research University, Perm, Russia

It is proved that the production of IFN-γ depends on the acute cold stress durability. When cold stress 
duration is one hour then the IFN-γ production is enhanced, while under 10-min hypothermia this indi-
cator is inhibited. Opiate receptors blockade did not abolish the modulating eff ect of this stress.

Актуальность. Основной методической 
проблемой при исследовании фагоцитарной 
активности лейкоцитов радиоизотопным, 
флюориметрическим и  другими инструмен-
тальными методами являлась сложность от-
деления нефагоцитированных меченых объ-

ектов фагоцитоза от  поглощенных, которая 
усугублялась их агглютинацией при взаимо-
действии с  антителами биологических жид-
костей. Эта проблема частично решилась при 
широком внедрении проточной лазерной 
цитометрии, однако при использовании тра-

ОЦЕНКА ФАГОЦИТАРНОЙ АКТИВНОСТИ 

ПЕРИТОНЕАЛЬНЫХ КЛЕТОК И ЛЕЙКОЦИТОВ 

КРОВИ КРЫС С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МАРКЕРА 

АЦИДИФИКАЦИИ ФАГОСОМ pHrodoTM

 Шилов С. Ю.1,2,  Жукова А. Е.2,  Петухова А. А.3, 

 Барков С. Ю.2,  Шилов Ю. И.1,2,3

1ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 2ГБОУ ВПО 
«Пермский государственный медицинский университет имени академика Е. А. Вагнера» 

Минздрава России; 3ФГБОУ ВПО «Пермский государственный национальный 
исследовательский университет», Пермь, Россия

Исследованы половые различия фагоцитарной активности лейкоцитов крови и пери-
тонеальных клеток у  крыс с  использованием зимозана, меченого отражающим уровень 
ацидификации фагосом флюорохромом  – зеленым pHrodoTM. Установлено, что у  самок 
крыс в сравнении с самцами наблюдается более интенсивная флюоресценция поглощен-
ных объектов. Помимо этого показатели фагоцитоза у самок характеризуются значительно 
большей вариабельностью, чем у самцов.

Ключевые слова: фагоцитоз, фагосомы, лейкоциты крови, перитонеальные фагоциты, 
pHrodo, крысы, половые различия.
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диционных флюорохромов, например флю-
оресцеинизотиоционата (ФИТЦ), в  ходе ци-
тофлюрометрического исследования иногда 
сложно отделить при гейтировании погло-
щенные объекты от  адгезированных [1]. Для 
решения этой задачи предлагалось использо-
вание тушения свечения непоглощенных ча-
стиц трипановым синим, параллельное прове-
дение исследования при низких температурах 
для выключения поглощения с последующим 
сравнением с опытной пробой, использование 
для негативного контроля показателей с оста-
новкой поглощения цитохолазином  D. Одна-
ко эти подходы далеко не  всегда позволяют 
решить проблему и  процедура гейтирования 
становится крайне сложной [1, 2]. Поэтому 
не  случайно с  большим интересом многие 
исследователи встретили появление pH-сен-
ситивных флюорохромов, в  частности крас-
ного и зеленого pHrodoTM (Molecular Probes® / 
Life Technologies), которые не флюоресцируют 
при физиологических значениях pH, но  на-
чинают светиться под действием возбуждаю-
щего света c интенсивностью прямо пропор-
циональной снижению pH до  4,0. Поскольку 
в процессе фагоцитоза происходит закисление 
среды внутри фагосомы, красный и  зеленый 
pHrodoTM стали использоваться для оценки 
фагоцитоза и  процессов ацидификации фа-
госом  [2, 3]. В  связи с  отсутствием флюорес-
ценции при физиологичеcких значениях pH 
вне фагосомы эти флюорохромы перспектив-
ны и  для кинетической оценки фагоцитоза 
с  помощью современных флюориметров [4]. 
Однако рекомендуемые производителями ва-
рианты методов не  всегда удобны для задач 
конкретных исследований и имеющегося обо-
рудования.

Цель работы  – адаптация метода оценки 
фагоцитарной активности перитонеальных 
клеток и лейкоцитов крови крыс с использо-
ванием зимозана, меченого зеленым pHrodoTM, 
для проточного лазерного цитометра Guava 
EasyCyte (Millipore).

Материалы и  методы. Исследования про-
водили на 18 нелинейных белых крысах в воз-
расте 4–7 месяцев.

Лейкоциты крови (50 ЕД гепарина/мл кро-
ви) выделяли методом седиментации с  0,1% 
метилцеллюлозой (Sigma-Aldrich, США). Пе-
ритонеальные лейкоциты выделяли методом 
промывания брюшной полости 10 мл среды 
199 с  добавлением 10 ЕД/мл гепарина. После 

двукратного отмывания центрифугированием 
при 400 g в течение 10 мин клетки ресуспен-
дировали в полной питательной среде (ППС) 
следующего состава: среда RPMI-1640 без 
L-глутамина с добавлением 2 мМ GlutaMAXTM, 
1 мМ пирувата натрия, 1% заменимых амино-
кислот в MEM (все Gibсо®, life technologiesTM), 
10 мМ HEPES (Sigma-Aldrich). Концентрацию 
клеточной суспензии доводили до 25×106 кле-
ток/мл ППС.

Технические отличия проточного лазер-
ного цитометра Guava EasyCyte (Millipore) 
от  традиционных цитометров, заключаю-
щиеся в  отсутствии обтекающей жидкости, 
малом объеме промывающей жидкости (рас-
ход менее 8 мл за 8 часов работы в сравнении 
с 8000 мл в цитометрах с обтекающей жидко-
стью), низких потерях анализируемых клеток 
и расхода реагентов, прямом определении аб-
солютного количества протекающих клеток 
на  мкл раствора и  др., связанных с  иннова-
ционной ассиметричной структурой капил-
ляра проточной ячейки, а также с цифровой, 
а не аналоговой обработкой сигнала  [5], по-
зволили при адаптации метода существенно 
снизить объем реагентов. В пробирках Эппен-
дорф смешивали 88 мкл ППС, 4 мкл суспен-
зии лейкоцитов (25×106 клеток/мл) и  8  мкл 
преинкубированной для опсонизации при 
37°C в течение 30 мин смеси равных объемов 
частиц зимозана, меченого зеленым pHrodoTM 
(100×106 частиц/мл; pHrodoTM Green zymosan 
A BioParticles® conjugate, Molecular probes® by 
life technologiesTM, P35365, Lot 1617699), и ау-
топлазмы. 

После перемешивания смеси на  Votex-
Genie-2 (Scientifi c Industries, США) пробы ин-
кубировали при при 37°C в течение 120 мин. 
Далее в пробирки вносили по 900 мкл лизиру-
ющего раствора (0,15М NH4Cl, 0,01М NaHCO3, 
0,0001М ЭДТА, pH=7,2–7,4), пробы переме-
шивали и инкубировали в течение 5 мин при 
комнатной температуре. После осаждения 
клеток центрифугированием и  снятия су-
пернатанта клетки дважды отмывали стоп-
реагентом (0,1 объёма 0,5 М ЭДТА + 92,95 
объёма забуференного 10 мМ HEPES офи-
цинального 0,9% раствора хлорида натрия 
для инъекций). Смесь доводили до  объёма 
250 мкл стоп-реагентом и после тщательного 
ресуспендирования вносили в  96-луночный 
плоскодонный планшет для ИФА («Медполи-
мер», Санкт-Петербург).
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Для сбора и анализа данных использовали 
программное обеспечение “Millipore CytoSoft  
5.3”, модули “Guava Express Plus/Pro”. Стати-
стический анализ проводили с использовани-
ем методов описательной статистики и непар-
ного t-критерия Стьюдента. Различия считали 
статистически значимыми при p<0,05.

Результаты и  обсуждение. Установлено, 
что фагоцитарная активность лейкоцитов 
самцов и самок крыс существенно отличается 
по интегральным показателям, характеризую-
щим интенсивность свечения всех фагоцити-
рованных объектов (Х–Mean, гейтирование 
по общему количеству флюоресцирующих со-
бытий). Так, средняя интенсивность свечения 
у самцов с лейкоцитами периферической кро-
ви составляет 35,977±1,470 (n=10), а у самок – 
93,363±13,198 (n=8; p=0,00328 по гетероскеда-
стическому варианту t-критерия Стьюдента 
для неравных дисперсий). Этот  же показа-
тель с  перитонеальными клетками у  самцов 
составляет 46,132±3,019 (n=10), а  у  самок  – 
171,812±55,489 (n=8; p=0,04074 по  гетеро-
скедастическому варианту t-критерия Стью-
дента для неравных дисперсий). Анализ 
различий дисперсий между двумя группами 
по F-отношению показал высоко статистиче-
ски значимую неоднородность показателей 
в  группе самок в  сравнении с  самцами, что, 
по-видимому, связано с  физиологическими 
колебаниями уровней гормонов при эстраль-
ном цикле (6 самок из выборки на момент ис-

следования по данным кольпоцитологии были 
в фазе проэструса, а 2 – в фазе диэструса). Бо-
лее детальная взаимосвязь уровня фагоцитоза 
с фазами эстрального цикла нами продолжает 
исследоваться.

Таким образом, при оценке фагоцитарной 
активности перитонеальных клеток и  лейко-
цитов крови крыс с  использованием зимоза-
на, меченого отражающим уровень ациди-
фикации фагосом флюорохромом  – зеленым 
pHrodoTM, установлено, что у  самок крыс 
в сравнении с самцами наблюдается более ин-
тенсивное свечение поглощенных объектов. 
Помимо этого показатели фагоцитоза у самок 
характеризуются значительно большей вариа-
бельностью, чем у самцов.
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Sex diff erences in phagocytic activity of blood leukocytes and peritoneal cells in rats with the pHrodoTM 
green zymosan A BioParticles® conjugate which refl ects the level of phagosome acidifi cation were investigat-
ed. It was found that in female rats compared to male observed a more intensive fl uorescence of the ingested 
objects. Besides phagocytosis parameters females have signifi cantly more variable than in males.
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Актуальность и цель работы. Толл-подоб-
ный рецептор 9 (Toll-like receptor 9, ТLR-9) яв-
ляется одним из  важнейших компонентов 
системы врожденного иммунитета. ТLR-9 рас-
познает бактериальную и  вирусную ДНК, со-
держащую неметилированные цитозин-фос-
фат-гуанин (сy tosine-phosphate-guanine, CpG) 
мотивы. TLR-9 экспрессируются в  эндосо-
мальных компартментах антигенпрезенти-
рующих клеток и при взаимодействии с CpG 
ДНК индуцируют выработку интерферона-α 
(interferon-α, IFN-α) [1].

Существуют данные об  экспрессии TLR-9 
в Т-лимфоцитах человека в норме [2, 3] и пато-
логии [4]. В то же время прямые эффекты ли-
гандов TLR-9 на  функциональную активность 
Т-клеток человека остаются малоизученными.

Целью настоящей работы было оценить экс-
прессию TLR-9 в субпопуляциях Т-лимфоци-
тов человека и охарактеризовать прямое вли-
яния его лиганда ODN 2395 на  Т-клеточную 
продукцию IFN-α, IFN-γ, IL-2, IL-4.

Материалы и методы исследования. Моно-
нуклеарные клетки (МНК) выделяли из пери-
ферической крови 5 условно здоровых доноров 
(средний возраст 35,6±5,4 лет) посредством 

градиентного центрифугирования. Позитив-
ную селекцию CD3+ клеток проводили мето-
дом бесколоночной магнитной сепарации (BD™ 
IMagnet, BD Biosciences) с  использованием 
биотинилированных анти-CD3 моноклональ-
ных антител (Anti-Human CD3 Biotin, eBiosci-
ence) и  магнитных частиц, конъюгированных 
со стрептавидином (BD IMag™ Streptavidin Par-
ticles Plus-DM, BD Biosciences). Чистоту выде-
ленной CD3+ клеточной популяции оценивали 
на проточном цитофлюориметре (BD Accuri®C6 
Flow Cytometer, BD Biosciences), применяя 
PerCP-Cy5.5-конъ югированные анти-CD3 
МКАТ (BD Pharmingen™ PerCP-Cy5.5™ mouse 
An ti-Human CD3, BD Biosciences)

Выделенные СD3 клетки культивировали 
в  концентрации 1*106 клеток/мл в  бессыворо-
точной среде (TexMACS, Miltenyi Biotech) с части-
цами, коньюгированными с МКАТ к CD2, CD3 
и  СD28 (T  Cell Activation/Expansion Kit human, 
MACS Miltenyi Biotech) или без них в контроле 
в течение 48 ч. В часть проб в начале культиви-
рования добавляли ODN 2395 (Hycult Biotech).

Для выявления экспрессии TLR-9 к  Т-клет-
кам добавляли ODN 2395 FITC (InvivoGen) 
в концентрации 1 μМ. Далее клетки культиви-

РОЛЬ TОЛЛ-ПОДОБНОГО РЕЦЕПТОРА 9 

В РЕГУЛЯЦИИ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 

Т-ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА
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 Газатова Н. Д.,  Малащенко В. В.,  Меняйло М. Е.,  Тодосенко Н. М.,

 Мельников А. Е.,  Исмаилова А. З.,  Найдунова В. Г.
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Представлены данные проточной цитометрии по  экспрессии Толл-подобного рецеп-
тора 9 (Toll-like receptor 9, ТLR-9) основными субпопуляциями Т-лимфоцитов человека. 
Полученные данные предполагают наиболее значимую роль лигандов TLR-9 в  прямой 
регуляции функциональной активности хелперных и  цитотоксических эффекторных 
Т-лимфоцитов памяти и  «терминально-дифференцированных CD45RA-позитивных» 
эффекторных Т-лимфоцитов (Th   ЕМ, Th  ТЕМRA, CTL ЕМ, CTL ТЕМRA), имеющих от-
носительно низкий пролиферативный потенциал. Показано, что лиганд TLR-9, олиго-
дезоксирибонуклеотид 2395 (ODN-2395), способен усиливать T-клеточную продукцию 
интерферона-α (interferon-α, IFN-α), IFN-γ, интерлейкина-4 (IL-4) и снижать при этом вы-
работку IL-2. Таким образом, TLR-9 может играть значимую роль в модуляции функцио-
нальной активности Т-лимфоцитов.

Ключевые слова: Толл-подобный рецептор-9, Т-лимфоциты человека, олигодезоксири-
бонуклеотиды, интерфероны, интерлейкин-2, интерлейкин-4.
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ровали в течение 6 часов согласно инструкции 
производителя ODN 2395 FITC. После куль-
тивирования клетки окрашивали меченными 
флюорохромами МКАТ к  CD4, CD8a, CD197 
(eBioscience) и  CD45RA (BD  Biosciences). Экс-
прессию TLR-9 Т-клеточными субпопуляциями 
оценивали по связыванию ODN 2395 FITC.

Уровни IFN-α, IFN-γ, IL-2, IL-4 в культураль-
ных супернатантах определяли методом имму-
ноферментного анализа с использованием ком-
мерческих тест-систем (ЗАО «ВЕКТОР-БЕСТ»).

Результаты и обсуждение. Согласно имею-
щимся данным, синтетический CpG олигоде-
зоксирибонуклеотид 2395 (ODN 2395) являет-
ся лигандом TLR-9 и  индуктором продукции 
IFN-α в плазмоцитоидных дендритных клетках 
и В-лим фоцитах. 

Представляло интерес исследовать экс-
прессию TLR-9 в Т-клетках по их связыванию 
с  ODN 2395-FITC. Мы нашли, что TLR-9 экс-
прессировался в 0,8±0,2% наивных Т-хелперов 
(Th  Naïve, CD3+CD4+CD45RA+CD197+), 0,6±0,3% 
центральных Т-хелперов памяти (Th  СМ, CD3+ 

CD4+CD45RA-CD197+), 5,1±0,4% эффекторных 
Т-хел перов памяти (Th  ЕМ, CD3+CD4+CD45RA-

CD197-), 6,4±0,4% «терминально-дифференци-
рован ных CD45RA-позитивных» эффектор-
ных Т-хелперов (Th  ТЕМRA, CD3+CD4+ 

CD45RA+CD197-), 0,8±0,3% цитотоксических 
Т-лим фоцитов наивных (CTL Naïve, CD3+CD8+ 

CD45RA+CD197+), 11,8±1,1% эффекторных ци-
тотоксических Т-лимфоцитов памяти (CTL ЕМ, 
CD3+CD8+CD45RA-CD197-), 12,9±0,1% «тер-
ми нально-дифференцированных CD45RA-
по зи тивных» эффекторных цитотоксиче-
ских Т-лим  фоцитов (CTL ТЕМRA, CD3+CD8+ 

CD45RA+CD197-) и не экспрессировался в цен-
тральных цитотоксических Т-лимфоцитах па-

мяти (CTL СМ, CD3+CD8+CD45RA-CD197+). 
Полученные данные предполагают наиболее 
значимую роль лигандов TLR-9 в прямой регу-
ляции функциональной активности хэлперных 
и цитотоксических EM и TEMRA клеток, име-
ющих относительно низкий пролиферативный 
потенциал.

Добавление ODN-2395 в  культуру Т-лим-
фо цитов индуцировало продукцию IFN-α 
(164,3±12,1 пг/мл при концентрации ODN-
2395 0,3 μМ и 71,0±9,3 пг/мл при 3,0 μМ, p<0,05). 
В отсутствие ODN 2395 продукция IFN-α не вы-
являлась. С другой стороны, ODN-2395 в кон-
центрации 1,0 μМ снижал продукцию IL-2 акти-
вированными Т-клетками (с 7440,0± 410,2 пг/ мл 
до  6804,0±319,5 пг/мл), оказывая при этом 
стимулирующие эффекты на  выработку IL-4 
(с 46,5±12,2 до 184,5±21,4 пг/мл, p<0,05) и IFN-γ 
(с  1383,0±115,2 до  4567,5±216,2  пг/мл, p<0,05). 
Таким образом, активация TLR-9 может сни-
жать пролиферацию Т-лимфоцитов и одновре-
менно усиливать их иммуностимулирующую 
активность. Дальнейшие исследования будут 
направлены на то, чтобы детально охарактери-
зовать эффекты лигандов TLR-9 на Т-хелперную 
направленность иммунных реакций.
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THE ROLE OF TOLL-LIKE RECEPTOR 9 IN HUMAN 

T-LYMPHOCYTE FUNCTIONAL ACTIVITY

Shmarov V. A., Seledtsov V. I., Goncharov A. G., Melashchenko O. B., 
Gazatova N. D., Malashchenko V. V., Meniailo M. E., Todosenko N. M., 

Melnikov A. E., Ismailova A. Z., Naydunova V. G.

Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia

We have presented the fl ow cytometry data on expressing TLR9 (Toll-like receptor 9, TLR-9) by major 
human T-subsets. Th e results suggest the most signifi cant role of ligands TLR-9 in the direct regulation of 
the functional activity of helper and cytotoxic eff ector memory T-lymphocytes and «terminally-diff eren-
tiated CD45RA-positive» eff ector T lymphocytes (Th  ЕМ, Th  ТЕМRA, CTL ЕМ, CTL ТЕМRA) having a 
relatively low proliferative potential. Th e TLR-9 ligand oligodeoxyribonucleotide 2395 (ODN-2395) was 
found to amplify T-cell production of interferon-α (interferon-α, IFN-α), IFN-γ, interleukin-4 (IL-4) and 
to reduce the IL-2 production by T cells. Th us, TLR-9 may play a signifi cant role in modulating the func-
tional activity of T-lymphocytes.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 357

Актуальность и цель работы. Процессы ак-
тивации, созревания и дифференцировки наи-
вных Т-клеток в Т-клетки памяти или эффек-
торы, сопровождаются появлением коротких 
изоформ рецептора CD45  – CD45RO вместо 
высокомолекулярных CD45RA [1], а  также 
потерей поверхностных молекул, в частности 
CD28 [2]. Предполагают, что экспрессия мо-
лекулы позитивной костимуляции – CD28 на-
прямую связана с транскрипцией мРНК гена 
hnRNPLL (Heterogeneous nuclear ribonucleo-
protein, hnRNP LL-типа) [3], продукты кото-
рого являются ключевыми звеньями в  регу-
ляции процесса альтернативного сплайсинга 
гена Ptprc, кодирующего общелейкоцитарный 
рецептор CD45. Повышенная транскрипция 
мРНК гена hnRNPLL приводит к  экспрессии 
коротких изоформ молекулы CD45 – СD45RO, 
что связано с активацией молекулярных меха-
низмов, приводящих к пропуску 4 экзона [4]. 
Мы предполагаем, что цитокины – IL-7 и IL-15 
могут принимать непосредственное участие 
в  процессах созревания и  дифференцировки 
Т-клеток за  счет регуляции альтернативного 
сплайсинга гена Ptprc. В представленной рабо-
те оценено влияние цитокинов – IL-7 и IL-15 
на  взаимосвязь между изменением уровней 
мРНК гена hnRNPLL и  мембранной экспрес-
сией костимуляторной молекулы – CD28 в ме-
ханизмах дифференцировки наивных (CD3+ 

CD45RA+CD62L+) Т-клеток здоровых доноров 
в условиях TCR-активации in vitro.

Материалы и  методы. Материалом ис-
следования служила венозная кровь 58  здо-
ровых доноров. Популяцию наивных (CD3+ 

CD45RA+CD62L+) Т-лимфоцитов получали 
из  взвеси мононуклеарных клеток методом 
им муномагнитной сепарации (MidiMACS Sep-
arator, LS Columns, Miltenyi Biotec, Германия) 
и инкубировали 48 часов при 37˚С и 5% СО2 
с использованием бессывороточной среды Ис-
кова в присутствии рекомбинантных форм ци-
токинов IL-7 и IL-15 и клеточного активатора. 
В качестве активатора Т-лимфоцитов исполь-
зовали реагент T-Cell Activation/Expansion Kit 
human (Ac/Exp) («Miltenyi Biotec», Германия). 
Соотношение клеток и активирующих частиц 
составляло 1:2.

В эксперименте были использованы сле-
дующие варианты культивирования: 1) ин-
тактная проба; 2) проба с добавлением Ac/Exp; 
3) пробы с  добавлением Ac/Exp и  rIL-7/rIL-15 
(0,1х10–9 г/мл; 0,5х10–9 г/мл; 1,0х10–9 г/мл). Со-
держание CD45RA+/CD45RO+ и CD28+ Т-клеток 
в CD45RA+-культурах, определяли методом про-
точной цитофлуориметрии с помощью МКАТ, 
конъюгированных с FITC, PE и APC («Abcam», 
Великобритания, «e-Bioscience», США). Анализ 
поверхностных маркеров проводили на проточ-
ном цитофлуориметре «MACS Quant» («Miltenyi 

ВЛИЯНИЕ ИНТЕРЛЕКИНОВ-7 И -15 

НА ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ TCR-АКТИВИРОВАННЫХ 

НАИВНЫХ Т-ЛИМФОЦИТОВ IN VITROIN VITRO

 Юрова К. А.,  Сохоневич Н. А.,  Хазиахматова О. Г., 

 Литвинова Л. С.

ФГАОУ ВПО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», 
Калининград, Россия

Выявлено разнонаправленное, дозозависимое действие цитокинов  – IL-7 и  IL-15 
на процессы созревания и дифференцировки наивных Т-лимфоцитов, ассоциированные 
с  изменением транскрипции мРНК гена hnRNPL и  мембранной экспрессии молекулы  – 
CD28. Установлено, что созревание и дифференцировку наивных (CD3+CD45RA+CD62L+) 
Т-лимфоцитов in vitro потенцируют IL-7 в  концентрации 0,1х10–9 г/мл и  IL-15 в  дозе  – 
1,0х10–9 г/мл.

Ключевые слова: наивные Т-лимфоциты, IL-7, IL-15, дифференцировка лимфоцитов, 
TCR-активация.
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Biotec», Германия) согласно протоколу фирмы-
производителя. Результаты цитометрического 
анализа были проанализированы с  помощью 
программы «KALUZA Analysis Soft ware» (Beck-
man Coulter, США). Тотальная РНК из клеточ-
ных культур была выделена с использованием 
реагентов ExtractRNA Kit («Евроген», Россия); 
степень очистки РНК определяли по соотноше-
нию А260/280; качество полученных образцов 
оценивали с  использованием электрофореза 
в 1,5%-агарозном геле с применением бромисто-
го этидия. Выделенная РНК была использована 
в реакции обратной транскрипции с примене-
нием реагентов MMLV Kit («Евроген», Россия). 
Для затравки использовали oligo (dT) 23-primer 
в концентрации 20 мкМ. Для определения уров-
ня относительной экспрессии гена hnRNPLL 
была проведена мультиплексная RT-PCR с при-
менением реагентов qPCRmixHS («Евроген», 
Россия), специфических зондов TaqMan и прай-
меров в  концентрации 10 пМ. В  качестве ма-
трицы использовались 5 мкл кДНК, в качестве 
референсного гена  – ген GAPDH. Последова-
тельности праймеров были подобраны и пред-
варительно проверены с помощью он-лайн про-
граммы BLAST. Олигонуклеотидные праймеры 
были синтезированы фирмой Beagle (Россия). 
Для проведения RT-PCR использовали следую-
щие праймеры: hnRNPLL_for 5’-CTCTCAATTC
AGAATCCGCTTTATC-3’; hnRNPLL_rev 5’-CC 
ATTGCTTGTATCCCATTTCTC-3’; GAPDH_for 
5’-GAAGGTGAAGGTCGGA GTC-3’; GAPDH_rev 
5’-GAAGATGGTGATGGGAT TTC-3’; зонды: 
hnRNPLL_probe FAM-5’-TATGCAACCCTGTT 
GGCAAAGTGC-3’~BHQ-1 и  GAPDH_probe 
HEX-5’-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-3’-
BHQ-1.

RT-PCR проводилась в трех повторах с приме-
нением LightCycler 480 Real-Time PCR («Roche», 
Швейцария) в температурном режиме: 95˚С – 5 
мин; 95˚С – 20 с, 60˚С – 30 с, 72˚С – 1 мин – 45 
циклов; 72˚С – 5 минут. Расчеты уровней отно-
сительной экспрессии исследуемых генов про-
изводили с помощью модифицированной фор-
мулы Пфаффла. Полученные результаты были 
проанализированы с  использованием пакета 
статистических программ SPSS_20.

Результаты. Культивирование TCR-активи-
ро ванных CD3+CD45RA+CD62L+ Т-лим фоци-
тов с rIL-7 и rIL-15, в целом, повышало уровень 
транскрипции мРНК гена hnRNPLL. Сочетан-
ное использование CD2/CD3/CD28-комплек-
са и  rIL-15 в  максимальной концентрации 

(1,0х10–9 г/мл) приводило к достоверному сниже-
нию числа CD3+CD45RA+CD62L+CD28+ Т-кле ток. 
Более чувствительной к эффектам rIL-15 оказа-
лась популяция цитотоксических (CD3+CD8+) 
лимфоцитов. Инкубация CD3+CD45RA+CD62L+ 
Т-клеток с  rIL-7 (0,1х10–9 г/мл), напротив, за-
трагивала хелперную субпопуляцию наивных 
Т-лимфоцитов, достоверно снижая число CD3+ 

CD4+CD28+ Т-клеток по  сравнению с  пробой 
только с  добавлением активатора. Добавление 
в  среду культивирования TCR-активирован-
ных CD3+CD45RA+CD62L+ Т-лимфоцитов rIL-7 
(1,0х10–9 г/мл) и rIL-15 (0,1х10–9 г/мл), приводило 
к снижению числа Т-клеток, несущих короткий 
вариант рецептора CD45  – CD45RO+ и  дубль-
позитивных CD45RA+CD45RО+ Т-клеток. На-
против, инкубация наивных Т-клеток с мини-
мальной концентрацией rIL-7 (0,1х10–9 г/мл) 
и максимальной rIL-15 (1,0х10–9 г/мл), сопрово-
ждалась увеличением числа дубль-позитивных 
CD45RA+CD45RО+ лимфоцитов.

Проведенное исследование позволило 
выявить разнонаправленное действие цито-
кинов IL-7 и  IL-15 на  созревание и  диффе-
ренцировку наивных Т-лимфоцитов, ассо-
циированные с  изменением транскрипции 
мРНК гена hnRNPL и  мембранной экспрес-
сией молекулы  – CD28. Цитокины  – IL-7 
(0,1х10–9 г/мл) и IL-15 (1,0х10–9 г/мл) при дей-
ствии in vitro потенцируют созревание и диф-
ференцировку TCR-активированных наи-
вных (CD3+CD45RA+CD62L+) Т-лимфоцитов 
в Т-клет ки памяти и эффекторы. Максималь-
ные концентрации IL-7 (1,0х10–9 г/мл) и  низ-
кие  – IL-15 (0,1 и  0,5*10–9 г/мл), напротив, 
ограничивают дифференцировку наивных 
Т-клеток, индуцированную активацией.

Работа выполнена в рамках стипендии Пре-
зидента РФ (СП-454.2013.4) и субсидии на вы-
полнение государственной работы «Органи-
зация проведения научных исследований» 
(№ 603).
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INFLUENCE OF IL-7, IL-15 ON TCR-ACTIVATED 

NAÏVE T-CELL DIFFERENTIATION IN VITRO

Khaziakhmatova O. G., Sokhonevich N. A., Yurova K. A., Litvinova L. S.

Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia

Multidirectional, dose-dependent eff ect of cytokines  – IL-7 and IL-15 on the diff erentiation and 
maturation of naive T-cells associated with a change in mRNA transcription and membrane expres-
sion hnRNPL molecule – CD28 was detected. It was established that in vitro IL-7 in a concentration of 
0,1х10– 9 g / ml, and IL-15 in a dose – 1,0 х10–9 g/ml potentiated the maturation and diff erentiation of naive 
(CD3+ CD45RA+ CD62L+) T lymphocytes.

Антимикробные пептиды из  семейства ка-
телицидинов являются одними из  важных за-
щитных факторов врожденного иммунитета 
и представляют мажорную фракцию белковых 
компонентов специфических гранул нейтро-
филов. Кателицидины содержатся в  гранулах 
в виде проформ, состоящих из N-конце во го кон-
сервативного домена – кателино-подоб ного до-
мена и С-концевого вариабельного участка [1]. 
При развитии инфекционного процесса в ходе 
активации нейтрофилов и выброса во внекле-
точное пространство содержимого гранул раз-
ного типа происходит расщепление мо лекулы-
предшественника кателицидина (у  человека 
hCAP18), в результате чего высвобождается ак-
тивный антимикробный пептид – катели цидин 

человека LL-37, входящий в состав С-кон цевого 
участка, и  кателино-подобный белок (КПБ). 
Биологическая активность антимикробных 
пептидов-кателицидинов интенсивно изуча-
лась, однако функции кателино-подобного 
белка до  сих пор остаются малоизученными. 
Выяснение роли КПБ в реализации различных 
защитных реакций является актуальной за-
дачей иммунологии и  биомедицины, так как 
внесет вклад в  решение фундаментальной за-
дачи расшифровки молекулярных механизмов 
функционирования системы врожденного 
иммунитета.

Целью данной работы явилось исследо-
вание биологической активности кателино-
подобного белка (КПБ), его влияния на функ-

ИЗУЧЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКОЙ РОЛИ 

КАТЕЛИНОПОДОБНОГО БЕЛКА ЧЕЛОВЕКА 

В РЕАЛИЗАЦИИ ЗАЩИТНЫХ РЕАКЦИЙ ОРГАНИЗМА

 Юхнев В. А.1,  Юхнева М. А.2

1ФГБНУ «Институт Экспериментальной медицины»; 2ФГБУ НИИ Гриппа, 
Санкт-Петербург, Россия

Исследована биологическая активность компонента гранулярного аппарата нейтрофи-
лов – кателино-подобного белка (КПБ), роль которого в реализации механизмов врожден-
ного иммунитета до настоящего времени остается не выясненной. Установлено, что в при-
сутствии КПБ человека снижается цитотоксическое действие антимикробных пептидов 
нейтрофилов (альфа-дефенсинов и кателицидина человека) в отношении эукариотических 
клеток, но сохраняется их антимикробная активность; показано модулирующее действие 
КПБ на секрецию цитокинов мононуклеарами периферической крови человека, стимули-
рованными введением липополисахарида, in vitro.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, антимикробные пептиды нейтрофилов, 
кателино-подобный белок.
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циональную активность антимикробных 
пеп тидов человека.

Методы. Для оценки антимикробной ак-
тивности белков применяли метод радиаль-
ной диффузии в  агарозном геле [2]. Оценку 
цитотоксического действия образцов в  от-
ношении культивируемых клеток человека 
проводили с  использованием стандартно-
го МТТ-теста или путем оценки включения 
в  клетки красителя трипанового синего, как 
описано [3, 4]. Мононуклеарные клетки и ней-
трофилы человека получали из  крови здоро-
вых доноров по  общепринятым методикам. 
Для оценки влияния полипептидов на  функ-
циональную активность мононуклеарных 
клеток периферической крови и  нейтрофи-
лов человека исследуемые препараты вносили 
в суспензии клеток, стимулированных введе-
нием липополисахарида (ЛПС) в  концентра-
ции 20 нг/мл, и инкубировали в течение 20 ч 
в СО2 инкубаторе. Концентрацию цитокинов 
в  среде определяли с  использованием имму-
ноферментного анализа, выполненного с при-
менением наборов фирмы «ООО Цитокин», 
Россия. В  работе использованы химически 
синтезированные пептиды LL-37 и  rCRAMP, 
и рекомбинантные белки hCAP18 (полнораз-
мерный кателициин человека) и КПБ, произ-
веденные фирмой BiologicsCorp (США). Что-
бы убедиться в отсутствии в пробах примеси 
бактериального липополисахарида применя-
ли хромогенный Лимулюс тест (Pierce, США). 
Для дополнительной очистки рекомбинантно-
го белка от ЛПС использовали полимиксин В 
агарозу. Статистическую обработку данных 
проводили в программе Prism5. Достоверность 
различий между группами оценивали с  при-
менением U-критерия Вилкоксона-Манна-
Уитни. Во всех расчетах за достоверный при-
нимали 95% уровень значимости (Р<0,05).

Результаты исследований. Исследовано 
влияние hCAP18 и  КПБ на  антимикробную 
активность LL-37 и  дефенсина HNP-1 (АМП 
нейтрофилов человека), показано, что анти-
миробная активность как LL-37, так и HNP-1 
в  отношении грамотрицательной бактерии 
Escherichia coli ML35p и  грамположительной 
бактерии Listeria monocytogenes EGD не изме-
няется в  присутствии эквимолярных концен-
траций hCAP18 или КПБ, что свидетельствует 
о том, что данные белки не влияют на антими-
кробное действие АМП. Однако, при исследо-
вании эффектов hCAP18 и КПБ на цитотокси-

ческую активность LL-37 в отношении клеток 
К-562 и мононуклеаров периферической крови 
человека (МТТ-тест), показано, что цитоток-
сическое действие LL-37 (20  мкМ) в отноше-
нии культивируемых клеток К-562 и монону-
клеарных клеток не изменяется в присутствии 
hCAP18, однако снижается на 43% в отноше-
нии К-562 и на 31% в отношении мононуклеа-
ров в присутствии КПБ (20 мкМ). На цитоток-
сическое действие дефенсина оба исследуемых 
белка не  влияли. Можно предположить, что 
снижение цитотоксического действия LL-37 
в  присутствии КПБ объясняется снижением 
общего положительного заряда пептида при 
взаимодействии с анионными группами в мо-
лекуле КПБ. Аналогичные данные получены 
и  при изучении влияния КПБ, выделенного 
нами из  нейтрофилов крысы, на  цитоток-
сическую активность кателицидина крысы 
rCRAMP: количество жизнеспособных клеток 
в  культуре К-562, определяемое с  помощью 
подсчета клеток, включивших витальный 
краситель трипановый синий, повышалось 
на 45% при добавлении в инкубационную сре-
ду. Изучено влияние КПБ и hCAP18 на функ-
циональную активность мононуклеаров пе-
риферической крови человека in vitro, а также 
на  эффекты пептида LL-37 на  эти клетки, 
а именно, на выделение цитокинов мононукле-
арами, стимулированными введением ЛПС. 
Из  литературы известно, что LL-37 снижает 
выброс цитокинов мононуклеарными клет-
ками в ответ на введение ЛПС. Нами показа-
но, что при инкубации клеток, обработанных 
ЛПС (20 нг/мл), с hCAP18 (0.2 мкМ) или КПБ 
(0.2 мкМ) выделение провоспалительного ци-
токина ИЛ-1β не  изменяется по  сравнению 
с  контрольными пробами, где клетки инку-
бировали в присутствии ЛПС без полипепти-
дов. При внесении в  суспензии клеток LL-37 
(0.2 мкМ) уровень цитокина в среде после ин-
кубации клеток снижался на 53±8%. При до-
бавлении к  ЛПС-стимулированным клеткам 
пептида в комбинации с hCAP18 эффект LL-37 
не изменялся, а в комбинации с КПБ несколь-
ко угнетался (уровень цитокина уменьшался 
лишь на 16±3%). Выброс из стимулированных 
мононуклеаров другого прововоспалительно-
го цитокина  – ФНОα  – снижался по  сравне-
нию с контрольными пробами (клетки с ЛПС) 
на  61±9% в  присутствии LL-37, на  28±3% 
в присутствии hCAP18 и на 18±7% в присут-
ствии КПБ. Эффект LL-37 сохранялся при его 
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совместном применении с hCAP18 (снижение 
уровня цитокина в среде на 67±8%) и несколь-
ко угнетался при добавлении КПБ (снижение 
уровня ФНОα на  26±4%). Иная картина на-
блюдалась при оценке уровня противовос-
палительного цитокина ИЛ-10: его уровень 
снижался в  присутствии LL-37 и  не  менялся 
в присутствии hCAP18, но значительно повы-
шался в  присутствии КПБ (на  53±14%). Эф-
фект LL-37 сохранялся при его совместном 
применении с hCAP18, но не с КПБ – в этом 
случае происходило повышение уровня цито-
кина на  18±5%. Таким образом, установлено, 
что в присутствии КПБ снижается цитотокси-
ческое действие АМП в отношении эукариоти-
ческих клеток, но сохраняется их антимикроб-

ная активность; показаны разнонаправленное 
модулирующее действие КПБ на мононуклеа-
ры периферической крови человека.

Поддержано грантом РФФИ № 13–04–
02102а..
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STUDY OF A BIOLOGICAL ROLE OF HUMAN 

CATELIN-LIKE PROTEIN IN THE REALIZATION 

OF HOST DEFENSE REACTIONS

Yukhnev V. A.1, Yukhneva M. A.2

1Institute for experimental medicine; 2Research Institute of infl uenza, St-Petersburg, Russia

Th e biological activity of human cathelin-like protein (CLP) has been studied. Th is protein is a com-
ponent of neutrophil granules, and its role in realization of innate immunity mechanisms remains un-
clear by now. We have shown that in the presence of CLP a cytotoxic action of antimicrobial peptides of 
neutrophils (human alpha-defensins and cathelicidin) towards eukaryotic cells was decreased while their 
antimicrobial activity was not altered. Th e modulatory eff ects of CLP on the cytokins release by human 
peripheral monocytic cells stimulated by lipopolysaccharide addition has been explored in vitro.

Key words: innate immunity, antimicrobial peptides of neutrophils, cathelin-like protein.
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На данный момент большой интерес у ис-
следователей вызывают вещества способные 
влиять на  внутриклеточные сигнальные мо-
лекулы, в  частности на  белковые молекулы 
семейств JAK, TYK и STAT [1, 2, 3, 4]. При ин-
гибировании выработки некоторых белковых 
молекул этих семейств изменяется секретор-
ная функция МНК, периводящая к «переклю-
чению» иммунного ответа. По  результатам 
исследований, проведенных в последние деся-
тилетия, соединения класса флавоноидов по-
казали достоверную активность в отношении 
вышеуказанных сигнальных трансмиттеров. 
Также были показаны противоопухолевые, 
цитотоксические, пртивовоспалительные, геп-
топротекторные, ангиопротекторные и другие 
положительные эффекты данного класса ве-
ществ. Основываясь на  данных фактах было 
решено исследовать влияние химически мо-

дифицированного флавоноида (ХМФ) на  из-
менене секреции цитокинового профиля мо-
нонуклеарными клетками (МНК) [5].

Целью исследования было изучение влия-
ния химически модифицированного флавоно-
ида (ХМФ) и препарата сравнения кверцетина 
дигидрата (КД) на цитокиновый профиль ак-
тивированных мышиных МНК in vitro в каче-
стве показателя функциональной активности 
и путей дифференцировки T-хелперов.

Основываясь на  результатах, полученных 
в  предыдущих исследованиях, в  качестве ис-
точника Т-лимфоцитов использовали суспен-
зию клеток паховых лимфатических узлов 
интактных мышей. Выделенные клетки, куль-
тивировали в присутствии митогена конкана-
валина А (КонА) и ХМФ в концентрациях 10–8 
и  5×10–8 моль/мл. КД использовали в  тех  же 
концентрациях – 10–8 и 5*10–8 моль/мл. Через 

ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ ХИМИЧЕСКИ 

МОДИФИЦИРОВАННОГО ФЛАВОНОИДА 

НА СЕКРЕТОРНУЮ АКТИВНОСТЬ 

МИТОГЕН-АКТИВИРОВАННЫХ 

МОНОНУКЛЕАРНЫХ КЛЕТОК

 Лаптев О. С.1,3,  Албегова Д. З.1,  Павлова С. И.2,

  Кенкишвили А. О.1,  Кягова А. А.1,  Козлов И. Г.1,3

1ГБОУ ВПО Российский национальный исследовательский медицинский университет 
им. Н. И. Пирогова Минздрава России, Москва; 2ФГБОУ ВПО Чувашский государственный 

университет им. И. Н. Ульянова, Чебоксары; 3ФГБУ ФНКЦ Детской гематологии, 
онкологии и иммунологии им. Д. Рогачева, Москва, Россия 

В настоящее время при лечении аутоиммунных заболеваний используются несколько 
классов лекарственных препаратов, в  основном  – глюкокортикостероиды, цитостатики, 
ингибиторы кальциневрина и специфические моноклональные антитела. При назначении 
терапии группами кортикостероидов и  цитостатиков наблюдается значительное число 
выраженных побочных эффектов, связанных с механизмом действия данных групп пре-
паратов. В  группах препаратов ингибиторов кальциневрина и  моноклональных антител 
отмечается значительное уменьшение количества серьезных побочных эффектов, однако 
к препаратам данных групп достаточно быстро развивается резистентность, а также стои-
мость производства как субстанции данных веществ (белков), так и самих препаратов до-
статочно высока. В связи с этим интересным для изучения представляется класс флавоно-
идов и их химических модификаций, за счет механизма ингибирования внутриклеточных 
сигнальных молекул, таких семейств как JAK, TYK и STAT приводящего к «переключению» 
иммунного ответа. В настоящем исследовании было показано вероятное влияние иссле-
дуемого агента на «переключение» иммунного ответа.

Ключевые слова: флавоноиды, цитокины, мононуклеары.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 363

24 и 48 ч культивирования выделяли суперна-
танты и определяли концентрации цитокинов 
(ИЛ-1, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-10, ИЛ-17, 
ИФНγ, ФНОα, ГМ-КСФ) цитофлуориметри-
ческим методом, используя набор реактивов 
Mouse Th 1/Th 2 FlowCytomix Multiplex.

За числовые результаты были приняты пи-
ковые концентрации для каждого определяе-
мого типа цитокинов в супернатанте прекуль-
тивируемых МНК, активированных Кон-А 
на  сроках 24-48 ч.  В  условиях проводимого 
эксперимента в  супернатантах определялись: 
ИЛ-2, ИФНγ, ИЛ-6 и ИЛ-17. Исходя из изме-
нения цитокинового профиля, можно пред-
положить, что активация МНК лимфоузлов 
КонА вызывает провоспалительный цитоки-
новый ответ.

В контрольных пробах уровень цитоки-
нов составил для ИЛ-2, ИФНγ, ИЛ-17 и ИЛ-6 
соответственно: 475,3±44,8; 7265,4±321,3; 
5236,2±362,3 и  280,4±20,3. После преинкуба-
ции МНК с ХМФ уровень цитокинов изменял-
ся в зависимости от концентрации препарата, 
внесенного в суспензию клеток. При добавле-
нии ХМФ в концентрации 10–8 моль/мл уровень 
ИЛ-2 составил – 265,4±24,8 пг/мл. В концентра-
ции 5×10–8 моль/мл ХМФ приводил к резкому 
угнетению секреции ИЛ-2 так, что значения 
последнего находились на  пороговом уровне 
определения и составил 37,5±3,9 пг/мл.

При рассмотрении полученных результатов 
можно предположить, что значительное увели-
чение продукции цитокинов ИФНγ и  ИЛ-17, 
в условиях поставленного эксперимента в мо-
мент активации CD4+ T-хелперов запускалась 
их дифференцировка по  путям образования 
Th 1 и  Th 17 субпопуляций. Главным секре-
торным агентом Th 17-лимфоци тов является 
ИЛ-17, а ИФНγ, в свою очередь, является клю-
чевым цитокином Th 1-кле ток. Следует отме-
тить, что во  всех изучаемых концентрациях 
ХМФ выражено и достоверно (p<0,05) увели-
чивал уровень секреции ИЛ-17, одновременно 
с этим снижая концентрацию секретируемого 
ИФНγ. При внесении ХМФ в  концентрации 
10–8 моль/ мл было отмечено значительное сни-
жение секреции ИФНγ 4428,3±212,4 пг/ мл, 
и  увеличение ИЛ-17-7769,9±331,7  пг/мл. При 
внесении ХМФ в концентрации 5×10– 8 моль/ мл 
наблюдалось прогрессия наблюдаемых выше 
эффектов: уровень ИФНγ продолжал сни-
жаться до  значений  – 2956,4±133,2  пг/мл, 
а  уровень ИЛ-17 повышался до  значений  – 

8645,3±198,3 пг/мл. Такие изменения цитоки-
нового профиля, скорее всего, свидетельству-
ют о  способности ХМФ «переключать» Th 1 
иммунный ответ на формирование Th 17 суб-
популяции хелперных лимфоцитов.

При внесении ХМФ в  концентрациях 10–8 

и 5×10–8 моль/мл значения секреции ИЛ-6 не-
достоверно (p>0,05) и  незначительно возрас-
тали до  значений 337,8±20,9 пг/мл и  559,6± 
16,2 пг/мл соответственно. Данный факт ука-
зывает на частичное влияние ХМФ на секре-
цию мононуклеарами цитокина ИЛ-6.

Для препарата сравнения КД значения уров-
ня цитокинов отличались от  значений, по-
лученных в группе ХМФ. В концентрации КД 
10–8 моль/мл было отмечено повышение ИФНγ – 
8568,3±324,5 пг/мл, уровень ИЛ-17 находился 
ниже порога чувствительности прибора. При 
внесении КД в концентрации 5×10–8 моль/ мл 
наблюдалось повышение уровня секреции 
ИФНγ до  9376,2±237,4  пг/мл, концентрация 
ИЛ-17 также находилась ниже порога опреде-
ления. Была отмечена значительная разница 
в продукции ИЛ-2 по сравнению с ХМФ. При 
добавлении КД в концентрации 10–8 моль/ мл 
уровень ИЛ-2 составил  – 457,4±35,6  пг/мл, 
а  при внесении КД в  концентрации 5×10–8 
уровень ИЛ-2 незначительно повышался и со-
ставлял 481,3±42,5 пг/мл, что достоверно не от-
личалось от контрольных значений. Такие из-
менения цитокинового профиля, скорее всего, 
свидетельствуют о способности КД активиро-
вать Th 1 ответ.

При внесении КД в  концентрациях 10–8 
и 5×10–8 моль/мл значения секреции ИЛ-6 зна-
чимо не изменялись по отношению к контролю 
и между собой, и составили – 312,6±18,3  пг/ мл 
и  318,7±14,1  пг/мл соответственно. Данный 
факт указывает на  отсутствие влияния КД 
на секрецию мононуклеарами цитокина ИЛ-6.

Таким образом, экспериментальные дан-
ные, полученные при изучении профиля ци-
токинов, позволяют свидетельствовать, что:

1. КонА-активированные клетки, выделен-
ные из лимфатических узлов мыши, при культи-
вировании в условиях in vitro секретируют сле-
дующие цитокины: ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-17, ИФНγ;

2. ХМФ в соответствующих концентрациях 
подавляют секрецию ИЛ-2 КонА-активиро-
ванными клетками лимфоузлов при культи-
вировании их в  условиях in vitro. КД досто-
верно не изменяет секрецию ИЛ-2 ни в одной 
из концентраций;
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3. ХМФ дозозависимо подавляют секрецию 
ИФНγ и увеличивают секрецию ИЛ-17 КонА-
активированными клетками лимфоузлов при 
культивировании их в условиях in vitro;

4. КД дозозависимо активирует секрецию 
ИФНγ КонА-активированными клетками 
лимфоузлов при культивировании их в усло-
виях in vitro.
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IMPACT OF CHEMICALLY MODIFIED FLAVONOID 

ON SECRETORY ACTIVITY OF MITOGEN- ACTIVATED 

MONONUCLEAR CELLS

Laptev O. S., Albegova D. Z., Pavlova S. I., Kenkischvili A. O., 

Kyagova A. A., Kozlov I. G.

Currently, in treating autoimmune diseases used several classes of drugs, mostly – glucocorticoster-
oids, cytostatics, calcineurin inhibitors and specifi c monoclonal antibody. In the appointment of therapy 
groups corticosteroids and cytotoxic drugs there is a number of signifi cant side eff ects associated with the 
mechanism of action of these groups of drugs. Th e groups of drugs calcineurin inhibitors and monoclo-
nal antibodies have signifi cantly fewer serious side eff ects, however, to preparations of such groups quite 
quickly develop resistance and the cost of production of these substances (proteins), and the drugs them-
selves is high. Th erefore it seems interesting to study class of fl avonoids and their chemical modifi cations, 
by the mechanism of inhibition of intracellular signaling molecules some families such as JAK, TYK and 
STAT leading to «switching» of the immune response. Th e present study showed the likely impact of the 
test agent on the «switching» of the immune response.
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ОСОБЕННОСТИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 

В-ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ И ПЕРИТОНЕАЛЬНОЙ 

ЖИДКОСТИ ПРИ ЭНДОМЕТРИОЗЕ

 Абдуллаева Л. Х.,  Анциферова Ю. С.,  Малышкина А. И.,

 Красильникова А. К.

ФГБУ «Ивановский НИИ материнства и детства им. В. Н. Городкова» 
Минздрава России, Иваново, Россия

В периферической крови и перитонеальной жидкости пациенток с эндометриозом вы-
явлено снижение уровня В-клеток памяти, регуляторных В-лимфоцитов и  повышение 
количества наивных В-лимфоцитов и  уровня CD86-позитивных клеток в  пуле CD19+ 
лимфоцитов. Изменения фенотипа лимфоцитов в  перитонеальной жидкости пациенток 
с эндометриозом прямо коррелировали со стадией заболевания.

Ключевые слова: эндометриоз, В-лимфоциты, дифференцировка.

Эндометриоз – это широко распространен-
ное гинекологическое заболевание, характе-
ризующееся присутствием эндометриальной 
ткани вне мест ее нормального расположения, 
преимущественно в  перитонеальной поло-
сти. По  мнению многих авторов эндометриоз 
имеет аутоиммунную природу [1]. У  женщин 
с эндометриозом выявлены многие симптомы, 
характерные для классического аутоиммун-
ного заболевания, такие как поликлональная 
В-клеточная активация, усиленный апоптоз, 
тканевое повреждение и  мульти-органное во-
влечение [1]. Данные о наличии семейной пред-
расположенности к  развитию эндометриоза 
также подтверждают гипотезу об  аутоиммун-
ной природе этого заболевания [2]. Считают, 
что наиболее ярким проявлением аутоиммун-
ных нарушений при эндометриозе является 
усиленная продукция аутоантител различ-
ной природы у  пациенток [1]. Однако вопрос 
о  значимости этих аутоантител в  патогенезе 
эндометриоза до  конца не  решен. Многие ис-
следователи не находят взаимосвязи между ти-
тром аутоантител и стадией эндометриоза [1]. 
Вероятно, этот факт может быть связан с тем, 
что при многих аутоиммунных заболеваниях, 
таких как СКВ, диабет, и  др. выработка ауто-
антител предшествует развитию клинических 
симптомов и  может существенно снижать-

ся по  мере прогрессирования патологии [1]. 
В то же время, до сих пор остаются мало изучен-
ными механизмы функционирования В-клеток 
при эндометриозе. Показано, что в сыворотке 
пациенток с  эндометриозом повышено содер-
жание фактора, стимулирующего активность 
В-лимфоцитов  – BLyS [3]. Но  литературные 
данные об особенностях фенотипа и функцио-
нальной активности В-лимфоцитов у  пациен-
ток с эндометриозом практически отсутствуют. 
В связи с этим, целью нашей работы было вы-
явить особенности содержания В-лимфоцитов, 
находящихся на разных стадиях дифференци-
ровки, в  периферической крови и  перитоне-
альной жидкости пациенток с эндометриозом 
различной степени тяжести для уточнения ме-
ханизмов развития аутоиммунных нарушений 
при этом заболевании.

В исследование были включены 43 женщи-
ны, поступившие в  гинекологическую кли-
нику на  оперативное лечение по  поводу бес-
плодия (основная группа). Всем пациенткам 
была проведена лечебно-диагностическая ла-
пароскопия, в  ходе проведения которой у  28 
женщин был диагностирован эндометриоз 
I–II стадии, у  15 женщин  – эндометриоз III–
IV стадии по  классификации ASF. Показате-
ли иммунологического обследования 9  здо-
ровых фертильных женщин, поступивших 
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на  хирургическую стерилизацию, использо-
вались в качестве контроля. Материалом для 
исследования служила периферическая кровь 
и  перитонеальная жидкость. Выделение обо-
гащенной популяции мононуклеарных клеток 
крови и  перитонеальной жидкости осущест-
вляли стандартным методом скоростного 
центрифугирования в  градиенте плотности 
фи колл-урографина. Фенотип В-лимфоцитов 
крови и перитонеальной жидкости определя-
ли с  помощью моноклональных антител ме-
тодом многоцветной проточной цитометрии 
на  цитометре FACSCanto II. В  ходе исследо-
вания оценивалось общее содержание CD20+ 
и  CD19+ лимфоцитов, в  популяции CD19+ 
лимфоцитов определялось относительное со-
держание CD38+CD20– (плазматические клет-
ки), CD27+ (В-клетки памяти), CD27– (наивные 
В-лимфоциты), IL-10+ (регуляторные В-лим-
фоциты) и CD86+ клеток.

В целом содержание В-лимфоцитов в пери-
ферической крови и  перитонеальной жидко-
сти пациенток с эндометриозом не отличалось 
от такового у здоровых женщин. При анализе 
субпопуляционного состава В-лимфоцитов 
нами было установлено, что в периферической 
крови пациенток с эндометриозом различной 
степени тяжести было снижено содержание 
В-кле ток памяти (CD27+) и  повышен уро-
вень наивных В-лимфоцитов (CD27–). Кроме 
того, у всех женщин основной группы в крови 
было повышено содержание плазматических 
клеток и  CD86-позитивных В-лимфоцитов, 
но  снижено количество регуляторных IL-10+ 
В-лимфоцитов по  сравнению с  показателями 
у  здоровых женщин. Взаимосвязи выражен-
ности изменений популяционного состава 
периферических В-лимфоцитов со  степе-
нью тяжести эндометриоза нами не  отмеча-
лось. В перитонеальной жидкости пациенток 
основной группы изменения фенотипа В-лим-
фоцитов в целом соответствовали тем особен-
ностям, которые были выявлены в  перифе-
рической крови при эндометриозе. Уровень 
перитонеальных наивных В-клеток, плазма-
тических клеток и  CD86+ В-лимфоцитов при 
эндометриозе был повышен, тогда как содер-
жание В-клеток памяти и регуляторных IL-10+ 
В-лим фоцитов было значительно снижено, 
по сравнению с показателями у контрольной 
группы. В отличие от показателей перифери-
ческой крови, в  перитонеальной жидкости 
практически все изменения фенотипа В-лим-

фоцитов прямо коррелировали со степенью 
тяжести эндометриоза и  в  максимальной 
степени проявлялись при эндометриозе III–
IV стадии.

Таким образом, полученные нами результа-
ты позволяют говорить об  изменении харак-
тера дифференцировки В-лимфоцитов при 
эндометриозе. Снижение уровня В-клеток 
памяти ассоциировалось с  чрезмерным по-
вышением количества плазматических клеток 
на  фоне снижения активности регуляторных 
В-лимфоцитов, как на системном, так и на ло-
кальном уровне у  пациенток с  эндометрио-
зом. Вероятно, именно высокое содержание 
плазматических клеток может определять 
повышение продукции аутоантител при эн-
дометриозе. Один из  механизмов, ведущих 
к  нарушению дифференцировки В-клеток 
при данном заболевании, может быть вы-
явлен нами при снижении активности пула 
регуляторных В-лимфоцитов, продуцирую-
щих внутриклеточно IL-10. Наши результа-
ты согласуются с  данными других авторов, 
показавших, что снижение уровня регуля-
торных В-лимофцитов ассоциировано с  раз-
витием целого ряда аутоиммунных заболе-
ваний, таких как ревматоидный артрит, СКВ 
и др. [4]. Кроме того, выявленное нами повы-
шение количества CD86-позитивных клеток 
в  пуле В-лимфоцитов у  пациенток с  эндоме-
триозом, также может быть связано с  повы-
шенной продукцией аутоантител, поскольку 
имеются данные о  том, что при воздействии 
на В-лимфоциты анти-CD86-антител ингиби-
руется продукция поликлональных Ig у паци-
енток с СКВ [5]. Выявленная нами корреляция 
выраженности нарушений дифференциров-
ки В-лимфоцитов перитонеальной жидкости 
со  стадией эндометриоза позволят говорить 
о  непосредственной взаимосвязи этих нару-
шений с иммунными механизмами формиро-
вания и развития эндометриоидных очагов.
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THE CHARACTER OF DIFFERENTIATION OF PERIPHERAL BLOOD 

AND PERITONEAL FLUID B-LYMPHOCYTES IN ENDOMETRIOSIS

L. H. Abdullaeva, Yu.S. Antsiferova, A. I. Malyshkina, 

A. K. Krasilnikova

V. N. Gorodkov Federal State Research Institute of Maternity and Childhood, Ivanovo, Russia

Th e decrease of the level of memory B-cells, regulatory B-lymphocytes and the elevation of the naïve 
B-lymphocytes and the amount of CD86-positive cells in the pool of CD19+ lymphocytes of peripheral 
blood and peritoneal fl uid of women with endometriosis were found. Changes of the lymphocytes pheno-
type in the peritoneal fl uid are corresponded to the severity of the disease.

Актуальность. Известно, что формирова-
ние поведения незрелорожденных животных 
в постнатальный период является результатом 
сложного взаимодействия между организмом 
и средой. С точки зрения эпигенетики, факто-
ры внешней среды не  просто поддерживают 
развитие, а активно участвуют в определении 
самой структуры и организации каждой из ре-
активных систем организма [4].

Исходя из  положения о  структурно-функ-
ци ональном единстве иммунной и  нейро-
эндокринной систем [1], были проведены 
эксперименты по  изменению уровня ориенти-
ро вочно-исследовательского поведения (ОИП) 
и состояния иммунной системы животных-ре-
ци пиентов в результате трансплантации имму-
нокомпетентных клеток (ИКК) от  сингенных 
доноров с  определенным уровнем ОИП  [5]. 

В наших исследованиях было установлена воз-
можность целенаправленного формирования 
уровня поведенческой активности мышей 
(CBAxC57BL/6) F1 в ювенильный период разви-
тия (с 4-5 до 10-12 недели жизни) посредством 
многократного сингенного переноса ИКК 
от  взрослых животных с  различным уровнем 
ОИП. Были определены зависящие от характе-
ристик трансплантируемых клеток особенно-
сти функционального состояния иммунной си-
стемы и поведенческой активности животных, 
сформировавшиеся в указанных условиях [2].

Целью настоящего исследования являлся 
анализ особенностей поведенческой активно-
сти и  иммунной системы животных, форми-
рующихся в условиях многократного перено-
са разных доз клеток от сингенных животных 
с определенным уровнем ОИП.

ИЗУЧЕНИЕ ЗАКОНОМЕРНОСТЕЙ ИММУНОМОДУЛЯЦИИ 

ОРИЕНТИРОВОЧНО-ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКОГО ПОВЕДЕНИЯ 

МЫШЕЙ (СBAхC57BL/6) F1 В ПРОЦЕССЕ ОНТОГЕНЕЗА

 Аникеева О. С.,  Абрамова Т. Я.

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Научно-
исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 

Новосибирск, Россия

Многократный перенос иммунокомпетентных клеток от взрослых животных 
с определенным уровнем ОИП сингенным неполовозрелым реципиентам в юве-
нильный период развития определяет у  реципиентов вектор взаимодействия 
нервной и иммунной систем. При этом направление развития указанных систем 
находятся в различной зависимости от количества трансплантируемых клеток.

Ключевые слова: иммунокомпетентные клетки, высшая нервная деятельность, он-
тогенез.
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Методы. Исследование выполнено на  899 
мышах-самцах гибридах первого поколе-
ния (CBAxC57BL/6)F1 различного возраста, 
469 из  которых составили группу «доноры» 
(379 мышей 3-х месячного возраста и 90 мы-
шей 4-5 недельного возраста) и 430 группу «ре-
ципиенты» 4-5 недельного возраста. Донорам 
и  реципиентам (в  10-12 недель жизни) про-
водилось определение уровня (ОИП) в  тесте 
«open fi eld» с регистрацией: а) горизонтальной 
активности (периферической и центральной); 
б) вертикальной активности (пристеночные 
и  свободные стойки); в) эмоционального на-
пряжения [3]. По характеру поведения живот-
ные подразделялись на три группы: с высоким, 
средним и низким уровнем ОИП. Реципиентам 
с  4-5 недельного возраста проводилась трех-
кратная трансплантация спленоцитов (в/в, 5,0 
и 10,0х106 клеток в 0,4 мл RPMI х 1 раз в не-
делю) от мышей 3х месячного возраста с вы-
соким (группы 1) и низким (группа 2) уровнем 
ОИП, а  также от  мышей соответствующего 
реципиентам возраста (группа 3). Контроль-
ной группе (группа 4) по  аналогичной схеме 
вводилось 0,4 мл RPMI. Функциональная ак-
тивность спленоцитов выявлялась в тесте спон-
танной, а также Con-A (Pharmacia Fine Chemi-
cals, в  концентрации 3 мкг/мл) и  LPS (DIFCO 
LABORATORIES, в  концентрации 5  мкг/мл) 
индуцированной пролиферации. Пролифера-
тивную активность клеток оценивали через 
48 часов по включению 3H-тимидина в нукле-
отидные фракции клеток.

Для статистической обработки данных 
использовалась компьютерная программа 
STATISTICA 6.0. Применялся критерий Ман-
на-Уитни и  точный метод Фишера. Данные 
представлены в форме M±SD.

Результаты. Было установлено, что в группах 
мышей, получавших в процессе развития раз-
ное количество (5,0 и 10,0 х106) клеток от доно-
ров аналогичного реципиентам возраста, а так-
же от  взрослых животных с  низким уровнем 
ОИП, доли животных со  сформировавшимся 
аналогичным уровнем поведенческой актив-
ности достоверно не  различались. Значимое 
увеличение доли животных с высоким уровнем 
ОИП было определено в  группе, получившей 
трансплантат в объеме 5,0 х 106 относительно 
группы, получившей 10,0 х106 клеток.

Не было выявлено значимых различий 
по отдельным характеристикам ориентировоч-
но-ис следовательского поведения в  2 груп-

пах животных, получавших разное количество 
клеток от  доноров с  низким уровнем ОИП. 
В 3 группах, выросших в условиях трехкратно-
го переноса клеток от  доноров аналогичного 
им возраста, было определено увеличение при-
стеночных стоек (6,96±6,4 vs. 4,5±3,4; p=0,02), 
а  также суммарной вертикальной активности 
(7,6±7,4 vs. 5,1±4,1; p=0,04) в ответ на введение 
5,0 х106 клеток относительно группы, получив-
шей большую дозу ИКК, что свидетельствует 
о более выраженной активации исследователь-
ской активности у  данных животных. Наи-
более выраженные различия в  поведенческой 
активности между группами, различающимися 
по количеству вводимых клеток, были опреде-
лены в 1-х группах, получавших клетки от до-
норов с  высоким уровнем ОИП. В  частности, 
более высокие показатели параметров гори-
зонтальной (143,6±75,7 vs. 110,3±66,2; p=0,01) 
и вертикальной активности (8,8±6,5 vs. 5,9±4,7; 
p=0,005) были получены в ответ на меньшее ко-
личество трансплантируемых клеток. Следует 
отметить, что уровень эмоционального напря-
жения, определяемый по числу фекальных бо-
люсов, не выявил различий между группами.

В процессе анализа функциональных по-
казателей иммунной системы групп реципи-
ентов, получивших клеточный трансплантат 
от  доноров с  определенным уровнем ОИП, 
была установлена прямая зависимость выра-
женности пролиферативной активности кле-
ток реципиента от количества вводимых кле-
ток донора. В  частности, эта закономерность 
была характерна для 1-х опытных групп – при 
сравнении параметров Con-A индуцирован-
ной пролиферации в подгруппах, получивших 
дозу ИКК в  количестве 5,0 и  10,0х106, соот-
ветственно (15714,3±4877,7 vs. 27594,8±13937; 
p=0,0005). Во  2-х группах  – не  только для 
Con-A индуцированной (10454,9±4349,7 vs. 
19233,1±6496,9; p=0,0001), но  и  спонтанной 
пролиферации (228,5±101,8 vs. 1482,1±1095; 
p=0,0001). Третьи группы реципиентов также 
достоверно различалась по  параметрам LPS-
ин дуцированной пролиферации (9345,6±686,2 
vs. 15558,3±4447,4; p=0,008) при увеличении 
числа вводимых клеток.

Таким образом, формирование уровня по-
веденческой активности и  пролиферативной 
активности ИКК у  мышей (CBAxC57/Bl)F1, 
подвергшихся в процессе онтогенеза трехкрат-
ной трансплантации спленоцитов от взрослых 
сингенных животных с  определенным уров-
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нем ОИП и от доноров аналогичного реципи-
ентам возраста, находятся в  неодинаковой 
зависимости от  вводимых доз. Полученные 
данные свидетельствуют как о наличии отве-
та, так и о различной чувствительности к эпи-
генетическим факторам со  стороны нервной 
и иммунной систем.
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INVESTIGATION OF IMMUNOMODULATION PATTERNS 

OF ORIENTING-INVESTIGATORY BEHAVIOR OF MICE 

(СBAхC57BL/6)F1 DURING YHE ONTOGENESIS

Anikeeva O. S., Abramova T. Ya.

Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russia

Repeated transfer of immune cells from adult animals with a certain level of OIB to immature syn-
geneic recipients in the juvenile period determines the vector of interactions between their nervous and 
immune systems. Direction of the development of these systems diff erently depends on the number of 
transplanted cells.

Актуальность и цель работы. Тимус выпол-
няет функцию центрального органа иммунной 
системы, отвечающего за  дифференцировку, 
селекцию и  созревание Т-лимфоцитов. Дан-
ный процесс предполагает прохождение клет-
кой нескольких «контрольных точек», на кото-

рых оценивается функциональная активность 
ее антиген-распознающих рецепторов, а также 
выявляются аутореактивные клоны, которые 
подвергаются элиминации в ходе негативной 
селекции [1]. Долгое время господствовала 
гипотеза об  антиген-независимом характере 

УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ rag1rag1 И tdttdt 
В ТИМУСЕ НА ФОНЕ ИММУНИЗАЦИИ

 Васильев К. А.2,3,  Полевщиков А. В.1,2,3

1Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург; 2Санкт-Петербургский 
государственный университет, Санкт-Петербург; 3Дальневосточный федеральный 

университет, Владивосток, Россия

В работе приводятся данные анализа уровня экспрессии генов rag1 и tdt в тимусе мы-
шей на фоне иммунизации. Показана способность тимоцитов отвечать на введение анти-
гена повышением экспрессии генов, отвечающих за реаранжировку Т-клеточных рецеп-
торов. Установлено, что предварительная стимуляция фагоцитирующих клеток мышей 
полимерным декстраном за 72 ч до иммунизации приводит к ускорению ответа тимоцитов 
на  антигенную стимуляцию. Выдвигается гипотеза о  влиянии иммунизации на  процесс 
формирования рецепторов Т-клеток и существовании антиген-зависимого этапа диффе-
ренцировки Т-лимфоцитов.

Ключевые слова: тимус, иммунизация, реаранжировка, гематотимический барьер.
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процесса дифференцировки Т-лимфоцитов, 
базирующаяся на  данных о  наличии гемато-
тимического барьера. Однако углубленный 
анализ литературы позволяет заключить, что 
данная структура проницаема как для раство-
римых антигенов, так и для крупных частиц, 
таких как бактерии и вирусы [2]. Более того, 
в  настоящее время известна достаточно об-
ширная группа патогенов, для которых пока-
зано целенаправленное проникновение в  ти-
мус [3]. Установлено, что интратимические 
инфекции способны значительным образом 
менять структуру и  функциональную актив-
ность органа. Стандартной реакцией тимуса 
на  заражение является атрофия, которая мо-
жет быть спровоцирована также системным 
действием патогена, связанным с  усилением 
продукции глюкокортикоидов и провоспали-
тельных медиаторов, запускающих процесс 
апоптоза преимущественно среди предста-
вителей DP- популяции. В связи с этим целе-
сообразной становится постановка вопро-
са о  влиянии ксеноантигенов, проникающих 
в тимус, на процесс созревания Т-лимфоцитов. 
Особенную важность приобретают исследо-
вания процесса реаранжировки Т-клеточного 
рецептора (TCR), происходящего на фоне им-
мунизации, так как именно молекулярный 
комплекс TCR обеспечивает основные аспек-
ты функционирования зрелых Т-лимфоцитов. 
Известно, что генетическая реаранжировка 
TCR обеспечивается в основном ферментами 
RAG и TdT [4]. Следует отметить, что экспрес-
сия генов rag1 и  tdt в тимусе осуществляется 
только в развивающихся Т-лимфоцитах, но не 
в клетках стромы. Реаранжировка β-цепи TCR 
происходит на стадиях DN2-3, в то время как 
реаранжировка α-цепи TCR носит отложен-
ный характер и  осуществляется фактически 
при переходе от  DP- к  SP-тимоцитам Повы-
шение экспрессии данных генов указывает 
на формирование новых TCR, поэтому целью 
данной работы была оценка уровня экспрес-
сии генов rag1 и  tdt в  клетках тимуса мыши 
в ответ на иммунизацию.

Материалы и  методы. В  работе использо-
вали самок белых нелинейных мышей массой 
тела 19-23 г в возрасте 8-10 недель. Животных 
содержали в  стандартных условиях вивария 
без ограничений в доступе к воде и корму. Ра-
боту с животными проводили в соответствии 
с правилами комиссии по биоэтике НИИ экс-
периментальной медицины РАМН.

Мыши были разделены на две группы. Груп-
пу 1 иммунизировали внутрибрюшинно фе-
тальной бычьей сывороткой в объёме 0.1 мл, 
контрольные животные получали равный 
объём физиологического раствора (0.14  M 
раствор NaCl). Все животные группы 2 за 72 
ч до опыта получали внутрибрюшинно 1 мл 
1%-го раствора декстрана (М.м. 60-80  кДа, 
“Valeant Pharmaceuticals International”, США) 
в  качестве адъюванта с  последующей имму-
низацией по указанной схеме. Животных вы-
водили из  опыта ежедневно в  течение 6 сут. 
после иммунизации путем декапитации и из-
влекали тимус. Число животных по  каждой 
точке в опытных и контрольных группах было 
равным 4.

Оценка уровня экспрессии генов проводи-
лась методом ПЦР с  обратной транскрипци-
ей. Выделение РНК, постановку реакции об-
ратной транскрипции и  ПЦР проводили при 
помощи реагентов Extract RNA (“Евроген”, 
Россия), MMLV RT kit («Евроген», Россия), 
набора для ПЦР-РВ (“Синтол”, Россия). Для 
подбора праймеров использовали програм-
му Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical 
Research, США). В качестве внутреннего стан-
дарта использовали мРНК β-актина. Уровень 
экспрессии генов “интереса” (ГИ) в опытных 
группах по  сравнению со  своим контролем 
рассчитывали по  формуле 2–ΔΔСt, где ΔΔCt = 
[CtГИ (опыт) – Ctβ-act (опыт)] – [(CtГИ (кон-
троль)  – Ctβ-act (контроль)] с  вычислением 
среднего по 4 повторам.

Результаты. В  результате проведенных 
исследований установлено, что уровень экс-
пресси генов rag1 и tdt у животных 1 группы 
возрастает в 2-2,5 раза через 3 сут после им-
мунизации, а к 6 сут. приближается к уровню 
контроля (1,0).

У второй группы на 2 сут происходит уси-
ление экспрессии обоих генов в 2 раза, затем 
постепенное снижение, а  на  более поздних 
сроках (4-5 сут) – выравнивание показателей. 
Полученные для группы 2 данные свидетель-
ствуют о сходной динамике экспрессии генов 
rag1 и tdt после иммунизации c предваритель-
ным введением декстрана, однако наиболь-
ших и наименьших значений данные показа-
тели в  группе 2 принимают на  1 сут раньше, 
чем в опытной группе 1.

Эти результаты указывают на  изменение 
экспрессии генов rag1 и  tdt в  тимусе в  ответ 
на  антигенную стимуляцию, что согласует-
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ся с  литературными данными о  способности 
тимуса отвечать на  введение ксеноантиге-
на и  дает основания предполагать, что про-
цесс формирования TCR включает два этапа: 
антиген-независимый, связанный с  проте-
кающей в более изолированном кортексе реа-
ранжировкой β-цепи, и  антиген-зависимый, 
протекающий на  кортикально-медуллярной 
границе или в медулле и связанный с реаран-
жировкой α-цепи. В  рамках этой гипотезы 
процесс селекции Т-лимфоцитов в отношении 
некоего абстрактного аутоантигена сменяется 
на процесс направленной селекции TCR в от-
ношении конкретного ксеноантигена и  вы-
делении нового – антигензависимого – этапа 
дифференцировки Т-клеток.

В целом, можно заключить, что предше-
ственники Т-лимфоцитов отвечают на введе-
ние ксеноантигена повышением экспрессии 
генов rag1 и  tdt, при этом предварительная 
стимуляция фагоцитов введением раствора 

декстрана ускоряет этот процесс. Не исключе-
но, что полученные результаты могут привести 
к  существенной корректировке представле-
ний о процессе созревания и дифференциров-
ки Т-лимфоцитов и иммунофизиологии тиму-
са в целом.

Работа выполнена при финансовой под-
держке программы № 1326 и гранта 14–08–06–
25_и Дальневосточного федерального универ-
ситета и гранта РФФИ № 15–04–05093а.
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RAG1 AND TDT EXPRESSION LEVEL IN THYMUS 

AFTER IMMUNIZATION

Vasiliev K. A.2,3, Polevshchikov A. V.1,2,3
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Th e data of the RT-PCR-based study of rag1 and tdt expression level gives evidence that thymus re-
sponds to the intraperitoneal immunization of mice with the fetal bovine serum. Th e existing data of gen-
eral ability of thymus to respond to the antigen stimulation were reconfi rmed. Th e experimental proofs 
of the changes in the expression level of rag1 and tdt were obtained for the fi rst time. Th e preliminary 
stimulation of animals with the polymeric dextran 72 h before the immunization accelerates the thymo-
cyte response. We hypothesize that the antigen stimulation infl uences the process of the TCR generation 
and that some stages of T-cell diff erentiation occur in the antigen depending manner.
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В последнее время ведущая роль в изучении 
механизмов иммуномодуляции и формирова-
ния иммунологической толерантности в ходе 
материнско-фетальных взаимодействий при-
надлежит расширению представлений о  пол-
ноценности процессов дифференцировки, 
активации, апоптоза иммунокомпетентных 
клеток, иммунного распознавания аллоан-
тигенов плодового происхождения и  меж-
клеточного взаимодействия [1, 2]. Если еще 
несколько лет назад исследования в  области 
иммунологии репродукции были связаны 
с доказательством вовлеченности в патогенез 
того или иного патологического состояния 
различных иммунологических параметров 
и определением так называемого «иммуноло-
гического профиля» осложнений, то  сегодня 
вектор научного поиска задан в направлении 
прогнозирования нарушений физиологиче-
ского течения беременности с использовани-
ем иммунологических показателей с  ранних 
сроков беременности [3, 4]. В  связи с  этим 
оценка уровня экспрессии мембранных ре-
цепторов с использованием технологии имму-
нофенотипирования имеет большое значение 
для определения дополнительных факторов 
риска реализации гестационных осложнений 
и невынашивания беременности.

Цель: определение особенностей экспрес-
сии мембранных антигенов лимфоцитов пе-
риферической крови в  первом триместре бе-
ременности в зависимости от ее исхода.

Пациенты и методы. Проведено иммуноло-
гическое обследование 210 женщин в  первом 
триместре прогрессирующей беременности, 
а  также исходов гестации. В  ходе ретроспек-
тивного исследования в  зависимости от  ха-
рактера течения беременности сформированы 
следующие группы: 1-я основная группа  – 
60  женщин, беременность которых ослож-
нилась субкомпенсированной плацентарной 
недостаточностью (ПН) и  закончилась рож-
дением живых детей; 2-я основная группа  – 
38 женщин, беременность которых прервалась 
в первом триместре по типу неразвивающейся 
беременности или раннего выкидыша. Группу 
сравнения (3-ю) составили 112 женщин, бере-
менность которых протекала без признаков 
плацентарной недостаточности и закончилась 
рождением живых доношенных детей. Имму-
нофенотипирование лимфоцитов осущест-
вляли методом проточной лазерной цитоф-
луориметрии на  анализаторе «FACS Calibur» 
фирмы «Becton Dickinson» (США) с  исполь-
зованием наборов моноклональных антител 
того  же производителя. Статистическую об-

ПОКАЗАТЕЛИ АДАПТИВНОГО ИММУНИТЕТА 

В ПЕРВОМ ТРИМЕСТРЕ БЕРЕМЕННОСТИ 

В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ЕЕ ИСХОДА

 Газиева И. А.,  Чистякова Г. Н.,  Ремизова И. И.

ФГБУ «НИИ ОММ» Минздрава России, Екатеринбург, Россия

С целью определения особенностей экспрессии мембранных антигенов лимфоцитов 
периферической крови в первом триместре беременности в зависимости от ее исхода про-
ведено иммунологическое обследование 210 женщин. Ранние сроки беременности, пре-
рвавшейся в I триместре, характеризуются снижением доли Т-хелперов и  увеличением 
содержания мембраносвязанных форм молекул межклеточной адгезии CD54. В  первом 
триместре беременности, осложненной впоследствии субкомпенсированной плацентар-
ной недостаточностью, имеет место угнетение экспрессии маркеров, ассоциированных 
с  позитивной активацией клеток (СD71) и  иммунным распознаванием антигенов пло-
да (HLA-DR), нарушение формирования иммунологической толерантности (тенденция 
к снижению количества регуляторных T-клеток) на фоне уменьшения численности CD3+-
лимфоцитов, экспрессирующих маркер готовности к апоптозу CD95.

Ключевые слова: ранние сроки беременности, показатели клеточного иммунитета, ге-
стационные осложнения, прерывание беременности.
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работку полученных результатов проводили 
с  использованием пакета прикладных про-
грамм «Statistica 6.0», проверку статистических 
гипотез осуществляли с  помощью непараме-
трического U-критерия Манна-Уитни. Данные 
представляли в виде медианы (Ме) и нижнего 
и верхнего квартилей (25-го и 75-го проценти-
лей), уровень значимости различий (p) с уче-
том поправки Бонферрони принимали рав-
ным 0,025; при 0,05<p<0,025 констатировали 
тенденцию к изменению параметров.

Основные результаты. Установлено, что 
ранние сроки беременности женщин основных 
групп характеризуются неполноценностью ак-
тивирующего сигнала, который является обяза-
тельным условием запуска фетопротективных 
механизмов. В группе женщин с прерыванием 
беременности в I триместре зарегистрирова-
но уменьшение относительного содержания 
Т-хел перов (38 (36–44)% против 44 (38–48)%, 
p2–3=0,015). При оценке уровня экспрессии 
мембранных активационных антигенов в ран-
ние сроки беременности, осложнившейся 
впоследствии субкомпенсированной ПН, вы-
явлено уменьшение относительного и  абсо-
лютного содержания CD3+-лимфоцитов, экс-
прессирующих рецептор трансферрина CD71 
(3,5 (1–5)% против 5 (3–7)%, p1–3=0,007 и  0,06 
(0,02–0,12)×109/л против 0,11 (0,07–0,16) ×109/л, 
p1–3<0,001 соответственно), снижение количе-
ства Т-лимфоцитов, экспрессирующих мар-
кер готовности к  апоптозу CD95 (0,16 (0,07–
0,24)×109/л против 0,20 (0,12–0,31)×109/ л, 
p1–3=0,017), снижение доли и  общей числен-
ности CD25+-лим фоцитов (6 (4–10)% против 
8 (5–12)%, p1–3=0,02 и  0,12 (0,09–0,23)×109/л 
против 0,19 (0,13–0,26) ×109/л, p1–3=0,022), тен-
денция к  уменьшению как относительного, 
так и абсолютного содержания регуляторных 
CD4+CD25highFoxp3+-клеток (4,5 (3–7)% про-
тив 6 (4–10)% и  0,08 (0,06–0,19)×109/л про-
тив 0,174 (0,08–0,2)×109/л, p1–3=0,034 в  обоих 
случаях), а  также количества Т-лимфоцитов, 
экспрессирующих поздний маркер актива-
ции HLA-DR (0,05 (0,01–0,08)×109/л против 
0,06 (0,04–0,09)×109/л, p1–3=0,027). Выявленное 
в результате проведенных исследований сни-
жение количества CD25- и CD71-позитивных 
лимфоцитов, сопровождающееся уменьшени-
ем содержания Т-клеток, потенциально спо-
собных вступить в  апоптоз, в  ранние сроки 
беременности, осложненной впоследствии 
среднетяжелой формой ПН, свидетельству-

ет о  нарушении основных механизмов под-
держания гомеостаза: процессов активации 
иммунокомпетентных клеток и  элиминации 
потенциально опасных эффекторных клонов 
лимфоцитов. Определение уровня экспрессии 
мембраносвязанных маркеров межклеточного 
взаимодействия показало, что, несмотря на то, 
что при беременности, прервавшейся в I три-
местре, процент CD54+-лимфоцитов не  от-
личался от аналогичного показателя в группе 
сравнения, общая численность этой популя-
ции клеток была практически в 1,5 раза выше: 
0,74 (0,41–0,88) ×109/л против 0,51 (0,33–0,74) 
×109/л, (p2–3=0,014). Выявленная в этой группе 
избыточная экспрессия мембранной молеку-
лы адгезии ICAM-1 свидетельствует об уси-
лении сродства лейкоцитов с  эндотелием 
и является индикатором нарушения инфор-
мационного обмена на уровне межклеточной 
коммуникации.

Заключение. Нарушение клеточно-опосре-
дованных механизмов регуляции гестаци-
онного процесса на  доклиническом этапе 
ранних репродуктивных потерь характери-
зуется снижением относительного содержа-
ния Т-хелперов, а  также увеличением содер-
жания мембраносвязанных форм молекул 
межклеточной адгезии. В  первом триместре 
беременности, осложненной впоследствии 
среднетяжелыми формами плацентарной не-
достаточности, имеет место отсутствие пол-
ноценного активирующего сигнала (угнете-
ние экспрессии маркеров, ассоциированных 
с  позитивной активацией клеток, иммунным 
распознаванием антигенов плодового про-
исхождения), нарушение формирования им-
мунологической толерантности (тенденция 
к снижению количества регуляторных T-кле-
ток) на фоне уменьшения численности CD3+-
лимфоцитов, экспрессирующих маркер готов-
ности к апоптозу CD95.

Работа поддержана Грантом РФФИ 
и РФФИ-Урал № 13-04-96080.
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THE PARAMETERS OF ADAPTIVE IMMUNITY IN THE FIRST TRIMESTER 

OF PREGNANCY DEPENDING ON THE OUTCOMES
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To evaluate the features of the expression of membrane antigens of peripheral blood lymphocytes in 
the fi rst trimester of pregnancy depending on the outcome 210 women were surveyed. Early pregnancy, 
interrupted in the fi rst trimester, was characterized by a decrease in the percentage of T-helpers and an 
increase in the number of membrane-bound forms of intercellular adhesion molecules CD54. In the fi rst 
trimester of pregnancy, complicated subsequently by subcompensated placental insuffi  ciency there was an 
inhibition of the expression of markers associated with a positive activation of cells (СD71) and immune 
recognition of fetal antigens (HLA-DR), impaired formation of immunological tolerance (the tendency 
to decrease the number of regulatory T-cells) and also the reduction in the number of CD3+-lymphocytes 
expressing the marker ready to apoptosis CD95.

Лабораторная оценка иммунного статуса 
на  протяжении последних десятилетий по-
стоянно пополняется новыми компонентами. 
Общее число иммунологических показате-
лей, находящееся в поле зрения клинических 
иммунологов, в  настоящее время колеблется 
в пределах 1-2 сотен, что не только уточняет, 
но  и  сильно усложняет анализ иммунограм-

мы, делая его малодоступным для врачей-
практиков. Кроме того, в  оценке иммунных 
показателей наблюдается значительный «пере-
кос» в сторону «иммунной периферии» – кле-
ток крови и их продуктов, тогда как определе-
ние функции центральных органов иммунной 
системы, в  частности тимуса, до  недавнего 
времени оставалось вне поля зрения иссле-

ЭКСЦИЗИОННЫЕ КОЛЬЦА ГЕНОВ АЛЬФА-ЦЕПИ 

Т-КЛЕТОЧНОГО РЕЦЕПТОРА КАК ПАРАМЕТР ОЦЕНКИ 

ИММУННОГО СТАТУСА ВЗРОСЛЫХ ЛИЦ

 Головизнин М. В.1,  Лахонина Н. С.1,  Донецкова А. Д.2, 
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Эксцизионные кольца реаранжировки генов альфа-цепи Т-клеточного рецептора (ТРЭК) 
являются показателями дифференцировки Т-клеток в тимусе и могут быть использованы 
для оценки функции тимуса у детей. Как показано в настоящей работе, ТРЭК у взрослых 
также могут быть использованы для оценки иммунного статуса в норме и патологии. У до-
норов, больных ревматоидным артритом, острым инфарктом миокарда, онкозаболеваниями 
ЖКТ выявлена достоверная обратная корреляция с возрастом, более выраженная при онко-
патологии. В популяции «недавних тимических эмигрантов» CD4+31+ уровень ТРЭК не зави-
сел от возраста больных. Выявлены также взаимосвязи между уровнем ТРЭК и экспрессией 
CD4, ТРЭК и уровнем С-реактивного белка. Тем самым, ТРЭК могут быть использованы как 
параметр оценки иммунного статуса у взрослых в норме и при патологии.

Ключевые слова: иммунограмма, тимус, недавние тимические эмигранты.
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дователей. В  последнее время появился ме-
тод оценки функции тимуса «in vivo» с помо-
щью т. н. Т-рецепторных эксцизионных колец 
(ТРЭК) – зписомальных фрагментов ДНК, об-
разующихся при реаранжировке генов альфа-
цепи Т-клеточного рецептора (T-cell receptor 
excision circles, TREC). В  процессе деления 
вышедших из  тимуса Т-лимфоцитов ТРЭК 
не подвергаются делению и в периферической 
популяции Т-клеток их количество умень-
шается прямо пропорционально интенсив-
ности клеточного размножения. Считается, 
что высокое содержание ТРЭК свойственно 
лишь Т-клеткам, недавно вышедшим из тиму-
са, т. н., «недавним тимическим эмигрантам» 
(Recent thymic emigrants – RTE). У младенцев, 
детей и  подростков уровень ТРЭК в  лимфо-
цитах высок. Это послужило основанием для 
использования ТРЭК при оценке результа-
тов неонатальной тимэктомии [1]. Однако, 
факты свидетельствуют, что у  взрослых лиц, 
даже у пожилых, уровень ТРЭК в лимфоцитах 
крови поддается определению, хотя, он в разы 
меньше, чем таковой у детей [2]. Вышесказан-
ное актуализирует вопрос включения ТРЭК 
в  число показателей иммунного статуса для 
характеристики функции тимуса у взрослых.

Цели работы: проанализировать уро-
вень ТРЭК у  доноров разных возрастных 
групп и  у  больных с  патологией иммунной 
системы, оценить достоверность и силу вза-
имосвязей между ТРЭК и  другими клини-
ко-иммунологическими параметрами и  раз-
работать подход к  оценке уровня TREC 
в Т-лим фоцитах, имеющих фенотип RTE.

Материалы и  методы. Было обследовано 
180 человек, из них 56 практически здоровых 
лиц, 78 больных ревматоидным артритом (РА), 
30 больных с  острым инфарктом миокарда 
(ОИМ), 16 пациентов с хроническими форма-
ми ИБС: кардиосклероз, стенокардия напря-
жения II–III ФК (ИБС), 11 пациентов с  опу-
холевым поражением желудочно-кишечного 
тракта (рак желудка, рак толстой кишки), 
имеющих отдаленные метастазы. Клинико-
лабораторное обследование включало в  себя, 
в  частности, общий анализ крови, уровень 
глюкозы, С-реактивного белка, АСТ, АЛТ. 
Фенотип лимфоцитов крови изучался мето-
дом проточной цитометрии с  использовани-
ем МонАТ к маркерам CD3, CD4, CD8, CD38, 
HLADR, определение уровня TREC произво-
дилось с  помощью ПЦР. Фракционирование 

лимфоцитов с целью обогащения их субпопу-
ляцией CD4+CD31+-клеток производили путем 
двухэтапной магнитной сепарации при помо-
щи магнитных бус Dynabeads Untouched Hu-
man CD4 T Cells и Dynabeads CD31 Endothelial 
Cell у 9 доноров. В основу фракционирования 
положено предварительное выделение CD4+-
лимфоцитов с  помощью бус, нагруженных 
МонАТ к CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, 
CDw123 и СD235a (отрицательная сепарация 
СD4+ Т-лимфоцитов), и последующим выделе-
нием СD31+ из популяции CD4+-клеток (поло-
жительная сепарация CD31+ Т-лимфоцитов). 
После магнитной сепарации в  лимфоцитах 
определяли уровень ТРЭК методом ПЦР

Результаты. У  всех лиц (n=117) нами вы-
явлено снижение уровня ТРЭК по  мере уве-
личения возраста обследуемых. Выявлена 
средней силы высоко достоверная обратная 
корреляция между возрастом и  показателем 
ТРЭК (R= –0,726, p<0,001). Аналогичная за-
кономерность связи возраста и уровня ТРЭК 
определялась в  каждой группе обследуемых 
(за  исключением больных ИБС) с  некото-
рой вариативностью силы корреляционных 
взаимосвязей. У  доноров (n=40) выявлена 
средней силы обратная корреляция между 
возрастом и  показателем ТРЭК (R= –0,45944, 
p=0,002861). Сходная закономерность обнару-
жена у больных ОИМ (n=27), R= –0,522696505, 
при p=0,005155. В  группе больных РА (n=25) 
также была выявлена средней силы обратная 
корреляция между возрастом и уровнем ТРЭК 
(R= –0,441744, p= 0,027) У больных онкозабо-
леваниями (n=11) коэффициент корреляции 
ТРЭК-возраст составил: R= –0,701596 при 
p=0,016, что соответствует достоверной силь-
ной обратной корреляции, при этом уровень 
TREC у  больных онкопатологией (средний 
возраст 66 лет) был ниже чем в группе боль-
ных РА моложе 55 лет (р=0,000553) и в груп-
пе больных РА старше 55 лет (р=0,033896), 
приближаясь к  таковому у  пациентов ОИМ 
и ИБС, чей средний возраст был значительно 
выше [3]. В группе больных ИБС (n=12) досто-
верной корреляции между возрастом и ТРЭК 
выявлено не было (R= –0,216783, p= 0,498556). 
При анализе взаимосвязи ТРЭК и  мембран-
ных маркеров лимфоцитов, вне зависимости 
от  диагноза определялась средней силы пря-
мая корреляция между ТРЭК и  экспресси-
ей CD4 (R=0,450198 p=0,001915) CD3+CD4+ 
(R=0,444599 p=0,003587) и обратная корреля-
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ция ТРЭК и  CD8 (R= –0,386751 p=0,009505).. 
У  больных РА была выявлена взаимосвязь 
T ТРЭК и CD4 (R =0,58681 p=0,027384), ТРЭК 
и популяции клеток CD3+4+ (R=0,445, p=0,004). 
Примечательно, что корреляции ТРЭК с уров-
нем CD3 при РА обнаружено не  было. Нами 
выявлена средней силы достоверная прямая 
корреляция (R= 0,434275204, p=0,008) между 
уровнем С-реактивного белка и ТРЭК у боль-
ных РА и ОИМ. Также уровень ТРЭК коррели-
ровал с содержанием АЛТ (n=21, R=0,435123, 
p=0,048), количеством эритроцитов (n=19, 
R=0,642105, p=0,03). Концентрация ТРЭК 
в  Т-лимфоцитах CD4+31+ и  CD4+31- у  здоро-
вых лиц была различной. Средний уровень 
ТРЭК в CD4+31+ клетках составил 0,057050 у. е. 
(нижний квартиль  – 0,020750, верхний квар-
тиль – 0,12250), в клетках CD4+31– – 0,006 у. е. 
(нижний квартиль  – 0,0017, верхний квар-
тиль  – 0,00975). Нами была выявлена досто-
верная сильная обратная корреляция между 
возрастом и  ТРЭК в  Т-лимфоцитах CD4+31- 
(не RTE) (R= –0,898, р= 0,002). В то же время, 
уровень ТРЭК в  CD4+31+ RTE не  коррелиро-
вал с возрастом испытуемых.

Выводы и  обсуждение: 1) Уровень ТРЭК 
находится во  взаимосвязи с  клинико-имму-
нологическими параметрами доноров и боль-
ных. 2) У  всех обследуемых лиц, как в  нор-
ме, так и при патологии выявлено зависимое 
от возраста снижение уровня ТРЭК, что связа-

но с возрастным ослаблением функции тиму-
са, способным усугубляться под воздействием 
болезни. 2) У  больных онкопатологией был 
выявлен самый низкий уровень ТРЭК и самая 
сильная обратная зависимость его от возраста 
пациентов. Вместе с тем, среди всех обследо-
ванных мы не выявили лиц с полным отсут-
ствием ТРЭК. 3) В группе больных ИБС отсут-
ствие возрастного снижения ТРЭК вероятно 
обусловлено самым пожилым возрастом па-
циентов. 4) В  клетках. CD4+31– происходило 
значимое снижение ТРЭК, связанное с  воз-
растом, тогда как уровень ТРЭК во  фракции 
CD4+31+ (RTE) не зависел от возраста. Между 
ТРЭК и  экспрессией CD4 выявлена прямая 
корреляция. 5) Прямая корреляция между 
ТРЭК и  уровнем С-реактивного белка инте-
ресна в отношении оценки роли RTE в воспа-
лении. Работа выполнена в рамках инициатив-
ного проекта № 14-04-32106, поддержанного 
грантом РФФИ
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Goloviznin M. V.1, Lakhonina N. S.1, Donetskova A. D.2, Nikonova M. F.2, 

Buldakova Yu. R.1, Groshev I. A.4, Koshkina E. V.5, Timofeev V. T.3

1Moscow State University of medicine and dentistry named after A. I. Evdokimov; 2Scientifi c 
research center Institute of Immunology, Moscow; 3Russian scientifi c research medical university 

named after N. I. Pirogov, Moscow; 4 Moscow municipal oncologic hospital № 62; 5 Moscow 
municipal hospital № 67 named after L. A. Vorokhobov, Moscow, Russia

T-cell receptor excision circles (TREC) are episoma-like products of TCR alfa-chain genes rearrange-
ment. Its detection in T-lymphocytes gives evidence of thymic T-cells diff erentiation. TREC evaluation in 
children can estimate the eff ectiveness of neonatal thymectomy. As it was shown in present work. TREC 
level could be detected in adult patients. Th ere are defi nite reverse correlations between TREC level and 
the age of donors and patients with rheumatoid arthritis, myocardial infarction and gastrointestinal meta-
static tumors. In “recent thymic emigrants” CD4+31+ TREC level doesn’t depend on patients age. Positive 
correlations between TREC level, CD4 molecule expression and C-reactive protein were also evaluated. 
Th ereby TREC could be used as a parameter of in vivo thymus function investigation in adult patients.

Key words: immunogramm, thymus, recent thymic emigrants.
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Увеличение частоты бесплодных браков 
во  всем мире обусловлено как женской, так 
и  мужской инфертильностью [2]. Тревожная 
демографическая, социальная, медицинская 
ситуация диктует необходимость ее изучения. 
Вторичное бесплодие часто является следстви-
ем воздействия экологических, в  том числе 
антропогенных, факторов, гормональных дис-
функций, травм, а также воспалительных за-
болеваний микробной этиологии – уретритов, 
простатитов, эндоцервицитов и  аднекситов. 
Латентное рецидивирующее течение воспали-
тельных урогенитальных процессов, сохраняя 
субъективное благополучие, может привести 
к развитию бесплодия [3]. Патологические со-
стояния мочеполового тракта часто связаны 
с  участием в  воспалительном процессе ассо-
циаций патогенных и  условно-патогенных 
микроорганизмов. После проведения курса 
антибактериальной терапии воспаление мо-
жет поддерживаться условно-патогенной ми-
крофлорой с модифицированными свойства-
ми. Отсутствие у  пациентов специфического 
агента не  позволяет ставить диагноз инфер-
тильности микробной этиологии и, следова-
тельно, вести поиск ранних признаков разви-
тия инфекционно-обусловленного нарушения 
репродуктивной функции. Вместе с тем, детек-
ция ранних показателей нарушения фертиль-
ности позволяет предпринять своевременные 
меры по предупреждению развития осложне-
ний [1]. Авторы предположили, что в случаях, 
когда воспаление не имеет клинической мани-
фестации и  микробиологического подтверж-
дения, можно обнаружить изменения в состо-
янии медиаторов патологического процесса.

Цель: оценить возможность использова-
ния уровней ИЛ-1β, IFN-γ в отделяемом уро-
генитального тракта для прогнозирования 
бесплодия.

Материалы и методы. Исследования прове-
дены у  30 фертильных пациентов (15 мужчин 
и  15 женщин) и  у  93 пациентов, перенесших 
урогенитальную инфекцию (контроль изле-
ченности) или имеющих латентную урогени-
тальную инфекцию (46 мужчин и 47 женщин), 
проходивших обследование в областном кожно-
венерологическом диспансере и областном пе-
ринатальном центре. В исследование включены 
женщины с ненарушенным 28-30 дневным мен-
струальным циклом, цервикальное отделяемое 
забирали для исследования в первую фазу мен-
струального цикла, на 10 день, чтобы избежать 
контаминации компонентами крови или тканей 
эндометрия. Забор материала во  второй фазе 
менструального цикла не  проводился, так как 
во  второй фазе менструального цикла наблю-
дается закономерное повышение концентрации 
ИЛ-1β, IFN-γ и фактора некроза опухоли альфа 
(TNF α), связанное с физиологическим проры-
вом фолликула и  не  отражающего патологи-
ческого процесса [2]. Исследование эякулята 
и цервикального отделяемого включало опреде-
ление ИЛ-1β, IFN-γ иммуноферментным мето-
дом с  использованием наборов «Вектор Бест». 
Результаты обрабатывались методами вариа-
ционной статистики с  использованием пакета 
программ для ПК “Microsoft  Excel”.

Результаты и  обсуждение. У  пациентов 
с  урогенитальным воспалением в  эякуляте 
и цервикальном отделяемом было зарегистри-
ровано одновременное повышение уровней 

ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ КРИТЕРИИ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ 

ВТОРИЧНОГО БЕСПЛОДИЯ

 Жеребятьева О. О.,  Сетко Н. П.,  Михайлова Е. А.,  Киргизова С. Б., 

 Константинова О. Д.,  Кшнясева С. К.,  Махалова Г. О.,  Ляшенко И. Э.

ГБОУ ВПО «Оренбургский государственный медицинский университет» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, Оренбург, Россия

Определен уровень интерлейкинов в  отделяемом урогенитального тракта пациентов 
с латентным воспалением. Выявлены достоверные увеличения уровней ИЛ-1β и IFN-γ, ко-
торые предложено использовать для прогнозирования развития бесплодия.

Ключевые слова: бесплодие, цитокины, прогнозирование.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 379

ИЛ-1β до 38,8 ±3,8 пг/мл (против 27,8±3,1 пг/мл 
у здоровых) и IFN-γ – до 8,1 ± 0,5 пг/мл (про-
тив 5,2 ±0,7 пг/мл). На  момент обследования 
пациентов не  беспокоило отсутствие зача-
тия, но имелись жалобы на дискомфорт в по-
ловых органах, сухость слизистых оболочек, 
слабые непостоянные боли в паховой области 
и  промежности. В  последующем у  37 мужчин 
и 34  женщин развилось вторичное, инфекци-
онно обусловленное бесплодие.

Полученные данные регистрировались 
в  ранние сроки обследования, что позволило 
предположить возможность их использования 
в качестве информативных показателей разви-
тия репродуктивных нарушений. Был разра-
ботан способ прогнозирования формирования 
инфертильности (получен патент РФ), который 
осуществляется следующим образом. Прово-
дятся забор исследуемого материала (эякулята 
у  мужчин, отделяемого цервикального канала 
у женщин) при подозрении на латентное уроге-
нитальное воспаление. Пробы центрифугируют 
при 6000 об/мин в течение 15 мин, отбирают су-
пернатант и проводят необходимые разведения 
образцов с использованием растворов из ком-
плектов наборов для проведения иммунофер-
ментного анализа (ИФА-набор), с  получением 
рабочего разведения анализируемого образца. 
В соответствующие лунки планшетов с иммоби-
лизированныим на внутренней стороне поверх-
ности моноклональными антителами к  ИЛ-1β 
или IFN-γ вносят в дубликатах по 100 мкл каж-
дой калибровочной пробы (стандартные, при-
лагаются к ИФА-набору, используются для по-
строения калибровочного графика), по 100 мкл 
контрольного образца и  по  100 мкл анализи-
руемых образцов в рабочем разведении. План-
шеты инкубируют в  течение 30 мин при тем-
пературе (37 ± 1) °C. По  окончании инкубации 
содержимое лунок удаляют и промывают рабо-
чим промывочным раствором из ИФА-набора, 
после чего в  каждую лунку вносят по  100  мкл 

рабочего раствора конъюгата из  того  же на-
бора, и инкубируют в течение 30 мин при тем-
пературе (37 ± 1) °C. Затем содержимое лунок 
удаляют и промывают рабочим промывочным 
раствором из  ИФА-набора. Во  все лунки вно-
сят по  100  мкл рабочего раствора тетраметил-
бензидина и  инкубируют в  темноте в  течение 
10-15 мин при температуре 18–25 °C. Во все лун-
ки вносят по  100 мкл стоп-реагента, при этом 
содержимое лунок окрашивается в желтый цвет. 
Затем проводят измерение величины оптиче-
ской плотности растворов на фотометре верти-
кального сканирования на длине волны 450 нм. 
В соответствии с калибровочной зависимостью 
определяют массовую концентрацию интерлей-
кина 1 бета в пг/мл и массовую концентрацию 
интерферона гамма в  пг/мл. При содержании 
ИЛ-1β> 38,8 ±3,8 пг/ мл и  одновременном со-
держании IFN-γ > 8,1 ± 0,5 пг/мл прогнозируют 
формирование репродуктивных нарушений.

Заключение. Таким образом, у  пациентов, 
перенесших урогенитальную инфекцию или 
имеющих латентную урогенитальную инфек-
цию с формирующимся вторичным микробно-
обусловленным бесплодием, но  не имеющих 
первичного, эндокринного, аутоиммунного 
или травматического бесплодия, в  секретах 
урогенитального тракта повышается уровень 
ИЛ-1β и  одновременно повышается уровень 
IFN-γ по сравнению со здоровыми фертильны-
ми обследуемыми. Обнаруженные изменения 
можно использовать для раннего выявления 
формирующегося вторичного бесплодия.
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IMMUNOLOGICAL CRITERIA FOR FORECASTING 

THE SECONDARY STERILITY
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Th e interleukin level in discharges from the urogenital tract of patients with a latent infl ammation is 
defi ned. Reliable augmentation in the level of IL-1β and IFN-γ was revealed that is off ered to use for fore-
casting the development of sterility.
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Влияние вредных факторов окружающей 
среды в  период развития репродуктивных 
органов может иметь самые разрушительные 
последствия, как в ближайшие, так и в зрелые 
периоды жизни женщины.

Хлопководство является важнейшей от-
раслью сельского хозяйства южных регионов 
Республики Казахстан (РК), которая в послед-
ние десятилетия испытывает новый подъем. 
Несмотря на многочисленные научные иссле-
дования, до  сих пор остаются неизвестными 
истинные масштабы вредного влияния хло-
рорганических пестицидов на  подрастающее 
поколение.

Учитывая вышеизложенное, целью данного 
исследования явилось изучение особенностей 
физического и полового развития, а также им-
мунного статуса у  девочек-подростков, про-
живающих в хлопкосеющем регионе РК.

Материалы и методы. В исследование были 
включены 524 девочек-подростков в возрасте 
10-17 лет. Все обследуемые девочки прожива-
ли в сельских регионах, т. е. были сопоставимы 
по социально-бытовым и климатогеографиче-
ским факторам. Основную группу составили 
253 девочки, проживающие в  хлопкосеющих 
регионах, где широко применялись хлорорга-
нические пестициды (ДДТ и эндрин). 271 де-
вочка-подросток, не  проживающие в  хлоп-

косеющих районах РК, составили группу 
контроля. Всем им проведена оценка физиче-
ского и полового развития.

У 87 девочек (47 – основная и 40 – контроль-
ная) из  этой группы исследованы цитокины 
в  сыворотке крови: ИЛ-1α, ИЛ-1β, ИЛ-1РА 
и инсулиноподобный фактор роста-1 (ИФР-1) 
в  периферической крови твердофазным им-
муноферментным методом с использованием 
тест-систем «Вектор-Бест» (г. Новосибирск).

Результаты и их обсуждение. Наши иссле-
дования показали, что хлорорганические пе-
стициды оказывают негативное влияние как 
на физическое, так и на половое развитие де-
вочек. Так, отставание по показателям от свер-
стниц отмечалось в динамике увеличения мас-
сы тела в основном в возрасте от 10 до 13 лет 
(р <0,01) и с 15 до 18 лет (р<0,05).

Замедление роста тела при воздействии 
хлорорганических пестицидов отмечалось 
во всех возрастных группах основной группы. 
Быстрый рост длины тела, хотя в  обеих ис-
следуемых группах отмечался в возрасте от 11 
до 12 лет, но в контрольной группе он дости-
гал 9,9 см за год. В основной группе в среднем 
девочки росли до 6,9 см за 1 год, что было мед-
леннее контроля (р<0,01).

У девочек-подростков, проживающих в хлоп-
косеющих регионах, обнаружено запоздалое 

ФИЗИЧЕСКОЕ И ПОЛОВОЕ РАЗВИТИЕ, А ТАКЖЕ 

ЦИТОКИНОВЫЙ СТАТУС У ДЕВОЧЕК-ПОДРОСТКОВ, 

ПРОЖИВАЮЩИХ В ХЛОПКОСЕЮЩИХ РЕГИОНАХ 

КАЗАХСТАНА

 Жумадилова А.1,  Ешимбетова Г. З.2,  Бапаева Г. Б.3

1Международный Казахско-Турецкий университет им. Х. А. Ясави, Туркестан, Казахстан; 
2Ташкентский институт усовершенствования врачей, Ташкент, Узбекистан; 
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Проведено обследование 524 девочек-подростков, из них 253 девочки проживали в зоне 
воздействия пестицидов и  271 девочка (контрольная группа) не  являлись жительница-
ми данного региона. Установлено, что повышение уровня хлорорганических пестицидов 
приводит к повышению продукции ИЛ-1α и ИЛ-1β и снижению ИФР-1, что клинически 
проявляется в отставании физического и полового развития. Эти факторы могут служить 
маркером снижения репродуктивной функции.

Ключевые слова: девочки-подростки, пестициды, физическое и половое развитие, ци-
токины.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 381

половое развитие. Так, если в  контрольной 
группе отмечено начало менструальной функ-
ции с  11,9±0,3 лет, то  в  исследуемой группе 
эти показатели были равны в среднем 13,8± 
0,5 годам.

Исследование характера менструальной 
функции показал, что 80 девочек-подростков 
из 253 обследованных основной группы (31,6%), 
страдают дисменореей. У 51 девочки (20%) об-
наружена олигоопсоменорея и  у  42 девочек 
(16,6%) выявлена первичная аменорея.

Изучение уровня цитокинов в  сыворотке 
крови показало достоверное увеличение про-
воспалительных цитокинов ИЛ-1α и  ИЛ-1β 
у  девочек, проживающих в  зоне воздействия 
пестицидов. В то же время, достоверных раз-
личий между содержанием ИЛ-1 РА между 
группами не обнаружено (р>0,05).

Уровень ИФР-1 в  крови девочек, про-
живающих в  зоне воздействия пестицидов 
был снижен (443,51±41,23 пг/мл), по  сравне-
нию со  сверстницами контрольной группы 
(778,05±30,02 пг/мл) (р<0,001).

Анализ корреляционной зависимости между 
параметрами иммунного статуса и концентра-
цией хлорорганических пестицидов выявил 

среднюю положительную корреляционную 
зависимость не только между уровнем ИЛ-1α 
и ИЛ-1 РА, но и между уровнем ИЛ-1α и со-
держанием ДДТ и  эндрина в  крови (r1=0,393 
и r2=0,324 соответственно)

Таким образом, для девочек, проживающих 
в  зоне воздействия пестицидов, характерно 
отставание в  физическом и  половом разви-
тии. Повышение продукции ИЛ-1α и  ИЛ-1β, 
а также снижение ИФР-1, по всей видимости, 
являются последствием токсического влияния 
хлорорганических пестицидов на  женский 
организм, что подтверждается показателями 
физического и  полового развития девочек-
подростков.
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Th ere were surveyed 524 girls – teenagers, including 253 girls living in the aff ected area with pesticides 
and 271 girls (control group) were not the residents of the region. It was found that the increased levels of 
organochlorine pesticides led to the increased production of IL-1α and IL-1β and reduced IGF-1, which 
was clinically manifested in the delay in physical and sexual development. Th ese factors can serve as a 
marker of reproductive function decline.
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Глутамат представляет собой основной воз-
буждающий нейромедиатор, который отвеча-
ет за  передачу 75% возбуждающих сигналов 
в  головном мозге. Существует два основных 
типа рецепторов, посредством которых осу-
ществляется реализация его биологическо-
го действия: метаботропные (сопряженные 
с  G-белками), а  также ионотропные рецеп-
торы, которые представляют собой активи-
руемые лигандами ионные каналы, состоящие 
из нескольких субъединиц (каинатные рецеп-
торы, АМРА-рецепторы и NMDA-рецепторы). 
В  то  же время глутамат является веществом, 
играющим важную роль в регуляции иммун-
ного ответа, как путем Сa 2+-опосредованных 
механизмов при взаимодействии с ионотроп-
ными рецепторами, которые экспрессируются 
иммунокомпетентными клетками [1, 2], так 
и  метаботропными, через активацию G-бел-
ков, в том числе тирозинкиназы С и, возмож-
но, тирозиновых янус-киназ. Также показано, 
что глутамат играет важную роль в развитии 
T-клеток [3].

В клинической практике существует до-
статочно широкий спектр лекарственных 
препаратов, влияющих на  ионотропные ре-
цепторы и применяющихся для лечения забо-
леваний нервной системы. Однако их влияние 

на  иммунную систему представляется недо-
статочно изученным. В  наших предыдущих 
работах были изучены иммунотоксические 
эффекты бинарного аллостерического ли-
ганда АМРА-рецепторов [4]. Учитывая вы-
шеизложенное, представляется актуальным 
оценить влияние на  иммунную систему ле-
карственных препаратов, применяющихся 
при лечении заболеваний ЦНС, сопровожда-
ющихся когнитивной дисфункцией и  влияю-
щих на NMDA-рецепторы (Мемантин), а так-
же на  синтез белков-переносчиков глутамата 
(Ривастигмин) [5].

В связи с  этим, целью настоящего иссле-
дования являлась морфологическая оценка 
степени повреждающего действия мемантина 
и ривастигмина на тимус крыс при многократ-
ном введении.

Использованные методы. Исследования 
проводились на  SPF-крысах стока Вистар, 
со  средней массой 150–200 г., полученных 
из  лицензированного источника, имеющего 
действующую АААLАС аккредитацию – НПП 
«Питомник лабораторных животных» ФИБХ 
РАН (МО, г. Пущино). Содержание крыс и все 
манипуляции с ними проводились в условиях 
вивария ИФАВ РАН в соответствии с ГОСТ Р 
53434-2009 «Принципы надлежащей лабора-

МОРФОЛОГИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА СТЕПЕНИ 

ПОВРЕЖДАЮЩЕГО ДЕЙСТВИЯ МЕМАНТИНА 

И РИВАСТИГМИНА НА ТИМУС КРЫС 

ПРИ МНОГОКРАТНОМ ВВЕДЕНИИ
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С помощью гистологических методов изучено повреждающее действие мемантина 
и ривастигмина на тимус крыс при многократном введении. Морфологических проявле-
ний токсического воздействия изучаемых препаратов в  отношении лимфоидной ткани 
тимуса при многократном ведении зафиксировано не было. В то же время выявлено уме-
ренное токсическое действие на внутренние органы крыс в дозах 40 мг/кг для мемантина 
и 1,6 мг/ кг для ривастигмина. Дозы 1 мг/кг и 0,16 мг/кг соответственно, являются дозами 
не вызывающими побочных эффектов

Ключевые слова: тимус, субхроническая токсичность, глутаматные рецепторы.
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торной практики» и  утвержденными Стан-
дартными операционными процедурами. 
Животных размещали в  вентилируемых ми-
кроизоляторах типа One Cage (Lab. Products 
inc., США) на  подстиле LIGNOCELBK 8-15 
(JRS, Германия). Все параметры содержания 
животных были стандартизированы и  соот-
ветствовали нормативным документам. Для 
кормления животных использовали стерили-
зованный стандартный гранулированный корм 
«Чара» (SPF-cодержание), производитель  – 
ООО «Мультиторг», автоклавированный при 
121 °C. В качестве питья крысы получали авто-
клавированную очищенную воду. Корм и воду 
животным давали без ограничения.

Мемантин в виде водной суспензии вводи-
ли внутрижелудочно, ежедневно, однократно 
в  течение 30 дней с  помощью специального 
зонда для крыс, в первой половине дня в 2-х 
дозах: 1 и 40 мг/кг. Контрольные животные по-
лучали дисперсионную среду в том же объеме. 
Наивысшая доза в  40 раз превышала суточ-
ную максимальную терапевтическую дозу для 
человека, низшая доза соответствовала макси-
мальной суточной терапевтической дозе для 
человека 1 мг/кг.

Ривастигмин в  виде трансдермальной те-
рапевтической системы наносили на  кожу 
в двух дозах: 0,16 мг/кг и 1,6 мг/кг в течение 
22 дней. Наивысшая доза, 8-ми кратно пре-
вышала терапевтическую дозу для человека. 
Низшая доза 0,16 мг/кг чуть ниже максималь-
но рекомендованной для человека (0.2 mg/kg 
for a 60 kg patient) и незначительно превышала 
недействующую дозу для грызунов (NOAEL in 
rodents and dogs was around 0.11 mg/kg). Кон-
тролем служили животные, получавшие ап-
пликации плацебо.

Каждая группа состояла из 12 особей (6 са-
мок и 6 самцов). Предусмотрено было включе-
ние в группы дополнительно 12 животных для 
наблюдения за  обратимостью, сохранением 
или  же отсроченным проявлением токсиче-
ских эффектов в течение 14 дней после окон-
чания периода введения.

По окончании эксперимента крысы были 
подвергнуты СO2-эвтаназии с  последующим 
обескровливанием путем тотального забо-
ра крови из нижней полой вены. Внутренние 
органы, полученные после вскрытия, взвеши-
вали и  рассчитывали процентное отношение 
массы органа к  массе тела, определенной не-
посредственно перед некропсией. Биоматери-

ал для гистологических и морфометрических 
исследований фиксировали в  10% нейтраль-
ном формалине (pH  7.4). Проводку, залив-
ку, резку и  окраску образцов осуществляли 
по  стандартным методикам с  некоторыми 
изменениями. Для изготовления гистологи-
ческих препаратов использовали автомати-
ческий тканевой процессор Leica ASP 200S, 
систему для заливки тканей Leica EG1160, мо-
торизованный ротационный микротом Leica 
RM 2265, а также аппарат для многоцветного 
окрашивания Leica ST5020 Multistainer (фирма 
Leica, Германия).

Морфологический анализ препаратов и мор-
фометрические измерения проводили с исполь-
зованием световых микроскопов Leica CME 
(Leica, Германия), и  Micros MC100 (XP  5MP) 
(Micros, Австрия)

Основные результаты. При обзорной ми-
кроскопии гистологических срезов тимуса 
патологических изменений, вызванных вве-
дением исследуемых веществ, не  обнаруже-
но. Тимус имеет типичное дольчатое строе-
ние, покрыт тонкой соединительнотканной 
капсулой от  которой вглубь органа отходят 
перегородки. В  центре органа располагаются 
крупные дольки с  хорошо различимым кор-
ковым и  мозговым веществом, а  по  перифе-
рии  – дольки меньшего размера, между ко-
торыми определяется небольшое количество 
жировой ткани. Паренхима органа имеет ти-
пичное строение, граница коркового и мозго-
вого вещества четкая у животных обоего пола 
во всех группах. У самцов представительство 
коркового и  мозгового вещества в  дольках 
тимуса контрольных и  экспериментальных 
групп визуально не  отличается. У  самок, по-
лучавших изучаемые препараты, наблюдается 
некоторая вариабельность этого показателя, 
однако, в целом, строение органа не отличает-
ся от такового у контрольных животных. В па-
ренхиме тимуса у животных всех групп име-
ются единичные дистрофически измененные 
ретикулоэпителиальные клетки, отмечается 
полнокровие сосудов. Частота встречаемости 
выявленных отклонений от нормы одинакова 
во всех группах животных.

В то же время морфологический анализ ги-
стоструктуры остальных внутренних органов 
крыс продемонстрировал наличие призна-
ков токсичности Мемантина в  дозе 40  мг/ кг 
в  отношении головного мозга, почек и  пече-
ни, а введение Ривастигмина в дозе 1,6 мг/кг 
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привело к  появлению отклонений от  нормы 
в  строении почек, печени и  надпочечников. 
Степень выраженности повреждений варьи-
ровала от  слабой до  умеренной. Выявленные 
изменения были обратимыми и  редуцирова-
лись через 14 суток после отмены препаратов.

Заключение. Полученные результаты мо-
гут свидетельствовать о  наличии умеренной 
токсичности у изучаемых препаратов в дозах 
40 мг/кг и 1,6 мг/кг соответственно, в то время 
как применение минимальных не  приводило 
к возникновению патологических отклонений, 
что позволяет их считать дозами не  вызы-
вающими побочных эффектов (NOAEL – no-
observed-adverse eff ects at the lowest dose level). 
Следует отметить, что не было зафиксировано 
морфологических проявлений токсического 
воздействия изучаемых препаратов в отноше-
нии тимуса при многократном ведении. Это 

факт требует дальнейшего изучения с  при-
менением иммуногистохимических методов 
исследований, позволяющих детально оце-
нить влияние лекарственных препаратов этих 
групп на  пролиферацию, дифференцировку 
и апоптоз тимоцитов в условиях длительного 
воздействия.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF TOXIC DAMAGE 

OF RAT’S THYMUS UNDER CONDITION OF PROLONGED 

EXPOSURE OF PHARMACOLOGICAL SUBSTANCES MEMANTIN 

AND RIVASTIGMINE

Zhuchkov S. A.1, Ivanova T. A.2 Koroleva I. V.2 

Vichorev Yu.B.2

1FSBES HPE «Orel state university», medical institute, Orel; 2FSBSS Institute 
of physiologically active compounds RAS, Chernogolovka, Russia

Th e toxicological eff ects of repeated doses of memantine and rivastigmine on the thymus of rats were 
study with histological methods. We are demonstrated that repeated doses of memantine and rivastig-
mine did not show any toxicity eff ects against thymic lymphoid tissue. However moderate toxity eff ects on 
structure internal organs were detected in doses 40 mg/kg for memantine and 1,6 mg/kg for rivastigmine. 
A dose of 1 mg/kg and 0.16 mg/kg respectively, are no-observed-adverse eff ects at the lowest dose level 
(NOAEL)

Keywords: thymus, subchronic toxicity, glutamate receptors.
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Т-регуляторные лимфоциты (Тreg) в насто-
ящее время считаются «истинными супрес-
сорами», угнетающими иммунные реакции, 
как путем контактного взаимодействия с эф-
фекторными клетками, так и через активацию 
индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO). В  ито-
ге эти события вызывают анергию и апоптоз 
Т-эффекторных клеток и  формируют специ-
фическую толерантность к  полуаллогенному 
эмбриону. Транскрипционный фактор FOXP3 
относится к  семейству FOX (Forkhead box) 
и  обеспечивает дифференцировку и  функ-
ционирование Treg. В  то  же время, функ-
циональная активность Treg ассоциирована 
с  поверхностной экспрессией CTLA-4 (цито-
токсический антиген Т-лимфоцитов 4) и GITR 
(глюкокортикоид-индуцируемый TNF-ре цеп-
тор). Во  время беременности происходит 
увеличение пула Treg периферической кро-
ви, однако патологические состояния сопро-
вождаются снижением уровня этих клеток. 
Известно, что трофобластический β1-гли ко-
протеин (ТБГ), воздействуя на  дендритные 
клетки, повышает активность Treg [1]. Кроме 
этого, показано, что ТБГ увеличивает коли-
чество адаптивных Treg в  культуре монону-

клеаров на  модели клеток человека [2]. Ре-
цепторный аппарат ТБГ человека находится 
в  стадии изучения, однако предполагается, 
что ТБГ реализует свои эффекты на  клетки 
иммунной системы через молекулу CD9, ко-
торая относится к надсемейству тетраспони-
нов и  присутствует как на  лимфоцитах, так 
и  на  моноцитах [3]. В  целом, ТБГ обладает 
иммунорегуляторной активностью, и  явля-
ется одним из наиболее информативных мар-
керов формирования и  функционирования 
фетоплацентарной системы.

Цель исследования: изучение влияния ТБГ 
на экспрессию CTLA-4 и GITR на поверхности 
Treg в системе in vitro на модели клеток чело-
века, оценка роли молекул CD9.

Материал и методы. ТБГ человека получа-
ли авторским запатентованным методом [4]. 
В  экспериментах использовали физиологиче-
ские концентрации ТБГ, соответствующие его 
уровню в периферической крови матери в ди-
намике беременности: 1, 10 и 100 мкг/мл. Ис-
следовали периферическую кровь неберемен-
ных женщин репродуктивного возраста (n=6). 
Методом позитивной иммуномагнитной се-
парации («InVitrogen», США) из  суспензии 

ВЛИЯНИЕ ТРОФОБЛАСТИЧЕСКОГО β1-ГЛИКОПРОТЕИНА 

НА ЭКСПРЕССИЮ CTLA-4 И GITR Т-РЕГУЛЯТОРНЫМИ 

ЛИМФОЦИТАМИ. РОЛЬ МОЛЕКУЛ CD9

 Заморина С. А.1,2,  Раев М. Б.1,2,3

1ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь; 2ФГБОУ 
ВПО Пермский государственный национальный исследовательский университет, 

Пермь; 3ФГАОУ ВПО «Уральский федеральный университет имени первого Президента 
России Б. Н. Ельцина», Екатеринбург, Россия

Изучали влияние трофобластического β1-гликопротеина (ТБГ) на экспрессию актива-
ционных маркеров CTLA-4 и  GITR на  поверхности Т-регуляторных лимфоцитов (Treg), 
с оценкой роли молекул CD9 в реализации эффектов. Установлено, что ТБГ (10, 100 мкг/ мл) 
увеличивал количество Treg (CD4+FOXP3+), одновременно стимулируя экспрессию на этих 
клетках CTLA-4 и GITR. Показано, что эффекты, оказываемые ТБГ (100 мкг/мл) на диф-
ференцировку Treg, отменялись в условиях блокады CD9 антителами – в частности, экс-
прессия FOXP3, CTLA-4, GITR. Таким образом, ТБГ способствует дифференцировке CD4+-
клеток в Treg и экспрессии ими активационных маркеров CTLA-4 и GITR, реализуя свои 
эффекты с вовлечением молекул CD9.

Ключевые слова: трофобластический β1-гликопротеин (ТБГ), Т-регуляторные лимфоци-
ты (Treg), CD9.
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мононуклеаров получали CD4+-лимфоциты, 
которые инкубировали с  ТБГ в  плоскодон-
ном 96-луночном планшете в ППС в течение 
72 ч при 37°С и  5% СО2. Для изучения роли 
молекул CD9 применяли немеченые антите-
ла (anti-CD9; «BioLegend», США; 0,5мг/мл), 
которые вносили в  культуру до  ТБГ (5 мин., 
37°С), ряд проб содержал изотипический кон-
троль антител. Блокировали только высокую 
концентрацию ТБГ (100 мкг/мл), поскольку 
ранее мы продемонстрировали ее эффектив-
ность в  отношении Treg [2]. Для индукции 
CD4+-лимфоцитов в  фенотип Treg в  культу-
ры добавляли IL-2 (10 нг/мл, «Sigma», США), 
ФГА (2,5  мкг/мл, «Sigma», США), и  нейтра-
лизующие анти-IFN-g и  анти-IL-4 антитела 
(10 мкг/ мл, «eBioscience», США). После куль-
тивирования оценивали количество Treg как 
процент CD4+FOXP3+ клеток (anti-human 
FoxP3-Per-Cy5; anti-human CD4-FITC). Парал-
лельно оценивали экспрессию CTLA-4 (anti-
human CD152-PE) и GITR (anti-human CD357-
Alexa Fluor 488) в гейте CD4+-лимфоцитов (все 
антитела «eBioscience», США). Проверку ста-
тистических гипотез об отсутствии межгруп-
повых различий осуществляли с помощью не-
параметрического U-критерия Манна-Уитни 
(р<0,05).

Результаты и  обсуждение. Показано, что 
72 ч инкубация ТБГ в высоких концентрациях 
с  CD4+ T-клетками приводит к  достоверному 
повышению количества Treg (CD4+FOXP3+ (%); 
контроль – 3,38±0,72; ТБГ 10 мкг/мл – 6,16±1,70; 
ТБГ 100 мкг/мл  – 8,74±1,38). Одновременно, 
ТБГ в  тех  же концентрациях увеличивал уро-
вень активных Treg, экспрессирующих GITR 
(CD4+GITR+FOXP3+ (%); контроль  – 0,91±0,33; 
ТБГ 10 мкг/мл  – 2,13±0,58; ТБГ 100  мкг/ мл  – 
2,40±0,99). Однако, только высокая (100 мкг/ мл) 
концентрация ТБГ увеличивала экспрессию 
CTLA-4 (CD4+CTLA4+FOXP3+ (%); контроль  – 
2,67±0,75; ТБГ 100 мкг/мл – 4,85±1,23). В то же 
время, низкая концентрация ТБГ (1 мкг/мл) 
не оказывала достоверных эффектов. На фоне 
блокады молекул CD9 антителами стимули-
рующий эффект ТБГ (100 мкг/мл) в  отно-
шении экспрессии FOXP3, CTLA-4 и  GITR 
полностью отменялся, что свидетельствует 
о вовлечении этих рецепторов в реализацию 
сигнала. Относительно недавно показано, что 
активация CD9 вовлекает аденилатциклаз-

ную систему (аденилатциклаза (АЦ) /про-
теинкиназа А  (ПКА) /цАМФ) в  реализацию 
сигнала [5]. В контексте нашего исследования 
важен тот факт, что цАМФ-опосредованная 
передача сигнала в наивных Т-клетках может 
привести к индукции FOXP3. Так как экспрес-
сию FOXP3 под воздействием ТБГ изучали 
на  фоне индукции CD4+-клеток IL-2 и  ФГА, 
то  очевиден некий суммирующий эффект 
сигналов с  разных рецепторов, приводящий 
в итоге к усилению экспрессии FOXP3.

Экстраполируя полученные данные на  си-
туацию in vivo, можно сказать, что во II–III 
триместрах, когда уровень ТБГ значительно 
повышается, этот белок эффективно повы-
шает количество Treg и  его функционал, ас-
социированный с  экспрессией мембранного 
маркера CTLA-4 и  GITR. CTLA-4 накаплива-
ется в лизосомах и секретируется к месту кон-
такта Т-лимфоцита с  антигенпрезентирую-
щей клеткой (АПК) после стимуляции TCR. 
Взаимодействие Treg с  АПК через CTLA-4 
приводит к экспрессии в последних фермента 
IDO и усилению катаболизма триптофана, что 
еще больше усиливает материнско-фетальную 
толерантность. Ранее нами показано, что ТБГ 
усиливает экспрессию IDO в периферических 
моноцитах [2], что формирует дополнитель-
ную стимуляцию Treg. Известно, что связыва-
ние GITR с лигандом на эффекторных клетках 
блокирует их пролиферацию, и ее присутствие 
характеризует функционально зрелые Treg 
с высокой супрессорной активностью. Таким 
образом, ТБГ индуцирует дифференцировку 
Т-лимфоцитов в  Treg и  активирует экспрес-
сию этими клетками CTLA-4 и GITR, вовлекая 
молекулы CD9.
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TROPHOBLASTIC β1-GLYCOPROTEIN EFFECT ON CTLA-4 

AND GITR T-REGULATORY LYMPHOCYTE EXPRESSION. 

THE ROLE OF MOLECULAR CD9
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We studied the eff ect of trophoblastic β1-glycoprotein (PSG) on the surface expression of CTLA-4 and 
GITR activation markers on T-regulatory lymphocytes (Treg), and evaluated the role of CD9 molecules 
in the realization of the eff ects. It was established that PSG (10, 100 μg/ml) increased the number of Treg 
(CD4+FOXP3+), while also stimulating the CTLA-4 and GITR expression on these cells. It is shown that 
the eff ects rendered by PSG (100 μg/ml) on the diff erentiation of Tregs were abolished under CD9 block-
ade by antibodies – in particular, the expression of FOXP3, CTLA-4, GITR. Th us, PSG promotes the dif-
ferentiation of CD4+ into Treg cells and their expression of CTLA-4 and GITR activation markers, while 
realizing the eff ects involving the CD9 molecules.

В числе наиболее актуальных заболеваний 
для населения г. Челябинска и  Челябинской 
области остаются злокачественные новооб-

разования, уровень которых постоянно рас-
тет. В  Челябинской области каждый год зло-
качественные новообразования выявляют 

ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ АЦЕГРАМ-СПРЕЯ 

(СИНТЕТИЧЕСКОГО ПЕПТИДА АКТИВНОГО ЦЕНТРА 

ГМ-КСФ) НА ХАРАКТЕР РЕГЕНЕРАТИВНО-ПЛАСТИЧЕСКИХ 

ПРОЦЕССОВ ШЕЙКИ МАТКИ И МИКРОФЛОРУ ВЛАГАЛИЩА 

ПОСЛЕ ПРОЦЕДУРЫ-ИССЕЧЕНИЯ АНОМАЛЬНОЙ 

ТКАНИ ШЕЙКИ У ЖЕНЩИН С ЦЕРВИКАЛЬНОЙ 

ИНРАЭПИТЕЛИАЛЬНОЙ НЕОПЛАЗИЕЙ

 Зуева Е. Б.1,  Гольцова И. А.1,  Зурочка А. В.1,  Зурочка В. А.1, 

 Мякишев К. И.2,  Зайнетдинова Л. Ф.2
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Были изучены дозозависимые эффекты синтетического пептида активного центра 
ГМ-КСФ на  течение репарационных процессов шейки матки после проведения петлевой 
электроэксцизионной процедуры – иссечения аномальной ткани шейки у женщин с церви-
кальной инраэпителиальной неоплазией (CIN1, CIN2). Исследования показали, что при ши-
роком диапазоне доз (от 10мкг/мл до 80 мкг/мл) синтетический пептид оказывал выражен-
ное репарационное действие на эпителий шейки матки после проведенной электроэксцизии. 
Применение препарата ускоряло процессы заживления примерно в 2-2,5 раза (к 10 суткам, 
в контроле 20-22 сутки), при этом было отмечено отсутствие таких осложнений, как кро-
вотечение, стеноз цервикального канала и снижение количества отделяемого с раневой по-
верхности. При использовании пептида было отмечено отсутствие патогенной и условно-
патогенной флоры влагалища в послеоперационном периоде на раневой поверхности.

Ключевые слова: синтетический пептид, ГМ-КСФ, электроэксцизия, шейка матки, ре-
парация, микрофлора.
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примерно у  13 тысяч человек. За  последние 
40 лет показатель онкозаболеваемости населе-
ния вырос в 8,4 раза. В 2013 году показатели 
онкозаболеваемости на Южном Урале превы-
сили 400 человек на 100 тысяч населения. Ли-
дирующие строчки среди локализаций зани-
мают рак предстательной железы, молочной 
железы, кожи, кишечника, женской половой 
сферы [1]. По  данным Всемирной организа-
ции здравоохранения, больных раком станет 
больше на  70% в  течение следующих 20 лет. 
Ежегодно на планете страшный диагноз «рак» 
получают более 12 миллионов человек, а боль-
ше 7,5 миллионов умирают от него. Рак шейки 
матки занимает первое место среди гинеколо-
гического рака и второе после рака молочных 
желез, как по частоте, так и по преждевремен-
ной гибели женщин в развитых странах в воз-
расте до 50 лет. По данным Международного 
агентства по изучению рака, ежегодно в мире 
регистрируется 371000 новых случаев рака 
шейки матки (РШМ), и 190000 женщин в год 
умирают от этого заболевания [2].

В России показатель заболеваемости РШМ 
в 2011 г. составил 13,70 на 100 тысяч женского 
населения. РШМ относится к наиболее распро-
страненным онкологическим заболеваниям 
органов репродуктивной системы у  женщин, 
и  составляет около 12–20% злокачественных 
новообразований женских половых органов. 
В  структуре заболеваемости органов репро-
дуктивной системы у женщин, рак шейки мат-
ки занимает второе место, уступая лишь раку 
молочной железы. В последние годы отмечена 
тенденция к  росту заболеваемости РШМ  – 
за  период 2001–2011 гг. прирост составил 
26,94%, а среднегодовой темп прироста – 2,35%. 
В  настоящее время отмечается неблагопри-
ятная тенденция роста заболеваемости РШМ 
среди молодых женщин – в возрасте 15-24 лет 
в 4 раза, в возрасте 25-34 года – в 2,5 раза. Сле-
довательно, заболеванию подвержена наибо-
лее активная в  репродуктивном и  социаль-
ном отношении часть женского населения [2]. 
Сложность и многоплановость проблем в этой 
области определяет необходимость поиска 
оптимизации диагностики и  лечения, а  также 
профилактики этих заболеваний.

Реальной профилактикой РШМ является 
ранняя диагностика и своевременное лечение 
предраковых процессов шейки матки, к кото-
рым относят цервикальные инраэпителиаль-
ные неоплазии (CIN).

Этот термин является морфологическим 
и  одновременно клиническим понятием, 
и включает в себя процесс пролиферации кле-
ток с появлением в них атипии, особенно ядер-
ной, с последующим изменением всей струк-
туры эпителия, а также утратой нормального 
строения эпителиальных слоев.

В зависимости от интенсивности пролифе-
рации клеток и  выраженности структурной 
и  клеточной атипии в  слоях эпителия разли-
чают: легкую – (CIN 1), умеренную – (CIN 2) 
и тяжелую – (CIN 3) дисплазию.

Лечение дисплазии ШМ, должно быть ком-
плексным, и  включать в  себя как хирургиче-
ское, так и лекарственное воздействие на ор-
ганизм. Лечебные мероприятия планируются 
индивидуально, и  должны быть направлены 
на  ликвидацию воспалительного процесса 
ШМ и  влагалища, удаление патологически 
измененной ткани, стимуляцию регенерации 
многослойного плоского эпителия и  восста-
новление местного иммунного статуса.

Наиболее широко применяемой методикой 
ведения женщин с  дисплазией ШМ является 
петлевая электроэксцизия. В  ходе этой про-
цедуры происходит иссечение аномальной 
ткани шейки матки электропетлей. Главным 
достоинством данной методики является воз-
можность тотальной гистологической оцен-
ки всего удаленного фрагмента шейки матки, 
но у этого метода есть и недостатки.

Частым осложнением в послеоперационном 
периоде является кровотечение, вследствие от-
хождения струпа. Это возникает в  4,6% всех 
случаев. Стеноз цервикального канала или ок-
клюзия наружного зева составляют от 1 до 5%, 
а также в большинстве случаев может возни-
кать обострение хронических воспалительных 
процессов шейки матки.

Процедура эксцизии в зависимости от объ-
ёма удалённой части шейки матки может ока-
зывать влияние на репродуктивную функцию, 
что немаловажно при лечении женщин репро-
дуктивного возраста.

Все это и  послужило основанием для по-
иска других, более щадящих методов ведения 
пациентов в постоперационном периоде.

Одним из таких подходов может быть при-
менение новых препаратов, обладающих одно-
временно иммуностимулирующими, антибак-
териальными и репарационными свойствами, 
как недавно открытый синтетический пептид 
активного центра ГМ-КСФ [3,4,5].
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Материалы и методы. В исследование были 
включены 126 женщин с  дисплазией шейки 
матки 1,2 и 3 ст. в возрасте от 21 до 44 лет, ко-
торым было показано хирургическое лечение.

Хирургическое лечение проводилось с  ис-
пользованием высокочастотного радиохирур-
гического прибора «Сургитрон» (производ-
ство USA). Для лечения всех пациенток был 
выбран метод петлевой эксцизии объемом 
в пределах здоровых тканей.

Перед проведением хирургического лече-
ния  – радиоволновой эксцизии ШМ  – у  всех 
пациенток провели: сбор гинекологического, 
аллергического и  инфекционного анамнеза, 
а  так  же бактериоскопическое, онкоцитоло-
гическое, кольпоскопическое, молекулярно-
биологическое (ПЦР на ВПЧ, хламидии, уреа-
плазму и микоплазму) исследование.

Для определения клинической эффектив-
ности местного применения р-ра пептида в по-
слеоперационном периоде и  для выявления 
и его оптимальной концентрации, пациентки 
были разделены на 5 групп с целью выявления 
дозозависимых эффектов Ацеграм-спрея:

1 – контрольная  – без применения пепти-
да –10 чел, 2 – с применением 10 мкг/мл р-ра 
пептида – 8 чел, 3 – с применением 20 мкг/ мл 
р-ра пептида  – 9 чел, 4 – с  применением 
40 мкг/ мл р-ра пептида – 11 чел, 5 – с приме-
нением 80 мкг/мл р-ра пептида – 9 чел.

После проведения радиоволновой эксци-
зии шейки матки по  поводу CIN, пациентки 
использовали р-р пептида в виде вагинально-
го спрея в течение 5 дней по 3 впрыскивания 
во влагалище 2 раза в день, что составило при-
мерно 1 мл раствора активного вещества со-
ответственно в каждой группе (концентрации 
указаны выше).

В послеоперационный период женщины на-
ходились под наблюдением 22 дня: осмотр про-
водили на  2-3 день, на  5-7 день, на  10-12  день 
и на 20-22 день.

Критериями эффективности лечения яви-
лись динамические изменения клинических 
симптомов: толщина струпа на  послеопера-
ционной ране, скорость его отторжения, пло-
щадь эпителизации, количественное и  каче-
ственное состояние отделяемого из раны.

Во время осмотров у  пациенток прово-
дились: фотокольпоскопия, были взяты ци-
тологические мазки с  раневой поверхности 
и  со  стенки влагалища, а  также было про-
ведено гистологическое исследование иссе-

ченного фрагмента шейки матки. После вы-
явления оптимальной дозы препарата было 
проведено изучение влияния косметического 
средства Ацеграм-Спрея, где действующим 
веществом является синтетический пеп-
тид активного центра ГМ-КСФ в  разведе-
нии 20  мкг/мл в  послеоперационном перио-
де. У 15 женщин с CIN1 (60%) и у 10 с CIN2 
(40%) были проведены исследования: обзор-
ный мазок на 7 сутки и бактериологический 
посев на 30 сутки. Группа контроля состояла 
из  16  женщин с  CIN1 (53,3%) и  14 женщин 
с диагнозом CIN2 (46,6%).

Результаты и  обсуждение. Исследования 
показали, что в  группах с  использованием 
косметического средства Ацеграм-Спрея, где 
действующим веществом является синтети-
ческий пептид активного центра ГМ-КСФ, 
была отмечена положительная клиническая 
динамика, которая характеризовалась косме-
тическим эффектом, отсутствием кровотече-
ния после отторжения струпа и заживлением 
послеоперационной раны уже к  7-10 суткам; 
при этом было отмечено отсутствие воспа-
лительного процесса, как в  шейке матки, так 
и во влагалище.

Таким образом, местная терапия с исполь-
зованием косметического средства Ацеграм-
Спрея, где действующим веществом является 
синтетический пептид активного центра, по-
зволила сократить сроки заживления в  сред-
нем на  15-20 дней, предотвратить развитие 
таких осложнений послеоперационного пери-
ода, как кровотечение вследствие отхождения 
струпа, обострение хронических воспалитель-
ных процессов шейки матки и  образование 
стеноза шейки матки. Оптимальная доза пре-
парата составила 20 мкг/мл по предложенной 
схеме лечения.

После местного применения (орошения) 
у женщин с CIN1 и CIN2 косметическим сред-
ством Ацеграм-Спрей, в разведении 20 мкг/мл 
в послеоперационном периоде при микроско-
пии было отмечено изменение следующих по-
казателей: снижение количества слущенного 
эпителия, снижение эритроцитов и уменьше-
ние количества слизи. Все это отмечалось при 
значительном снижении количества лейкоци-
тов, и это свидетельствует о выраженном анти-
микробном действии синтетического пептид-
ного активного центра ГМ-КСФ на процессы 
воспаления и регенерации шейки матки в по-
слеоперационном периоде.
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Проведенное бактериологическое исследо-
вание у женщин после применения косметиче-
ского средства Ацеграм-Спрея, (действующие 
вещество синтетический пептид активного 
центра ГМ-КСФ в  разведении 20 мкг/мл) по-
казало, что на  30 сутки после операционного 
воздействия и лечения препаратом отмечаются 
значительные изменения вагинальной микро-
флоры у  женщин с  CIN1 и  CIN2. После лече-
ния пептидом у женщин практически до нормы 
восстанавливалась нормальная микрофлора 
(лактобактерии, бифидобактерии, бактероиды) 
и  значительно уменьшалась обсемененность 
условно-патогенной микрофлорой, в  первую 
очередь, кокковой флоры, гарднерелл, мико-
плазм и  клостридий по  сравнению с  группой, 
находящейся на  традиционном лечении. Воз-
можно, такая нормализация микрофлоры свя-
зана, с одной стороны, с  антибактериальными 
эффектами пептида, а  с  другой, – усилением 
функциональной активности гранулоцитов, об-
ладающих высоким антибактериальным потен-
циалом и, в первую очередь, в отношении кокко-
вой и  условно-патогенной грамотрицательной 
флоры. Такое комбинированное воздействие 
способствует более быстрому очищению эпито-
па от патогенной и условно-патогенной флоры, 
которая увеличивается в постоперационном пе-
риоде у женщин после электроэксцизии шейки 
матки, находящихся на традиционной терапии.

Таким образом, сочетание ранее используе-
мых методов и новых подходов в ведении по-
стоперационного периода дает возможность 
снизить бактериальные осложнения, так ча-
сто встречающиеся при проведении петлевой 
электроэксцизии. При новом подходе ведения 
пациентов отсутствует формирование рубцо-
вой ткани, был получен более короткий период 
репарационных процессов (7-10 дней), сохра-
нена анатомическая целостность шейки мат-
ки, гормональная и  репродуктивная функции 
у  женщин молодого возраста. Все это опреде-
ляет целесообразность использования синте-
тического пептида активного центра ГМ-КСФ 
(АЦЕГРАМ – спрея) в практическом здравоох-
ранении при лечении больных CIN1, CIN2.
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EFFECT OF ACEGRAM-SPRAY (SYNTHETIC PEPTIDE OF THE GM-CSF

ACTIVE CENTER) ON REGENERATIVE AND PLASTIC PROCESSES OF 

UTERINE CERVIX AND VAGINAL MICROFLORA AFTER ABNORMAL 

CERVICAL TISSUE EXCISION IN WOMEN WITH A CERVICAL DYSPLASIA

Zuyeva E. B.1, Goltsova I. A.1, Zurochka A. V.1, Zurochka V. A.1, 

Myakishev K. I.2, Zaynetdinova L. F.2

1Federal Budgetary Public Institution of Science Institute of Immunology and Physiology of the Ural Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg; 2Federal Public Budgetary Educational Institution of 
Higher Education “Southern Ural State University” (National Research University), Chelyabinsk, Russia

Th e dose-dependent eff ects of the synthetic peptide of the GM-CSF active center on the course of 
repair and plastic processes of a uterine cervix aft er loop electroexcision procedure – resection of abnor-
mal cervical tissue in women with a cervical intraepithelial neoplasia (CIN1, CIN2) were analyzed. It was 
demonstrated that within a wide range of doses (from 10 mkg/ml to 80 mkg/ml) this synthetic peptide 
had the expressed repair eff ect on the uterine cervical epithelium aft er an electroexcision, accelerating the 
healing processes approximately twice (by 10 days, in control 20-22 days), and as a consequence, the lack 
of such complications as wound-induced bleeding and marked secretion from a wound surface was ob-
served. When using this peptide the lack of pathogenic and opportunistic vaginal fl ora on a wound surface 
was noted in the postoperative period.

Key word: synthetic peptide, GM-CSF, electroexcision, uterus cervix, repair, microfl ora.
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Привычный выкидыш является многофак-
торной патологией, что объясняет сложность 
в поиске причин и  методов лечения, направ-
ленных на  сохранение беременности. В  50% 
случаев этиология остается не установленной, 
в основе ее, по всей видимости, лежат наруше-
ния в иммунной системе [1].

Цель исследования  – оценить содержание 
наивных клеток и Т-клеток памяти на систем-
ном уровне в  популяциях цитотоксических 
Т-лимфоцитов и Т-хелперов при угрожающем 
привычном выкидыше.

Материалы и  методы. Клинически было 
обследовано 116 женщин в  сроке гестации 
до 10 недель. Контрольную группу состави-
ли 34  женщины с  неосложненной угрозой 
прерывания беременности, основную груп-
пу – 82 женщины с угрожающим привычным 
выкидышем. В  зависимости от  проводимой 
терапии основная группа пациенток была под-
разделена на 2 подгруппы: I подгруппа (n=42) 
получала только базовую сохраняющую те-
рапию; II подгруппа (n=40) – базовую сохра-
няющую терапию в комплексе с  транскрани-
альной электростимуляцией (ТЭС-терапией). 
Для проведения ТЭС-терапии использовали 
аппарат «Трансаир-05» (регистрационное удо-
стоверение № ФСР 2010/07062). Сеансы про-
водились в течение 8-10 дней, продолжитель-
ностью 30 минут. У всех пациенток основной 

группы перед данной беременностью отмеча-
лось наличие подряд двух и более самопроиз-
вольных прерываний беременностей до 12 не-
дель. Иммунологически было обследовано 
38  пациенток основной группы, которые не-
зависимо от  вида проведенной сохраняющей 
терапии были подразделены на 2 подгруппы: 
1 подгруппа (n=24) – без рецидива угрожаю-
щего выкидыша во  втором триместре бере-
менности; 2 подгруппа (n=24) – с рецидивом 
угрожающего выкидыша.

Методом трехцветной проточной цитофлю-
орометрии в периферической венозной крови 
определяли содержание наивных клеток – Tn 
(CD45RA+CD62L+), центральных клеток памя-
ти – Tcm (CD45RA-CD62L+), претерминально-
дифференцированных – Tem (CD45RA-CD62L-) 
и терминально-дифференцированных – Temra 
(CD45RA+CD62L-) клеток памяти в  популя-
циях цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+, 
ЦТЛ) и  Т-хелперов (CD4+, Th ) на  проточном 
цитофлюориметре FACSCantoII в  программе 
FACSDiva (Becton Dickinson, США).

Результаты. По  частоте выявления кли-
нических признаков угрозы прерывания бе-
ременности достоверных различий между 
подгруппами основной группы выявлено 
не  было. Тянущие боли внизу живота и/или 
боли в  пояснично-крестцовой области на-
блюдались у  90,5% пациенток I подгруппы 

ОСОБЕННОСТИ СОДЕРЖАНИЯ НАИВНЫХ КЛЕТОК 

И Т-КЛЕТОК ПАМЯТИ В ПОПУЛЯЦИЯХ Т-ХЕЛПЕРОВ 

И ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ ПРИ РЕЦИДИВЕ 

УГРОЖАЮЩЕГО ПРИВЫЧНОГО ВЫКИДЫША

 Иваненкова Н. И.,  Борзова Н. Ю.,  Сотникова Н. Ю., 

 Мишарина Л. В.

ФГБУ «ИвНИИ МиД им. В. Н. Городкова» Минздрава России, Иваново, Россия

Проведена оценка содержания наивных клеток и Т-клеток памяти в популяциях CD4+ 
и CD8+ лимфоцитов в подгруппах женщин с рецидивом и без рецидива угрожающего при-
вычного выкидыша во втором триместре беременности. Установлено достоверное повы-
шение Тem в  популяции ЦТЛ в  подгруппе пациенток с  повторной угрозой прерывания 
по сравнению с аналогичным показателем в подгруппе без рецидива угрожающего выки-
дыша, что позволило разработать способ прогнозирования рецидива угрожающего выки-
дыша во втором триместре у женщин с привычным невынашиванием.

Ключевые слова: привычный выкидыш, Т-клетки памяти.
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и  90,0% пациенток II  подгруппы. Кровяни-
стые выделения из  половых путей наблюда-
лись у 31,0% беременных I подгруппы и 35,0% 
беременных II подгруппы. Сочетание вышео-
писанных симптомов наблюдалось у  21,4% 
женщин I подгруппы и 25,0% женщин II под-
группы. На  фоне применения комплексного 
лечения в сочетании с ТЭС-терапией тянущие 
боли внизу живота и/или боли в пояснично-
крестцовой области купировались в  среднем 
через 2-3 (2,33±0,08) дня, кровянистые выделе-
ния из половых путей – через 2 (2,0±0,11) дня. 
Однако в подгруппе с традиционным лечени-
ем аналогичные симптомы угрозы прерыва-
ния исчезли в более поздние сроки (тянущие 
боли – через 4,63±0,12 дня, кровянистые вы-
деления – через 3,88±0,12 дня, р<0,001 в обо-
их случаях).

Повторно угроза прерывания беременности 
(во втором триместре) достоверно чаще встре-
чалась у пациенток I и II подгрупп по сравне-
нию с показателями группы контроля (57,5%, 
33,3%, 0,0% соответственно, p<0,01 в  обоих 
случаях), и у пациенток I подгруппы по срав-
нению с беременными II подгруппы (p<0,05). 
Угроза преждевременных родов достоверно 
чаще по  сравнению с  контрольной группой 
встречалась у женщин исследуемых подгрупп 
основной группы (I подгруппа – 29,4%, II под-
группа  – 28,6%, контрольная группа  – 0,0%, 
p<0,05 в обоих случаях), без достоверных раз-
личий между подгруппами.

Признаки плацентарной недостаточности 
(изменение структуры плаценты, ее утолще-
ние или истончение, многоводие или малово-
дие, задержка роста плода при ультразвуко-
вой фетометрии, нарушение гемодинамики 
по  данным ультразвуковой допплерометрии) 
достоверно чаще диагностировались у  бе-
ременных с  традиционной сохраняющей 
терапией (41,2%) по  сравнению с  контроль-
ной группой (23,5%, p<0,05) и  пациентками, 
получавшими комплексное лечение с  ТЭС-
терапией (28,6%, p<0,05).

При анализе содержания Tn, Tcm, Tem, 
Temra в популяции периферических Th у жен-
щин основной группы без рецидива и  с  ре-
цидивом угрожающего выкидыша во  втором 
триместре статистически значимых отличий 
выявлено не  было (р>0,05 во  всех случаях). 
При оценке уровня наивных клеток, цен-
тральных, претерминально- и  терминально-
дифференцированных клеток памяти в попу-

ляции ЦТЛ в подгруппе женщин с рецидивом 
угрожающего выкидыша во втором триместре, 
нами выявлено достоверное повышение содер-
жания Тem клеток в популяции CD8+ лимфоци-
тов по сравнению с показателями женщин без 
рецидива угрожающего выкидыша (р<0,001). 
Достоверных различий в содержании Tn, Tcm, 
Temra в  популяции ЦТЛ между подгруппами 
выявлено не было. На основании полученных 
данных был разработан способ прогнозирова-
ния рецидива угрожающего выкидыша путем 
определения относительного процентного со-
держания CD45RA–CD62L– в популяции CD8+ 
лимфоцитов после проведенного лечения 
угрозы прерывания беременности, и  при его 
значении более 23,9% прогнозируют возник-
новение угрожающего выкидыша во втором 
триместре у  женщин с  привычным невына-
шиванием в анамнезе (приоритетная справ-
ка № 2015102235 от  26.01.2015). Точность 
способа  – 89,2%, чувствительность  – 92,3%, 
специфичность – 88,3%.

Таким образом, использование ТЭС-тера-
пии в  комплексном лечении привычного не-
вынашивания беременности приводит к более 
быстрому купированию симптомов угрозы 
прерывания, к уменьшению развития ослож-
нений беременности (снижению частоты не-
вынашивания беременности, плацентарной 
недостаточности).

Развитие повторной угрозы прерывания 
во  втором триместре беременности незави-
симо от терапии характеризуется изменением 
дифференцировки Т-клеток памяти, в частно-
сти увеличением содержания претерминально-
дифференцированных эффекторных клеток 
памяти в популяции цитотоксических Т-лим-
фоцитов. Данное повышение, вероятно, связа-
но с недостаточной стабилизацией барьерной 
функции плаценты и  повышенным уровнем 
антигенов плодового происхождения в крово-
токе матери. Рост уровня эффекторных клеток 
памяти может способствовать повторному 
развитию цитотоксических реакций в  отно-
шении плаценты и плода, и рецидиву угрожа-
ющего выкидыша во втором триместре бере-
менности.
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FEATURES OF THE MAINTENANCE OF NAIVE CELLS 

AND T-MEMORY CELLS IN POPULATIONS OF T-HELPER 

AND CYTOTOXIC T-LYMPHOCYTES AT RECURRENCE 

OF THE MENACING HABITUAL ABORTION
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Th e assessment of the content of naive and memory T-cells in populations of CD4+ and CD8+ lym-
phocytes in the subgroups of women with recurrence and without recurrence of the menacing habitual 
abortion in the second trimester of pregnancy was carried out. Signifi cant increase in the population 
of CTL Tem cells in the subgroup of patients with repeated threat of interruption in comparison with a 
similar indicator in subgroup without recurrence of the menacing abortion was determined that allowed 
to develop a method for predicting the relapse of threatening abortion in the second trimester in women 
with recurrent pregnancy loss.

Key words: recurrent abortion, T-cells memory.

Главным фактором в  развитии здорового, 
полноценного плода, является здоровой образ 
жизни, причем не только во время беременно-
сти, но и до её наступления, на этапе планиро-
вания. От качества этого мероприятия зависит 
не  только успех самого зачатия, но  развитие 
самой беременности, родов и  здоровья ре-
бенка на  протяжении всей его дальнейшей 
жизни [2, 4]. Рождение детей с  врожденной 
патологией является универсальным ответом 
организма женщины на  любое неблагополу-
чие внешней и  внутренней среды и  многие 

другие факторы [1, 3]. Установить истинную 
причину этого не  всегда удается. Углублен-
ное изучение особенностей репродуктивного 
здоровья в результате воздействия различных 
факторов может явиться ключом для устране-
ния возможных причин врожденной патоло-
гии при последующих беременностях.

Целью данного исследования явилось изу-
чение факторов риска рождения детей с врож-
денными расщелинами губы и неба для разра-
ботки индивидуального подхода к  стратегии 
проведения корригирующих мероприятий 

РОЛЬ ИММУНОКОРРИГИРУЮЩЕЙ ТЕРАПИИ 

В ПРЕГРАВИДАРНОЙ ПОДГОТОВКЕ ЖЕНЩИН, 

ИМЕВШИХ В АНАМНЕЗЕ ДЕТЕЙ С ПОРОКАМИ 

ЧЕЛЮСТНО-ЛИЦЕВОЙ ОБЛАСТИ
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Проводили обследование 75 женщин, родивших детей с пороками челюстно-лицевой 
области. У них было выявлено иммунодефицитное состояние, глубина которого зависела 
от влияния тератогенных факторов. В прегравидарную подготовку была предложена схема 
лечения с включением иммунокорригирующей терапии. Анализ проведенного исследования 
показал, что в результате проведенного лечения из 75 женщин 68 родили детей без пороков.

Ключевые слова: пороки челюстно-лицевой области, иммунодефицитное состояние, 
прегравидарная подготовка.
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и профилактики развития врожденных поро-
ков челюстно-лицевой области.

Материалы и методы исследования. Нами 
были обследованы 186 женщин, имевших де-
тей с врожденными расщелинами губы и неба 
(ВРГН). Для анализа причины развития врож-
денных пороков были изучены клинико-ана-
мнестические данные и  проведены имму-
нологические исследования этих женщин. 
20 женщин, не имевшие в анамнезе развитие 
врожденных пороков, составили контроль-
ную группу. Иммунологические исследования 
проводились у  75 женщин, с  изучением суб-
популяционной структуры (CD3, CD4, CD8, 
CD16, CD20) лимфоцитов периферической 
крови (ПК) методом флуоресцентной микро-
скопии с  помощью моноклональных антител 
серии LT (ТОО «Сорбент», Москва, Россия) 
и уровня про- и противовоспалительных ци-
токинов (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ) мето-
дом иммуноферментного анализа с использо-
ванием тест-систем ООО «Цитокин» (С-Пб, 
Россия). Статистическую обработку данных 
проводили с  помощью программного пакета 
Statistica 5.1. Для анализа различий применяли 
t-критерий Стьюдента.

Результаты и  их обсуждение. Исследова-
ния показали, что частота развития врожден-
ных пороков в Бухарской области составляет 
7,8%. В  структуре врожденных пороков рас-
щелина губы и  неба регистрируется в  18,9% 
случаев. Было выявлено, что в  Навойинской 
области на  620 новорожденных приходится 
1 случай рождения ребенка с ВРГН (λ=1,62). 
В  Бухарской области  – на  890 новорожден-
ных  – 1  случай рождения ребенка с  ВРГН 
(λ=1,12). Левосторонние расщелины встре-
чались в  2  раза чаще, чем правосторонние, 
у мальчиков в 2,5 раза чаще, чем у девочек.

У детей с врождёнными расщелинами верх-
ней губы и нёба в Бухарской области преобла-
дали наиболее тяжелые формы – врождённые 
расщелины нёба  – в  среднем, 39,35%, и  ком-
бинированные расщелины верхней губы, 
альвеолярного отростка, твёрдого и  мягкого 
неба – в среднем, 34,92%. У этих детей выяв-
лена высокая соматическая заболеваемость, 
которая выше среднего значения заболевае-
мости по Республике.

Проведенные иммунологические исследо-
вания показали, что у женщин, родивших мла-
денцев с врожденной расщелиной губы и неба, 
параметры иммунной системы достоверно 

различались по сравнению с данными женщин, 
родивших детей без патологии. Было выявлено, 
что у женщин, родивших детей с ВРГН и имев-
ших контакт с  ксенобиотиками, уровень IL-4 
в 1,5 раза был ниже, а IL-6 – в 1,7  раза выше, 
чем у  женщин, родивших детей без пороков 
(P<0,01). У женщин с наличием инфекционно-
го анамнеза уровень лимфоцитов с рецептором 
к  апоптозу повышен в  1,6 раза (P<0,01), кон-
центрация IFNγ и IL-10 – снижены в 1,5 раза 
(P<0,05). У женщин с сочетанными тератоген-
ными факторами наблюдается достоверное 
снижение уровня CD3+- и  СD4+-лимфоцитов 
(P<0,01), повышение числа киллерных клеток 
и провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-1β, 
IL-6) (P<0,01).

Таким образом, проведенный анализ пока-
зал, что основными тератогенными факторами 
в развитии ВПЧЛО являются факторы, загряз-
няющие окружающую среду (25,8%), инфекци-
онный анамнез в сочетании с воспалительными 
заболеваниями (22,0%), наследственная отя-
гощенность (15,0%), лекарственные средства, 
обладающие тератогенным действием (16,1%), 
а  также сочетанное действие тератогенных 
факторов (21,0%). Иммунная система меняется 
в  зависимости от  разнообразных и  специфи-
чески различающиеся тератогенных факторов, 
на  которые организм отвечает повышением 
частоты развития внутриутробных аномалий 
плода в виде расщелины губы и неба.

По результатам изучения распространен-
ности, структуры, факторов риска развития 
пороков челюстно-лицевой области и  имму-
нологических исследований была разработана 
концепция профилактики врожденных поро-
ков челюстно-лицевой области, которая по-
зволила снизить их развитие.

Прегравидарная подготовка у  женщин, 
на  которых оказывалось воздействие ксено-
биотиков, проводилась с  включением имму-
нокорригирующего препарата Актиос на фоне 
приема фолиевой кислоты. В этой группе по-
ложительным результатом было рождение 
здоровых детей у 85,4% женщин.

В группе женщин с отягощенным инфекци-
онным анамнезом прегравидарная подготовка 
включала прием противовирусных препара-
тов на  фоне приема фолиевой кислоты. Эф-
фективность данной схемы лечения  – 73,0% 
женщин родили здоровых детей.

В группе женщин, на которых оказывалось 
сочетанное действие тератогненых факторов, 
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таких как контакт с  ксенобиотиками, отяго-
щенная наследственность, в  прегравидарную 
подготовку включали: фолиевую кислоту, им-
мунокорригирующий препарат Актиос. При 
наличии ТОРЧ-инфекций – противовирусные 
препараты. В этой группе эффективность лече-
ния – 61,1% женщин родили здоровых детей.

Таким образом, разработанная программа 
профилактики врожденных пороков челюст-
но-лицевой области в  зависимости от  вида 
тератогенных факторов, научно обоснован-
ная результатами исследования, явилась эф-
фективным инструментом для применения 

лечения женщин репродуктивного возраста 
в  целях снижения частоты ВПЧЛО в  Бухар-
ской области.
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OF WOMEN WITH A HISTORY OF CHILDREN WITH MALFORMATIONS 

OF THE MAXILLOFACIAL AREA

Inoyatov A. Sh., Sharopov S. G., 1Musakhodzhayeva D.A., 

Mukhsinova L. A.

Bukhara Medical Institute; 1Institute of Immunology, Academy of Sciences of Uzbekistan, 
Bukhara, Tashkent, Uzbekistan

Th ere was conducted a survey of 75 women, who gave birth to children with malformations of the 
maxillofacial area. Th ere has been identifi ed the immunodefi ciency, the extent of which depended on the 
infl uence of teratogens. In pregravid training there was off ered the treatment regimen with including of 
immunotherapy. Th e analysis of the study showed that as a result of the treatment, 75 women gave birth 
to 68 children without defects.

Key words: malformations of the maxillofacial area, immunodefi ciency, pregravid training.

ЗАВИСИМОСТЬ ФЕНОТИПА ЭНДОМЕТРИАЛЬНЫХ 

МАКРОФАГОВ ОТ ИХ ЛОКАЛИЗАЦИИ У ПАЦИЕНТОК 

С ЛЕЙОМИОМОЙ

 Кирсанов А. Н.,  Малышкина А. И.,  Воронин Д. Н., 

 Нагорный С. Н.,  Анциферова Ю. С.

ФГБУ «Ивановский НИИ материнства и детства им. В. Н. Городкова» 
Минздрава России, Иваново

Установлено, что в эндометрии, локализованном в непосредственной близости от опу-
холи, снижено содержание «классических» CD14highCD16– макрофагов и повышен уровень 
«промежуточных» CD14highCD16low макрофагов. В тех случаях, когда структура миоматоз-
ного узла по данным МРТ была однородной, в эндометрии, находящимся под этими узла-
ми, резко повышалось содержание «неклассических» макрофагов, а у тех пациенток, у ко-
торых в ткани миомы были выявлены участки выраженной дегенерации, в эндометрии, 
прилегающем к миоматозному узлу, наблюдалось увеличение макрофагов «промежуточ-
ного» типа.

Ключевые слова: лейомиома, эндометрий, макрофаги, фенотип
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Лейомиома, представляющая собой добро-
качественную опухоль миометрия, относится 
к наиболее распространенным гинекологиче-
ским заболеваниям [1]. Традиционно счита-
ется, что эстрогены и  прогестерон являются 
главными факторами, участвующими в разви-
тии и росте миоматозных узлов в мышечной 
стенке матки, однако данные последних лет 
указывают на важную роль других механизмов, 
в частности иммунных, в патогенезе лейомио-
мы [1]. Установлено, что увеличение размеров 
миомы матки сопровождается значительным 
повышением синтеза в  ткани опухоли боль-
шого числа провоспалительных цитокинов, 
хемокинов и  факторов роста [1], что позво-
лило выдвинуть гипотезу о непосредственной 
связи патогенеза миомы матки с хроническим 
иммунным воспалением. В пользу этого пред-
положения свидетельствуют данные о  том, 
что усиленная продукция провоспалительных 
цитокинов в  миоматозных узлах прямо кор-
релирует с инфильтрацией опухолевой ткани 
макрофагами [2]. Кроме того, в строме эндо-
метрия, находящегося в  непосредственной 
близости от  миоматозных узлов, также была 
выявлена усиленная инфильтрация макрофа-
гами [3]. Можно предположить, что пул тка-
невых макрофагов, в том числе и эндометри-
альных, играет важную роль в формировании 
специфического микроокружения в матке, ко-
торое способствует развитию и быстрому ро-
сту миомы. Однако до сих пор характер функ-
ционирования эндометриальных макрофагов 
при лейомиоме остается малоизученным. Нет 
данных о взаимосвязи между уровнем актива-
ции тканевых макрофагов и  особенностями 
структуры самого миоматозного узла. В связи 
с этим, целью нашего исследования было уста-
новить особенности содержания макрофагов 
с  различным уровнем мембранной экспрес-
сии CD14 и  CD16 молекул (CD14highCD16–, 
CD14highCD16low, CD14lowCD16high) в  эндоме-
трии пациенток с лейомиомой в зависимости 
от места локализации эндометрия и от струк-
туры ткани опухоли для уточнения иммунных 
механизмов роста миомы. Было проведено об-
следование биоптатов эндометриальной ткани 
22 пациенток с  лейомиомой матки больших 
размеров (диаметр узла более 7  см). У  каж-
дой пациентки эндометрий забирался из двух 
мест – в проекции миоматозного узла и с про-
тивоположной стенки матки. Эндометрий 
10  здоровых фертильных женщин использо-

вался в  качестве контроля. Всем пациенткам 
с миомой матки проводилось МРТ исследова-
ние органов малого таза с оценкой количества 
миоматозных узлов, их расположения и опре-
делением сигнальных характеристик узлов 
(узлы с различными типами дегенераций, ти-
пичные миомы без дегенерации, лейомиомы 
клеточного типа). Исследования выполнялись 
на магнитно-резонансном томографе GE Signa 
HDxt c индукцией магнитного поля 1,5 Тл. 
Выделение популяции мононуклеарных кле-
ток (МНК) из  эндометрия проводили стан-
дартным безферментативным методом с  по-
следующим центрифугированием в градиенте 
плотности фиколл-урографина. Мембранную 
экспрессию CD14 и CD16 молекул оценивали 
с  помощью моноклональных антител (мАТ) 
в  макрофагальном гейте (Beckman Coulter, 
USA) методом проточной цитометрии на при-
боре FACSCanto II (Becton Dickinson, USA). 
Анализ результатов проводили в  программе 
FACSDiva (Becton Dickinson, USA). По нашим 
данным, мембранная экспрессия CD16 моле-
кул в пуле макрофагов, выделенных из эндо-
метрия, находящегося вдали от миоматозного 
узла, не отличалась значительно от показате-
лей контрольной группы. Для макрофагов, 
инфильтрирующих эндометрий, локализован-
ный в непосредственной близости от опухоли, 
было характерно значительное снижение пула 
так называемых «классических» макрофагов, 
имеющих фенотип CD14highCD16–, с  одновре-
менным повышением макрофагов «промежу-
точного» типа, с  фенотипом CD14highCD16low. 
Согласно данным последних лет, популяция 
моноцитов/макрофагов является гетероген-
ной по ко-экспрессии на их поверхности моле-
кул CD14 и CD16. Пул «классических» CD16-
негативных макрофагов, основной функцией 
которых является фагоцитоз, характеризуется 
высоким уровнем экспрессии хемокиновых 
рецепторов, молекул адгезии, продукцией 
цитокинов и  хемокинов в  ответ на  ЛПС, что 
определяет их важную роль в регуляции вос-
палительных процессов [4]. Макрофаги «про-
межуточного» типа рассматриваются многими 
авторами как клетки, находящиеся на  пере-
ходной стадии между «классическими» и «не-
классическими» пулами. Но  есть мнение, что 
они обладают повышенной способностью 
к  продукции IL-1β и  TNFα в  ответ на  ЛПС 
и являются маркерами хронического и остро-
го воспаления [4]. Аккумуляция макрофагов 
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«промежуточного» типа в  эндометрии, ло-
кализованным в  непосредственной близо-
сти от  миоматозного узла, вероятно, может 
определять формирование воспалительного 
микроокружения, благоприятного для раз-
вития и роста опухоли. При проведении диф-
ференцированного анализа субпопуляций 
эндометриальных макрофагов в зависимости 
от характеристики ткани миомы, полученной 
при поведении МРТ, было установлено, что 
в тех случаях, когда структура узла была одно-
родной, близкой по  характеристикам к  мио-
метрию, в эндометрии, находящимся под этим 
узлом, резко повышалось содержание «не-
классических» CD14lowCD16high макрофагов. 
У  тех пациенток, у  которых в  ткани миомы 
были выявлены участки выраженной дегене-
рации и имелись признаки геморрагии, в эн-
дометрии, прилегающем к миоматозному узлу, 
наблюдалось увеличение макрофагов «про-
межуточного» типа. По  данным литературы, 
«неклассические» макрофаги обладают пре-
имущественно регуляторными свойствами, 
снижают экспансию «классических» моноци-
тов и Т-лимфоцитов, стимулируют ангиогенез 
и процессы репарации, связанные с выработ-
кой компонентов внеклеточного матрикса [4]. 
Как известно, миома состоит из гладкомышеч-
ных клеток и  большого количества внекле-

точного матрикса [1]. Согласно полученным 
нами данным, в  непосредственной близости 
от  узлов однородной структуры доминирует 
активность «неклассических» макрофагов, об-
ладающих способностью к индукции синтеза 
коллагена, фибронектина и других компонен-
тов внеклеточного матрикса. Рядом с опухоле-
вой тканью, имеющей признаки дегенерации 
и  геморрагии, находились преимущественно 
макрофаги «промежуточного» фенотипа, ассо-
циированные с воспалением. Таким образом, 
результаты нашего исследования позволяют 
говорить о  том, что активность эндометри-
альных макрофагов, локализованных вблизи 
от миоматозного узла, соотносится с процес-
сами, происходящими непосредственно в тка-
ни опухоли.

(Работа поддержана грантом РФФИ № 15–
04–05042)
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DEPENDENCE OF ENDOMETRIAL MACROPHAGES’ PHENOTYPE 

ON THEIR LOCALIZATION IN PATIENTS WITH LEIOMYOMAS

Kirsanov A. N., Malyshkina A. I., Voronin D. N., 

Nogornii S. N., Antsiferova Yu.S.

V. N. Gorodkov Federal State Research Institute 
of Maternity and Childhood, Ivanovo, Russia

It was found that the endometrium localized with neighboring leiomyomas nodule is characterized 
by the decrease of the amount of classical CD14highCD16– macrophages and the increase of the level of in-
termediate CD14highCD16low macrophages. In cases when myomas’ structure was homogenous according 
to MRI data, the level of non-classical macrophages was signifi cantly increased in the endometrium with 
neighboring leiomyoma, whereas in patients with degenerating lieomyomas the elevation of the interme-
diate type of macrophages was noted in the endometrium with neighboring nodule.
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В настоящее время известно, что около 
80% ранее необъяснимых случаев повторных 
потерь беременности связано с  нераспознан-
ными иммунологическими нарушениями [1]. 
Согласно данным литературы, при вовлече-
нии иммунных механизмов в  патогенез мно-
гократных ранних потерь беременности, шанс 
успешного вынашивания без терапии после 
трех выкидышей составляет 30%, после четы-
рех – 25%, после пяти – 5% [2, 3].

Цель исследования: оценить показатели гу-
морального иммунитета и  неспецифических 
фактов защиты в ранние сроки беременности, 
наступившей в  результате ЭКО, в  зависимо-
сти от ее исхода.

Материал и  методы. Проведено иммуно-
логическое обследование 60 женщин с  бере-
менностью, наступившей в  результате ЭКО, 
подразделенных на две группы, в зависимости 
от  ее исхода: 1-я группа – 48 женщин, про-
грамма ЭКО которых завершилась наступле-
нием беременности и закончилась срочными 
родами; 2-я группа – 12 женщин после успеш-
ной процедуры ЭКО, беременность которых 
прервалась в сроке до 12 недель. Группу срав-
нения составили 28 женщин со спонтанно на-
ступившей беременностью, завершившейся 
рождением живого здорового ребенка.

Исследование проводили после подтверж-
дения факта наступления прогрессирующей 
беременности (в  сроке 5–6 недель) с  помо-
щью УЗИ и  определения содержания β-ХГЧ 
в  сыворотке крови. Количественное опреде-
ление уровней сывороточных иммуноглобу-
линов классов A, M, G проводили методом 
радиальной иммунодиффузии в агаровом геле 
по G. Mancini et al. (1965). Концентрацию цир-
кулирующих иммунных комплексов (ЦИК) 
оценивали по методу V. J. Haskova et al. (1978) 
в  модификации Ю. А. Гриневич (1981). Опре-
деление уровня комплемента (СН50) сыво-
ротки крови проводили методом титрования 
по  50% гемолизу по  Л. С. Резниковой (1967). 
Результаты оценивали в  условных единицах 
гемолитической активности. Оценку про-
дукции внутриклеточных цитокинов IFN-γ 
и  IL-4 Т-лимфоцитами осуществляли мето-
дом проточной лазерной цитофлуориметрии 
на анализаторе «FACS Calibur» фирмы «Becton 
Dickinson» (США) с  использованием набо-
ров моноклональных антител того  же произ-
водителя. Уровень IFN-γ и  IL-4 в  сыворотке 
крови определяли методом ИФА с  помощью 
реагентов ЗАО «Вектор-Бест» (Россия). Ста-
тистическую обработку данных проводили 
с  использованием пакета прикладных про-

ОЦЕНКА ФАКТОРОВ ГУМОРАЛЬНОГО И ВРОЖДЕННОГО 

ИММУНИТЕТА ЖЕНЩИН, ПРЕРВАВШИХ 

БЕРЕМЕННОСТЬ В РАННИЕ СРОКИ ГЕСТАЦИИ ПОСЛЕ 

ЭКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО ОПЛОДОТВОРЕНИЯ

 Кожекина Ю. Н.,  Ремизова И. И.,  Чистякова Г. Н., 

 Газиева И. А.

ФГБУ «НИИ ОММ» Минздрава России, Екатеринбург, Россия

Проведена оценка гуморального иммунитета и  неспецифических фактов защиты 
в  ранние сроки беременности 48 женщин, программа ЭКО которых завершилась на-
ступлением беременности и  закончилась срочными родами и  12 женщин после ЭКО, 
беременность которых прервалась в сроке до 12 недель. Особенностью пациенток с не-
благоприятным исходом беременности после процедуры ЭКО является увеличение 
процентного содержания индуцированных CD3+IFN-γ+ -клеток, повышение значения 
индекса поляризации (CD3+IFN-γ+/CD3+IL-4+) и снижение метаболической активности 
нейтрофилов при стимуляции.

Ключевые слова: экстракорпоральное оплодотворение, прерывание беременности, 
цитокины.
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грамм «Statistica for Windows 6.0». Данные 
представляли в виде медианы (Mе), верхнего 
(Р25) и  нижнего (Р75) квартилей. Определе-
ние межгрупповых различий осуществляли 
с  помощью непараметрического U-критерия 
Манна-Уитни (уровень значимости различий 
принимали р≤0,017).

Результаты и обсуждение. Все обследован-
ные женщины были сопоставимы по возрасту, 
акушерско-гинекологическому анамнезу. Зна-
чимых различий в содержании сывороточных 
иммуноглобулинов у  женщин сравниваемых 
групп не  выявлено, за  исключением пациен-
ток 1-й группы, у  которых содержание IgG 
на  уровне тенденции превышало показатели 
группы сравнения (13,63 (11,0–16,0) г/л про-
тив 11,13 (10,5–13) г/л, р1–3=0,028). Показатель 
общей комплементарной активности системы 
комплемента (СН50) у  всех обследованных 
женщин был в  пределах допустимых значе-
ний и  статистически значимо не  отличался. 
Отмечалось статистически значимое сниже-
ние уровня ЦИК у женщин 1-й группы с (40,0 
(27,0–53,5) у. е. против 65,0 (47,25-84,75) у. е. 
3-й группы р1–3=0,008), что свидетельствует 
об адекватной элиминации антигенов плодо-
вого происхождения из материнского кровоо-
бращения. Другим гуморальным фактором 
врожденного иммунитета, оказывающим су-
щественное влияние на пролонгирование бе-
ременности, является продукция цитокинов. 
При оценке содержания цитокин-продуци-
рую щих клеток в спонтанном тесте было уста-
новлено, что в сроке 5–6 недель беременности, 
количество Т-лимфоцитов, продуцирующих 
IFN-γ и  IL-4 у  всех обследованных женщин, 
статистически значимо не  отличалось. От-
носительное количество стимулированных 
Т-лим фоцитов, экспрессирующих IFN-γ у па-
циенток 1-й группы не  отличалось от  анало-
гичных параметров у женщин со спонтанной 
беременностью 5,96 (4,21–8,63)% против 6,13 
(4,24–8,51)%, а  уровень экспрессии IL-4 был 
статистически значимо выше (6,09 (4,31–
9,04)% против 5,25 (3,10–6,33)%, р1–3=0,002). 
У пациенток с неблагоприятным исходом бе-
ременности содержание стимулированных 
CD3+IFN-γ+- и CD3+IL-4+-клеток в 1,7 и 1,2 раза 
превышало значения у  группы сравнения 
(10,62 (4,93-17,77) и 6,51 (5,29–9,77)%, р2–3=0,01 
и  р2–3=0,006 соответственно), что указывало 
на значимый функциональный резерв иммун-
ной системы в отношении синтеза, как провос-

палительных, так и регуляторных цитокинов. 
Известно, что при патологически протекающей 
беременности не  происходит активации им-
мунной системы в направлении синтеза цито-
кинов Th 2-типа, которые и оказывают модули-
рующее влияние на Th 1-зависимый иммунный 
ответ. Усиленная продукция цитокинов Th -1 
типа и сниженная – цитокинов Th -2 типа мо-
жет приводить к нарушению дифференциров-
ки и инвазии трофобласта с развитием угрозы 
прерывания беременности [4]. Необходимо от-
метить, что, несмотря на отсутствие снижения 
количества клеток, экспрессирующих IL-4, со-
отношение популяций, продуцирующих про- 
и  противовоспалительные цитокины в  этой 
группе женщин, было статистически значимо 
выше аналогичных значений у пациенток 1-й 
и  3-й групп (1,58 (1,14–2,01) у. е. против 0,91 
(0,67–1,20) у. е., соответственно, р1–2=0,012, 
р2–3=0,017). Уровень регуляторного IL-4 в  сы-
воротке крови у  пациенток 1-й и  2-й групп 
был существенно ниже показателей у женщин 
со  спонтанной беременностью (0,65 (0,21–
1,13) пг/мл и 0,13 (0,12–0,86) пг/мл против 1,90 
(1,42–2,83) пг/мл, р1–3=0,01, р2–3=0,017).

Заключение. Таким образом, иммунологи-
ческие исследования показали, что у всех жен-
щин после ЭКО в ранние сроки беременности 
отмечается увеличение содержания стимули-
рованных Т-клеток, экспрессирующих IL-4, 
сопровождающееся снижением уровня сы-
вороточного IL-4. Особенностью пациенток 
с  неблагоприятным исходом беременности 
после процедуры ЭКО является увеличение 
процентного содержания индуцированных 
CD3+IFN-γ+ -клеток, повышение значения ин-
декса поляризации (CD3+IFN-γ+/CD3+IL-4+) 
и  снижение метаболической активности 
нейтрофилов при стимуляции, у  пациенток 
с благоприятным исходом – снижение уров-
ня ЦИК.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Сотникова Н. Ю. Бюллетень Сибирского отде-
ления Российской академии медицинских наук. 
Приложение. – 2008. – № 1. – С. 69-74.

2. Радзинский В. Е., Димитрова В. И., Майско-
ва И. Ю. Неразвивающаяся беременность  – М.: 
ГЭОТАР-Медиа, 2009. – 200 с.

3. Polgar B., Nagy E., Mikor Er., Var-ga P., Szekeres J. 
Barthor Biol. Reprod. –2004. –71. – P.1699-1705.

4. Говалло В. И. Иммунология репродукции. – М., 
1987. –304 с.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Иммунология репродукции и онтогенеза400

EVALUTION OF HUMORAL AND INNATE IMMUNITY FACTORS 

IN WOMEN WITH PREGNANCY TERMINATION IN THE EARLY 

GESTATION AFTER IN VITRO FERTILIZATION

Kozhekina J. N., Remizova I. I., Chistyakova G. N., Gazieva I. A.

Mother and Child Care Ural Research Institution of Russia Public Health Ministry, 
Yekaterinburg, Russia

Th e evaluation of humoral immunity and nonspecifi c evidence of protection in early pregnancy of 48 
women who completed the IVF program for pregnancy and birth in time and 12 women aft er IVF, whose 
pregnancy was terminated in the period up to 12 weeks, was carried out. Th e pattern of patients with 
adverse pregnancy outcomes aft er IVF is the induced increase in the percentage of CD3+ FN-γ+ -cells, 
elevation of the polarization index (CD3+IFN-γ+/CD3+IL-4+) and decrease in the metabolic activity of 
neutrophils upon stimulation.

Keywords: in vitro fertilization, abortion, cytokines.

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА ПЕРЕФЕРИЧЕСКИХ 

Т-ЛИМФОЦИТОВ ПРИ ЭКСТРАКОРПОРАЛЬНОМ 

ОПЛОДОТВОРЕНИИ

 Кудряшова А. В.,  Мишарина Л. В.,  Астраух Н. В., 

 Васильева И. А.,  Полумискова Е. В.,  Воронцов Д. М.

Федеральное государственное бюджетное учреждение «Ивановский научно-
исследовательский институт материнства и детства имени В. Н. Городкова» 

Министерства здравоохранения Российской Федерации, Иваново, Россия

Методом проточной цитофлюориметрии в периферической крови исследовали содер-
жание наивных клеток (Tn), центральных (Tcm), претерминально- (Tem) и терминально-
дифференцированных (Temra) клеток памяти в  популяциях CD4+ и  CD8+ лимфоцитов 
женщин с трубно-перитонеальным бесплодием в динамике программы ЭКО, беременных 
в 1 триместре гестации и небеременных доноров. Вне беременности для всех женщин, не-
зависимо от эффективности ЭКО, был характерным высокий уровень Temra в популяции 
CD8+ клеток. После проведения индукции суперовуляции у женщин с бесплодием эффек-
тивность ЭКО ассоциировалось с повышением уровня CD4+ Tn, неэффективность – с по-
вышением содержания Temra в популяциях CD8+ и CD4+ клеток.

Ключевые слова: Т-лимфоциты, наивные клетки, клетки памяти, ЭКО.

В настоящее время накоплены многочислен-
ные данные о характере гормональной регуля-
ции иммунных реакций, в том числе при бе-
ременности. Нарушение тех или иных звеньев 
в  сложной цепочке иммунорегуляции часто 
ассоциируется с возникновением патологиче-
ских процессов в системе мать-плацента-плод 
и  бесплодием [1]. В  связи с  этим, исследуя 
особенности иммунных реакций при экстра-
корпоральном оплодотворении (ЭКО) следу-
ет учитывать исходное состояние иммунной 
и эндокринной систем женщины, а также ха-

рактер влияния проводимой индукции супе-
ровуляции на состояние врожденного и адап-
тивного иммунитета. Кроме того, изменение 
уровня эстрогенов во  время беременности 
вызывает транзиторную инволюцию тимуса, 
характеризующуюся снижением его массы 
и клеточности в результате истощения попу-
ляции кортикальных лимфоцитов [2]. В то же 
время, иммунная система женщины подверга-
ется длительному воздействию факторов, спо-
собных вызывать развитие специфического 
иммунного ответа. Все эти факты позволили 
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нам предположить наличие особого характера 
дифференцировки Т-лимфоцитов от  состоя-
ния наивных клеток до формирования пулов 
клеток памяти.

Целью проведенного исследования было 
установить особенности содержания наи-
вных клеток (Tn), центральных (Tcm), пре-
тер минально-дифференцированных (Tem) 
и  тер минально-дифференцированных (Temra) 
клеток памяти в популяциях периферических 
Т-хел перов (CD4+) и цитотоксических Т-лим-
фоцитов (CD8+) у женщин, участвующих в про-
грамме ЭКО.

Материалом для исследований служила 
периферическая венозная кровь 50 женщин. 
Из  них 20 соматически здоровых неберемен-
ных женщин с реализованной репродуктивной 
функцией (доноры); 20 женщин, с  самостоя-
тельно наступившей беременностью, обследо-
ванных в 5 недель гестации, с неосложненным 
течением гестационного процесса на  всем ее 
протяжении (контрольная группа), а  также 
17 пациенток, проходивших лечение методом 
ЭКО в  отделении вспомогательных репро-
дуктивных технологий ФГБУ «Ивановский 
на  учно-исследовательский институт материн-
ства и  детства имени В. Н. Городкова» Минз-
драва России. Из  17 обследованных женщин 
у 10 женщин в результате ЭКО наступила бе-
ременность. Забор крови у  женщин в  группе 
с  ЭКО проводился трижды: до  вступления 
в программу ЭКО, на фоне индукции суперо-
вуляции и на 14 день после переноса эмбриона. 
Критериями включения пар в  исследование 
было: трубно-перитонеальный фактор бес-
плодия, возраст женщины не более 35 лет, нор-
мальный овариальный резерв, число предше-
ствующих неудачных циклов ЭКО не более 2.

Методом трехцветной проточной цитоф-
люориметрии в  популяциях CD4+ и  CD8+ 
лимфоцитов исследовали содержание наи-
вных клеток (CD62L+CD45RA+), центральных 
(CD62L+CD45RA–), претерминально-диф-
фе ренцированных (CD62L–CD45RA–) и тер-
ми нально-дифференцированных (CD62L–

CD45RA+) клеток памяти на  цитометре FACS 
Canto II с использованием программного обе-
спечения FACSDiva (Becton Dickinson, США). 
Статистическая обработка данных проводи-
лась с  использованием программы Microsoft  
Excel из комплекта Microsoft  Offi  ce 2000.

Результаты проведенных исследований по-
казали, что вне беременности группы с  ЭКО, 

независимо от исхода, в популяции Th  не имели 
достоверных различий в содержании наивных 
клеток и  клеток памяти, находящихся на  раз-
личных этапах дифференцировки, по  сравне-
нию с показателями у группы доноров. До ЭКО 
в  популяции CD8+ лимфоцитов в  обеих груп-
пах уровень Temra был достоверно повышен 
(p<0,05 при неэффективном ЭКО и p<0,001 при 
эффективном ЭКО), а уровень Tem был снижен 
(p<0,01 при неэффективном ЭКО и p<0,001 при 
эффективном ЭКО) по  сравнению с  показате-
лями доноров. Все перечисленные показатели 
не  имели достоверных различий в  двух груп-
пах с ЭКО до индукции суперовуляции. После 
индукции суперовуляции в группе с эффектив-
ным ЭКО было выявлено только достоверное 
снижение уровня CD4+ Tcm (p<0,05) на  фоне 
тенденции к повышению содержания CD4+ Tn 
по сравнению с исходными значениями данных 
показателей. В  группе с  неэффективным ЭКО 
индукция суперовуляции вызывала (на  уров-
не выраженной тенденции) повышение уровня 
CD4+ Tem и Temra, CD8+ Temra, на фоне сниже-
ния содержания CD4+ и  CD8+ Tcm по  сравне-
нию с исходным уровнем. Причем уровень CD8+ 
Tcm в  группе с  неэффективным ЭКО был до-
стоверно снижен по сравнению с показателями 
при эффективном ЭКО (p<0,01). Обследование 
женщин, проведенное после наступления бере-
менности, показало, что успешное ЭКО и насту-
пление беременности сочетались с тенденцией 
к  повышению уровня Tn в  обеих популяциях 
CD4+ и CD8+ лимфоцитов, и снижением уровня 
CD4+ Tcm, по сравнению с исходным уровнем 
вне беременности, а также с достоверным уве-
личением уровня Tem клеток и снижением Tcm 
в популяции CD4+ клеток (p<0,05 в обоих слу-
чаях), по  сравнению с  показателями женщин, 
у  которых беременность наступила самостоя-
тельно. Как показывают многочисленные ис-
следования, эффективность ЭКО определяется 
особенностями состояния иммунной системы 
женщин [4]. Результаты наших собственных ис-
следований свидетельствуют о не менее важном 
компоненте для эффективности ЭКО  – адек-
ватном ответе на  гормональную стимуляцию. 
По  нашим данным, для всех женщин с  ЭКО 
был характерен высокий уровень тер минально-
дифференцированных клеток памяти в популя-
ции CD8+ клеток, что, возможно, определялось 
наличием хронического инфекционного про-
цесса при трубном бесплодии. Благоприятный 
исход ЭКО отмечался в тех случаях, когда уже 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Иммунология репродукции и онтогенеза402

на этапе индукции суперовуляции рос уровень 
наивных CD4+ лимфоцитов, а  впоследствии, 
после наступления беременности, возрастал 
и уровень CD8+ Tn клеток. Аналогичное повы-
шение уровня наивных CD4+ и CD8+ клеток мы 
отмечали в  1  триместре неосложненной бере-
менности [5], вероятно, в результате роста уров-
ня наивных Treg. Неблагоприятный исход ЭКО 
ассоциировался с повышением после индукции 
суперовуляции не  только уровня CD8+ Temra, 
но  и  терминально-дифференцированных кле-
ток памяти в популяции Т-хелперов.
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DIFFERENTIATION OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES 

DURING IN VITRO FERTILIZATION

Kudryashova A. V., Misharina L. V., Astraukh N. V., Vasilyeva I. A., 

Polumiskova E. V., Vorontsov D. M.

V. N. Gorodkov Federal State Research Institute of Maternity and Childhood, Ivanovo, Russia

Th e level of the naïve (Tn), central (Tcm), preterminal (Tem) and terminally-diff erentiated (Temra) 
memory cells in the populations of CD4+ and CD8+ peripheral blood lymphocytes of women with tubal 
factor of infertility in the dynamic of the IFV program, pregnant women in the fi rst trimester of the 
gestation and non-pregnant donors was estimated by fl ow cytometry. In the group of women with tubal 
infertility before the IFV program onset the high level of Temra in the population of CD8+ cells was seen. 
Aft er the induction of the superovulation in women with tubal infertility the IVF success was associated 
with the elevation of the amount of CD4+ Tn, and IVF failure – with the increase of the amount of Temra 
in the populations of CD4+ and CD8+ cells.

НИЗКОИНТЕНСИВНОЕ ЛАЗЕРНОЕ ИЗЛУЧЕНИЕ 

В КОРРЕКЦИИ ДИСФУНКЦИЙ ФАКТОРОВ ВРОЖДЕННОГО 

ИММУНИТЕТА У ЖЕНЩИН С МИКОПЛАЗМЕННОЙ 

ИНФЕКЦИЕЙ

 Летяева О. И.,  Гизингер О. А.,  Зиганшин О. Р., 

 Нефедьева Ю. В.,  Прокопьев Д. С.

ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» 
Минздрава России, кафедра дерматовенерологии, Челябинск, Россия

Применение лазера низкой интенсивности в составе комплексной терапии у пациен-
ток с воспалительными заболеваниями, ассоциированными с микоплазмами, показало 
высокую клинико-иммунологическую эффективность, о  чем свидетельствует норма-
лизация уровня секреторной активности нейтрофильных гранулоцитов и разрешение 
симптомов воспаления.

Ключевые слова: низкоинтенсивный лазер, микоплазменная инфекция.

Вопросы терапии воспалительных заболе-
ваний репродуктивной системы женщин име-

ют статус актуальной научной и клинической 
проблемы. Несмотря на то, что U. urealyticum, 
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U. parvum и  M. hominis относятся к  условно-
патогенным микроорганизмам, частота их 
выявления у женщин с воспалительными за-
болеваниями мочевыводящих путей состав-
ляет от 18 до 50% при отсутствии облигатных 
патогенов, что свидетельствует об их этиоло-
гической значимости в развитии патологиче-
ского процесса. Клинически чаще всего это 
проявляется уретритом (37-51%), цервицитом 
(27-56%) [1, 2]. Одной из причин, позволяющих 
реализовать патогенный потенциал условно-
патогенных микроорганизмов, являются на-
рушения в системе врожденного иммунитета 
на  уровне репродуктивной системы. Одним 
из методов коррекции дисфункций локальных 
факторов противоинфекционной защиты яв-
ляется использование физиотерапевтических 
методов, в  частности низкоинтенсивного ла-
зерного излучения [3, 4].

Цель: изучение влияния низкоинтенсивно-
го лазерного излучения на факторы врожден-
ного иммунитета репродуктивной системы 
женщин с микоплазменной инфекцией.

Материалы и  методы. В  исследование во-
шло 94 пациентки с  воспалительным про-
цессом репродуктивного тракта. Материалом 
для выявления микоплазм служили соскобы 
из  цервикального канала, исследование про-
водилось методом ПЦР в  режиме реального 
времени. Всем проведены иммунологические 
и  микробиологические исследования церви-
кального секрета. Пациентки были разделены 
на две группы: 1 группа 54 женщины, которым 
помимо стандартной антибактериальной те-
рапии была проведена лазеротерапия, 2 груп-
па состояла из 40 женщин, получавших только 
базисную терапию. Базисная схема включала: 
джозамицин по 500 мг три раза в день № 10. Ле-
чение больных с применением лазеротерапии 
осуществлялось на  аппарате «Мустанг-2000». 
Мощность лазерного излучения на  выходе 
излучателя составляло не менее 30 мВт, плот-
ность мощности – 10 мВт/см2, длина волны – 
0,632 мкм. Сеансы проводились в амбулатор-
ных условиях, согласно «Санитарным нормам 
и  правилам устройства и  эксплуатации лазе-
ров» № 5804-91. Лечение проводили с  помо-
щью полостной насадки, на которую предва-
рительно надевался презерватив, экспозиция 
10 минут. Курс лечения состоял из 10 проце-
дур. Контрольную группу составили 50 жен-
щин, отобранных при профилактических 
осмотрах. Материалом для исследования мест-

ного иммунитета репродуктивного тракта слу-
жила цервикальная слизь. Все исследования 
проводились в соответствии с существующи-
ми нормативными документами. Полученные 
результаты исследований были подвергнуты 
обработке методами вариационной статисти-
ки с  помощью пакета прикладных программ 
«Statistica for Windows».

Результаты и  обсуждение. В  группе боль-
ных, получавших комплексную терапию, кли-
ни ко-лабораторная эффективность терапии 
составила 98,1%. В группе пациенток, получав-
ших только базисную терапию, этот показатель 
составил 90%. Характер изменений факторов 
врожденного иммунитета показал отчетливое 
снижение количества нейтрофильных гра-
нулоцитов, повышение их функциональной 
активности, что проявлялось повышением 
активности в НСТ-тесте, усилением активно-
сти и  интенсивности фагоцитоза, усилением 
выработки секреторных продуктов, в частно-
сти дефенсинов, BPI, лактоферрина. У  паци-
енток, получавших только базисную терапию, 
эти показатели были значительно ниже, чем 
в группе, где был использовано НИЛИ. Мож-
но предположить, что это связано со  стиму-
ляцией локализованных в гранулах цитоплаз-
мы ферментов, таких как NADPH-оксидаза, 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа. Кроме того, 
это обстоятельство может свидетельствовать 
и об изменении функциональной активности 
мембранного аппарата фагоцитов под дей-
ствием низкоинтенсивного лазера [2]. Дина-
мическое наблюдение показало совпадение 
клинического улучшения течения заболева-
ния с  нормализацией иммунологических по-
казателей. Возможно, что по  мере освобож-
дения организма от патогена остаётся больше 
возможностей для активации системы мест-
ного иммунитета репродуктивного тракта.

Вывод: НИЛИ в  терапии воспалительных 
процессов, ассоциированных с  микоплазма-
ми, способствует разрешению клинических 
симптомов и восстановлению иммунологиче-
ской реактивности репродуктивной системы.
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Th e application of low intensity laser in the complex therapy of patients with infl ammatory diseases as-
sociated with Mycoplasma, showed high clinical and immunological effi  cacy, as evidenced by normalization 
of the secretory activity of neutrophil granulocytes and resolution of the symptoms of infl ammation.
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В норме тимус, как первичный орган им-
мунной системы, отвечает за развитие Т-лим-
фоцитов, формирование рециркулирующего 
пула этих клеток и создает оптимальные усло-
вия для антигеннезависимой дифференциров-
ки Т-лимфоцитов [4, 5].

Тимус играет жизненно важную роль в эм-
бриональном периоде и сразу после рождения. 
У людей он имеет максимальную массу в воз-
расте 1 года, после чего начинается возрастная 

инволюция, и  ежегодно происходит потеря 
около 3% активной ткани тимуса.

Тимус чрезвычайно чувствителен к различ-
ным внешним и  внутренним воздействиям. 
Нарушение его структуры, и, как следствие, 
функции при действии многих стрессорных 
факторов (ишемия, гипоксия, облучение, 
вирусная и  бактериальная инфекция и  т. д.) 
может определить дефектное состояние им-
мунной системы в  целом, что особенно про-

ОСОБЕННОСТИ СТРОЕНИЯ ТИМУСА В РАННИЙ

 ПЕРИОД ПОСТНАТАЛЬНОГО ОНТОГЕНЕЗА У ДЕТЕЙ 

С ВРОЖДЕННЫМ ПОРОКОМ СЕРДЦА

 Логинова Н. П.,  Четвертных В. А.,  Хромцова Г. А.

ГБОУ ВПО Пермский государственный медицинский университет 
им. академика Е. А. Вагнера Минздрава России, Пермь, Россия

Представлены результаты исследования тканей тимуса у детей с ВПС. В течение года 
жизни (1 мес., 6 мес., 11 мес.) в органе развивается комплекс иммуноморфологических пе-
рестроек. Изменение в состоянии эпителиальной стромы приводило к образованию в коре 
телец Гассаля. С  ними тесно контактировали дендритные клетки (S-100+), выявляемые 
диффузно в пределах коры. На протяжении всего возрастного периода в цитоплазме кор-
ковых тимоцитов наблюдали стойкое увеличение антиапоптотического белка Bcl-2. Таким 
образом, изменение в состоянии ретикулоэпителиальной стромы может повлиять на эта-
пы развития корковых тимоцитов, что отразиться на качестве формирования адаптивного 
иммунитета у данной категории больных детей.

Ключевые слова: тимус, дендритные клетки, эпителиоретикулоциты, дети, врожден-
ный порок сердца.
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является в  детском возрасте. По  данным ли-
тературы, дети с врожденным пороком сердца 
(ВПС) часто подвержены различным заболе-
ваниям, в  связи с  имеющимся у  них иммун-
ным дисбалансом [1].

В патогенезе данного заболевания лежит ме-
ханизм нарушения системной гемодинамики, 
ведущего к  развитию тканевой гипоксии, что 
нарушает функцию органов и тканей, являясь 
одной из причин развития акцидентальной ин-
волюции тимуса. Вопрос об иммуноморфоло-
гическом статусе тимуса на этапе постнаталь-
ного онтогенеза в  условиях циркуляторной 
гипоксии, обусловленной врожденными поро-
ками сердца, на сегодня остается нерешенным.

Цель работы – изучить особенности стро-
ения тимуса у  детей в  течение первого года 
жизни на фоне врожденного порока сердца.

Материалы и  методы. Исследование про-
ведено на биоптатах тимуса (n=42), получен-
ных во  время операций от  детей, в  возрасте 
до  11  мес., при коррекции врожденных по-
роков сердца. Тимэктомия проводилась в со-
ответствии с  существующей хирургической 
практикой Федерального краевого центра сер-
дечно-сосудистой хирургии г. Перми. Иссле-
дования проводили согласно Хельсинской Де-
кларации ВМА 2000 г. и протоколу Конвенции 
Совета Европы о правах человека и биомеди-
цине 1999 г. Критериями включения явилось 
наличие добровольного согласия на  обследо-
вание со стороны законных представителей не-
совершеннолетних детей. Исследование прово-
дил в возрастной динамике: 1 месяц, 6 месяцев, 
11 месяцев жизни.

В патогенезе большинства ВПС лежит ме-
ханизм нарушения системной гемодинамики, 
вызывающий цианоз слизистых и кожных по-
кровов, такие клинические проявления отно-
сятся к порокам синего типа. Тимусы изучали 
от детей с ВПС синего типа (тетрада Фалло; ано-
малия Эбштейна; транспозиция магистраль-
ных сосудов). В  качестве группы сравнения, 
исследованы тимусы от  случайно погибших 
детей (n=8).

Биоптаты тимуса фиксировали в 10% ней-
тральном формалине на  фосфатном буфере 
(рН 7,2). Оценка морфофункционального со-
стояния тканей тимуса проводили с помощью 
окрашивания срезов гематоксилином-эози-
ном. Иммуногистохимический анализ со-
стояния клеток проводили моноклональны-
ми антителами (Daco, США): 1) CD68  – для 

идентификации макрофагов; 2) S-100  – для 
выявления дендритных клеток; 3) виментин 
(vimentin)  – для идентификации клеток ме-
зенхимального происхождения.

Полученные результаты обработаны с  по-
мощью пакета Statistica 6,0. Для статистическо-
го анализа использовались непараметрические 
критерии. За статистически значимые результа-
ты принималась величина ошибки р=0,05.

Результаты и  обсуждение. В  тимусах при 
ВПС синего типа на протяжении всего срока 
исследования (1мес – 6 мес – 11 мес) развива-
ется комплекс морфологических перестроек. 
На фоне циркуляторной гипоксии в органе уже 
с  1 месяца определяются признаки наруше-
ния кровообращения с  явлениями гемостаза 
в кровеносных сосудах, кровоизлияний и диа-
педеза в окружающие ткани. В этих участках 
и во всех зонах дольки всегда верифицируют-
ся макрофаги (CD68+). Наиболее интенсивно 
они накапливаются в пределах глубокой зоны 
коры. В  междольковых перегородках наблю-
дается развитие жировой ткани. И если в 1 мес 
адипоциты (vimentin+) представлены одиноч-
ными скоплениями, то к 11 мес доля жировой 
ткани (vimentin+) значительно увеличивается, 
врастая в дольки и тем самым замещает часть 
площади субкапсулярной зоны. В этих местах 
существенно нарушается структура паренхи-
мы субкапсулярной зоны. Адипоциты и сосу-
ды лежат в окружении S-100 позитивно окра-
шенных дендритных клеток, которые к 11 мес 
интенсивно накапливаются в  междольковых 
перегородках.

В пределах коры на  1 месяце верифициру-
ются дистрофически измененные эпителио-
ретикулоциты. Тела этих клеток увеличены 
в объеме, имеют неправильную форму и при-
знаки дистрофических изменений. Ядра часто 
отечны и имеют неровности контура. К 11 мес 
от  субкапсулярной зоны до  мозгового веще-
ства большая часть эпителиоретикулоцитов 
находится уже на  стадии гибели. Начиная 
с  1  месяца, в  пределах коркового вещества 
идет трансформация ретикулоэпителиальных 
клеток в тельца Гассаля, что совершенно не ха-
рактерно для нормального тимуса. Они выяв-
ляются диффузно, находясь на разных стадиях 
формирования. С тимическими тельцами тес-
но контактируют своими отростками дендрит-
ные клетки (S-100+), одновременно сообщаясь 
и с тимоцитами. Большая часть S-100 положи-
тельно окрашенных клеток диффузно присут-
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Results of investigation of the thymic tissue in children with CHD are presented. During the 1-year of 
life (1 month, 6 months, 11 months) the immunomorphological complex rearrangements develop in the 
body. A change in the state of epithelial stroma led to the formation of Hassall corpuscles in the cortex. 
Dendritic cells (S-100+) were in close contact with them and were revealed diff usely within the crust. 
Th roughout the age period in the cytoplasm of cortical thymocytes a steady increase in the antiapoptotic 
protein Bcl-2 was observed. Th us, the change in the state of reticuloepithelial stroma can render eff ect on 
the stages of development of cortical thymocytes that aff ect the quality of the formation of adaptive im-
munity in this population of children.

ствуют в  пределах всего коркового вещества, 
формируя множественные контакты с тимоци-
тами и сосудами. Имеются они также и в суб-
капсулярной зоне, где залегают поодиночке или 
группой по 2-3 клетки, окружаясь тимоцитами. 
В течение года количество дендритных клеток 
в коре увеличивается до 9,9±3,2 (р=0,001) в поле 
зрения, в контроле – 2,6±0,8.

Тимоциты, в течение всего периода наблю-
дений теряют компактность своего располо-
жения. В  местах деструкции эпителиальной 
стромы связь с  эпителиоретикулоцитами на-
рушена, верифицируются клетки в состоянии 
апоптоза. В таких участках часто формируются 
зоны опустошения. К 11 месяцу численность 
корковых тимоцитов в поле зрения в сравне-
нии с контролем снижается на 21% (р=0,001).

Структурные изменения в тимусе сопрово-
ждаются устойчивостью тимоцитов к апопто-
зу. Признаком служила активность генов bcl-2 
в  корковых тимоцитах. Bcl-2-позитивные 
клетки чаще выявляются диффузно, нередко 
формируя скопления. К 6 мес. в корковом ве-
ществе от  мозгового формируются крупные 
скопления bcl-2 позитивных тимоцитов. В ре-
зультате в кортикальной части дольки в участ-
ках нахождения дубль-позитивных тимоци-
тов (CD4+CD8+) экспрессия bcl-2 уже через 
1 месяц вырастает в 2 раза, а к 6–11 месяцам – 
в 2,5 раза (p=0,05) по отношению к контролю.

Таким образом, в  тимусах при ВПС сине-
го типа развивается комплекс значительных 
морфологических перестроек. Особое внима-
ние на  себя обращает изменение в  состоянии 
эпителиальной стромы. В  корковом веществе 
идет формирование тимических телец и кроме 

того во всех его зонах имеются признаки дис-
трофического изменения эпителиоретикуло-
цитов. Можно предположить, что изменение 
в состоянии эпителиальной стромы и вызвало 
усиление развития дендритных клеток (S-100+). 
Известно, что в норме основное место пребы-
вания дендритных клеток – мозговое вещество, 
где они активно участвуют в проведении отри-
цательной селекции тимоцитов [3]. Под влия-
нием дендритных клеток (S-100+) тимические 
тельца, в  свою очередь, вырабатывают TSLP 
(стромальный лимфопоэтин тимуса), способ-
ствуя появлению апоптозоустойчивых лимфо-
цитов [2]. На  протяжении всего возрастного 
периода в цитоплазме корковых тимоцитов на-
блюдали стойкое увеличение антиапоптотиче-
ского белка Bcl-2. В норме тимоциты этой зоны 
практически лишены Bcl-2 белка, что и делает 
их уязвимыми на этапах селекции.

Изменение в  состоянии ретикулоэпите-
лиальной стромы серьезно может повлиять 
на  этапы развития корковых тимоцитов, что 
отразится на  качестве формирования адап-
тивного иммунитета у данной категории боль-
ных детей.
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ОСОБЕННОСТИ ИНДУКЦИИ FASL И LIGHT-ЗАВИСИМОГО 

АПОПТОЗА У ЖЕНЩИН С УГРОЗОЙ ПРЕРЫВАНИЯ 

БЕРЕМЕННОСТИ В ПЕРВОМ ТРИМЕСТРЕ И ПРИВЫЧНЫМ 

НЕВЫНАШИВАНИЕМ

 Малышкина А. И.,  Батрак Н. В.,  Крошкина Н. В.

ФГБУ «Ивановский НИИ материнства и детства им. В. Н. Городкова» 
Минздрава России, Иваново, Россия

Развитие угрозы прерывания беременности на ранних сроках у женщин с привычным 
невынашиванием сопровождается угнетением апоптоз индуцирующей способности лим-
фоцитов и моноцитов, опосредованной FasL молекулами, которое коррелирует со степе-
нью выраженности клинических симптомов невынашивания и наличием маркеров бакте-
риального и вирусного инфицирования.

Ключевые слова: невынашивание беременности, периферическая кровь, регуляция 
апоптоза.

Невынашивание является в настоящее вре-
мя одним из  наиболее частых осложнений 
гестационного процесса, которое диагности-
руется у 10–25% беременных женщин [1]. Ис-
следования последних лет доказали важную 
роль иммунных нарушений в досрочном пре-
рывании беременности [2]. Принято считать, 
что в случаях неадекватной реакции материн-
ской иммунной системы на  семиаллогенный 
плод происходит чрезмерная активация Th 1 
типа реакций, направленных на  отторжение 
плода [2]. Известно, что активность клеток 
иммунной системы, как и любых других кле-
ток организма, регулируется балансом между 
уровнем пролиферативных процессов и  про-
граммированной клеточной гибелью – апопто-
зом [3]. В настоящее время выявлено большое 
количество молекул, участвующих в  регуля-
ции апоптоза, при этом показана важная роль 
в  этом процессе факторов из  семейства TNF, 
таких например, как FasL, LIGHT молекул и их 
рецепторов [3]. Ранее было показано, что мо-
лекула FasL напрямую участвует в защите кле-
ток плодовой части плаценты от атаки со сто-
роны материнской иммунной системы [4], 
но  особенности включения FasL-зависимого 
пути апоптоза на системном уровне при бере-
менности, осложненной угрозой прерывания 
и привычным невынашиванием, изучены не-
достаточно. Литературные данные о характере 
системной продукции LIGHT в ранние сроки 

беременности также немногочисленны и  не-
однозначны. В связи с этим, целью нашего ис-
следования было выявить особенности вклю-
чения апоптоза по FasL и LIGHT-зависимому 
пути на  системном уровне при угрозе пре-
рывания беременности на ранних сроках для 
уточнения иммунных механизмов регуляции 
апоптоза при беременности.

Нами было проведено обследование 50 жен-
щин с угрозой прерывания беременности в пер-
вом триместре и привычным невынашиванием 
(основная группа). Контрольную группу со-
ставили 30 беременных женщин без признаков 
угрозы прерывания беременности и  привыч-
ного невынашивания в сроке гестации 5-12 не-
дель. Материалом для исследования служила 
периферическая венозная кровь. Проводили 
определение уровня FasL (CD178)-позитивных 
лимфоцитов и  моноцитов с  помощью моно-
клональных антител методом проточной ци-
тофлюориметрии на  приборе «FACScanto II» 
(«Becton Dickinson», USA). Содержание LIGHT, 
DcR3 в сыворотке крови определяли методом 
ИФА с  использованием коммерческих тест-
систем производства («RayBio», USA). Кро-
ме того, оценивали наличие иммуноглобу-
линов классов IgM, IgA, IgG к  возбудителям 
вирусной (ВПГ, ЦМВ, ВЭБ) и  бактериальной 
(Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, 
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniaе 
и Mycoplasma pneumoniae) инфекции методом 
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ИФА с использованием коммерческих систем 
ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск, Россия).

Анализ полученных результатов показал, 
что сывороточное содержание индуцирующе-
го апоптоз фактора LIGHT и его «рецептора-
ловушки» DcR3 не  различалось у  пациенток 
основной и контрольной групп. В то же время 
индивидуальный анализ данных показал, что 
высокие значения LIGHT чаще встречались 
у  женщин из  контрольной группы (17,2%), 
чем у  пациенток основной группы (6,2%). 
Та же закономерность отмечалась нами в от-
ношении сывороточного уровня DcR3. Высо-
кие положительные значения сывороточного 
уровня DcR3 были выявлены нами у  41,4% 
женщин контрольной группы и у 16,9% паци-
енток основной группы. При этом выявлен-
ные различия были статистически значимыми 
(р=0,018). Следует отметить, что высокое сы-
вороточное содержание DcR3 было ассоции-
ровано с  развитием плацентарной недоста-
точности во  второй половине беременности 
у пациенток, как основной, так и контрольной 
групп. Таким образом, складывается впечатле-
ние, что при развитии угрозы невынашивания 
LIGHT-зависимый путь индукции апоптоза 
не  играет существенной роли, при этом уси-
ление активности факторов, ингибирующих 
этот путь апоптоза, ассоциировано с развити-
ем плацентарной недостаточности.

Нами также было установлено, что у  па-
циенток с  угрозой прерывания беременно-
сти на  ранних сроках и  привычным невы-
нашиванием в  периферической крови было 
снижено относительное содержание CD178+ 
лимфоцитов и  моноцитов. В  максимальной 
степени это снижение проявлялось у женщин 
с  начавшимся выкидышем. Уровень CD178-
позитивных моноцитов также был изначаль-
но снижен у  женщин с  развившейся впо-
следствии плацентарной недостаточностью 
и угрожающим поздним выкидышем по срав-
нению с  пациентками без этих осложнений 
гестационного периода. Нами был проведен 
анализ показателей содержания CD178+ лим-
фоцитов и  моноцитов у  пациенток основной 
группы в зависимости от наличия у них марке-
ров бактериального и вирусного инфициро-
вания. Было установлено, что наличие в кро-
ви пациенток основной группы IgG антител 
к Chlamydia trachomatis и Mycoplasma hominis 
ассоциировалось со значительным угнетени-
ем апоптоз индуцирующей функции моно-

цитов, а IgM антител к Chlamydia trachomatis 
и  вирусу Эпштейна-Барр  – с  угнетением 
апоптоз индуцирующей функции лимфоци-
тов. Мы также выявили взаимосвязь между 
высоким сывороточным уровнем DcR3 и на-
личием маркеров острого бактериального 
инфицирования и IgG антител к Mycoplasma 
hominis у пациенток основной группы.

Таким образом, полученные результа-
ты позволяют говорить об  ингибировании 
включения апоптоза на  системном уровне 
по FasL-за висимому пути у пациенток с угро-
зой невынашивания. В максимальной степени 
угнетение апоптоз индуцирующей способ-
ности лимфоцитов и  моноцитов отмечалось 
у  женщин с  признаками начавшегося выки-
дыша, плацентарной недостаточности и  при 
наличии маркеров острого вирусного и  хро-
нического бактериального инфицирования.  
Выявленная нами взаимосвязь между угнете-
нием FasL-зависимого пути апоптоза, реали-
зуемого лимфоцитами и  моноцитами крови, 
с  выраженностью клинических симптомов 
невынашивания позволяет говорить о  том, 
что нарушение регуляции апоптоза на систем-
ном уровне может отражать изменения апоп-
тоза на  локальном уровне, а  именно: непо-
средственно в плаценте. Известно, что баланс 
про- и анти-апоптотических процессов играет 
важную роль при формировании тканей пла-
центы в ранние сроки беременности [5]. 

Вероятно, сниженная экспрессия FasL мо-
лекул на  поверхности циркулирующих лим-
фоцитов и моноцитов может вести к форми-
рованию пула плацентарных лимфоцитов 
и  макрофагов, не  способных к  адекватной 
индукции апоптоза. Выявленное нами значи-
тельное угнетение апоптоз-индуцирующей 
способности лимфоцитов и моноцитов и по-
вышение сывороточного уровня DcR3 у  па-
циенток с угрозой невынашивания, имеющих 
признаки бактериального и вирусного инфи-
цирования, свидетельствует о  нарушении 
процессов своевременной элиминации ин-
фицированных клеток у пациенток с угрозой 
невынашивания. 

По-видимому, реализация повреждающе-
го воздействия инфекционного фактора при 
угрозе невынашивания происходит в резуль-
тате максимально выраженного угнетения 
апоптоза по FasL-зависимому пути и за счет 
повышения активности реакций, обуслов-
ленных «рецептором-ловуш кой» DcR3.
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THE CHARACTER OF FASL AND LIGHT-DEPENDENT APOPTOSIS 

INDUCTION IN WOMEN WITH THREATENED ABORTION 

IN THE FIRST TRIMESTER AND RECURRENT MISCARRIAGE

Malyshkina A. I., Batrak N. V., Kroshkina N. V.

V. N. Gorodkov Federal State Research Institute of Maternity and Childhood, Ivanovo, Russia

Development of the threatened abortion in the fi rst trimester of pregnancy in women with recurrent 
miscarriage is accompanied by the suppression of the FasL-depended apoptosis-inducing capacity of pe-
ripheral blood lymphocytes and monocytes which is correlated with the degree of clinical symptoms and 
the presence of the markers of bacterial and viral infection.
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Проведено исследование по изучению уровня провоспалительных и противовоспали-
тельных цитокинов в  динамике менструального цикла. Было выявлено, что в  фоллику-
линовую фазу уровень IL-4 и IL-6 достоверно выше, чем в лютеиновую. Однако уровень 
провоспалительных цитокинов в лютеиновую фазу достоверно выше, чем в фолликулино-
вую. Таким образом, у практически здоровых женщин репродуктивного возраста уровень 
цитокинового статуса меняется в  зависимости от фаз МЦ, т. е. в  зависимости от  гормо-
нального фона.

Ключевые слова: иммунитет, менструальный цикл, цитокины.

Отражением работы репродуктивной си-
стемы является нормальный менструальный 
цикл (МЦ), который в среднем длится 28 дней. 
Основной функцией МЦ является развитие 
фолликула, в  котором созревает яйцеклетка. 
Созревание яйцеклетки – очень сложный про-
цесс, в котором принимает участие нейроим-
муноэндокринная система. На  каждом этапе 
МЦ происходит изменение синтеза опреде-
ленных гормонов при активном участии пара-
метров иммунной системы [1, 2, 3, 4].

Целью исследования являлось изучение 
уровня провоспалительных и  противовоспа-
лительных цитокинов у  женщин репродук-
тивного возраста в динамике МЦ.

Материалы и  методы исследования. Про-
ведено исследование по изучению уровня про-
воспалительных (IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα, IFNγ) 
и противовоспалительных (IL-4) цитокинов у 28 
практически здоровых женщин репродуктив-
ного возраста в зависимости от фаз МЦ. Кон-
центрацию цитокинов определяли методом 
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ИФА. Для постановки реакций использовали 
тест систему ООО «Цитокин», (Россия). Ис-
следование проводилось в сыворотке перифе-
рической крови, которую брали на 3–5-й день 
МЦ (фолликулиновая фаза) и  на  21-й  день 
(лютеиновая фаза). Математическую обработ-
ку данных проводили методами вариацион-
ной статистики с  помощью стандартных ма-
тематических пакетов прикладных программ 
с определением средней, ее ошибки, критерия 
t-Стьюдента.

Результаты и их обсуждение. Как извест-
но, цитокины вовлекаются в  регуляцию се-
креции половых гормонов, модуляцию ову-
ляторного процесса и  функционирования 
желтого тела. TNFα, IL-1 и  IL-6 оказывают 
плейотропный эффект на  функцию яични-
ков. Уровень и количественное соотношение 
цитокинов меняется в  зависимости от  фазы 
фолликулогенеза.

У практически здоровых женщин уровень 
IL-1β в  фолликулиновую фазу был снижен-
ным в 1,5 раза по сравнению с уровнем в лю-
теиновую фазу (22,4 ±1,9 пкг/мл против 34,6 ± 
1,76 пкг/мл, P<0,05). Анализ результатов по из-
учению уровня IL-6 показал повышенный 
синтез его в фолликулиновую фазу в 1,8 раза 
(32,9  ± 1,96 пкг/мл против 18,6 ± 1,6  пкг/мл, 
P<0,01).

У практически здоровых женщин репродук-
тивного возраста в фолликулиновую фазу уро-
вень IL-4 достоверно выше (26,7 ± 1,67 пкг/ мл), 
чем в  лютеиновую фазу (17,8 ± 1,4 пкг/мл) 
(P<0,01). Молекулы IL-8 участвуют в  процес-
сах овуляции, менструации, оплодотворения 
и  имплантации эмбриона [3, 4]. В  сыворот-
ке периферической крови в  фолликулино-
вую фазу МЦ уровень IL-8 в  1,4 раза ниже 
(16,8 ± 1,5 пкг/мл), чем в  лютеиновую фазу 
(22,8 ±1,7 пкг/мл) (P<0,01).

Уровень TNFα в лютеиновую фазу достоверно 
выше, чем в фолликулиновую (32,9 ± 2,1 пкг/ мл 
против 25,7 ± 2,5  пкг/мл, P<0,01). По  данным 
ряда авторов, транскрипты TNFα были иденти-
фицированы в эндометрии в течение МЦ. Ко-
личество мРНК TNFα увеличивалось в течение 
пролиферативной фазы, уменьшалось в ранней 
секреторной фазе и  снова поднималось в  пе-
риод между средней и  поздней секреторными 
фазами [3]. Динамика уровня TNFα позволяет 
предполагать позитивную связь с уровнем всех 
женских половых гормонов, которые имеют 
сходные циклические колебания [3,4].

Анализ результатов исследования по  из-
учению уровня IFNγ в  сыворотке перифе-
рической крови у  женщин репродуктивного 
возраста по  фазам МЦ показал, что концен-
трация его в фолликулиновую фазу в 1,5 раза 
ниже (18,7  ± 2,1  пкг/мл), чем в  лютеиновую 
(28,4 ±2,0 пкг/ мл), (P<0,05).

Таким образом, проведенные исследова-
ния показали, что нормальные параметры 
овуляторного менструального цикла связаны 
с  изменениями показателей иммунного го-
меостаза. Циклический характер изменений 
в  иммунной системе практически здоровых 
женщин репродуктивного возраста соот-
ветствует представлению о  менструальном 
цикле как месячном биоритме функциони-
рования органов и систем организма, и обу-
словлены цикличностью функционирования 
системы гипоталамус – гипофиз – яичники. 
Формирующийся на  пике овуляции сдвиг 
баланса регуляторных факторов в  сторону 
цитокинов / медиаторов с иммуносупрессор-
ной / противовоспалительной активностью 
определяет эффект последующей имплан-
тации эмбриона и  во  многом способствует 
успешному развитию беременности. Изуче-
ние уровня цитокинов в  сыворотке крови 
у  практически здоровых женщин показало, 
что в  фолликулиновую фазу уровень IL-4 
и  IL-6 повышен, в  этот период наблюдается 
пик синтеза ФСГ. Нужно отметить, что сни-
женная секреция данных цитокинов сопро-
вождается наступлением атрезии фолликула. 
Лютеиновая фаза характеризуется повы-
шенным уровнем ЛГ, которая сопровожда-
ется повышением IL-1β, IL-8, IFNγ и  TNFα 
с включением процесса апоптоза.

Процесс овуляции сопряжен с  разрывом 
здоровой ткани на  поверхности яичника, 
и происходит в присутствии каскада воспали-
тельных медиаторов, включающих провоспа-
лительные цитокины. С этой точки зрения раз-
рыв овуляторного фолликула в  лютеиновую 
фазу напоминает воспалительную реакцию, 
которая может инициироваться и  опосредо-
ваться с участием лейкоцитов [2]. Установле-
но, что под влиянием лютеинизирующего гор-
мона происходит аккумуляция IL-1β в клетках 
Лейдига [2, 3]. Таким образом, у практически 
здоровых женщин репродуктивного возрас-
та уровень цитокинового статуса меняется 
в зависимости от фаз МЦ, т. е. в зависимости 
от гормонального фона.
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CYTOKINE BALANCE DEPENDING ON THE PHASE 

OF MENSTRUAL CYCLE IN FEMALE FERTILE AGE

Aripova T. U.1, Muzafarova S. A.2, Khaydarova F. A.2

1Institute of Immunology of Science of Academy Republic of Uzbekistan; 
2RSPMC of endocrinology, Tashkent, Uzbekistan

We studied the levels of pro-infl ammatory and anti-infl ammatory cytokines in menstrual cycle (MC) 
dynamics. Th e levels of IL-4 and IL-6 were found to be lower in the follicular phase that those in the luteal 
one, while the levels of anti-infl ammatory cytokines are confi dently higher in the luteal phase. Th us, in 
healthy women of reproductive age the cytokine status changes through MC phases, that is depending on 
the hormonal profi le.

Key words: immunity, menstrual cycle, cytokines.
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РОЛЬ ГУМОРАЛЬНЫХ ФАКТОРОВ В РАЗВИТИИ 

ПЕРВИЧНОЙ СЛАБОСТИ РОДОВОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ 

У ПЕРВОРОДЯЩИХ ЖЕНЩИН

 Нестеров В. Ф.,  Ремизова И. И.

ФГБУ «НИИ ОММ» Минздрава России, Екатеринбург, Россия

С целью оценки компонентов гуморального иммунитета при первичной слабости ро-
довой деятельности проведено исследование 23 пациенток, роды у которых осложнились 
первичной слабостью родовой деятельности, и 41 пациентки с физиологическим родами. 
В сроке доношенной беременности за 3-4 дня до предполагаемой даты родов проводи-
лось исследование содержания сывороточных цитокинов IL-4, INF-γ, IL-6, TNF-α, С3, С4 
и циркулирующих иммунных комплексов. Установлено повышение уровня TNF-α, INF-γ 
и увеличение концентрации С3 компонента комплемента, высокомолекулярных цирку-
лирующих иммунных комплексов в сыворотке крови у женщин с первичной слабостью 
родовой деятельности, что указывает на провоспалительную направленность иммуноло-
гических реакций.

Ключевые слова: первичная слабость родовой деятельности, цитокины.

Актуальность и цель работы. По данным 
зарубежных авторов, нарушения родовой 
деятельности (РД) встречаются у  15% роже-
ниц, а  по  данным отечественных авторов  – 
у  11-17% рожениц [1]. Первичная слабость 
родовой деятельности (СРД) является основ-
ным видом нарушений процесса родов, так 
как на ее долю приходится более 60% от всех 

аномалий. Несмотря на  большое количе-
ство работ, вопрос об  этиологии, патогене-
зе, лечении, профилактике и  прогнозирова-
нии СРД остается нерешенным. В последнее 
время внимание исследователей привлекло 
изучение иммунологических аспектов тече-
ния родового акта. Известно, что в  основе 
спонтанного развития родовой деятельности 
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лежат механизмы регуляции, важное место 
среди которых занимает система цитокинов, 
а  также ростовых и  эндотелиальных факто-
ров [2]. Доказано, что некоторые цитокины, 
например, фактор некроза опухоли-альфа 
(TNF-α), интерлейкин 1 (ИЛ-1), не  только 
активируют синтез простагландинов в  мат-
ке, плаценте и  плодных оболочках, но  и  по-
вышают чувствительность окситоциновых 
рецепторов [3]. Однако в то же время очень 
мало данных об участии сывороточных цито-
кинов в развитии аномалий родовой деятель-
ности, что и  явилось целью настоящего ис-
следования: роль компонентов гуморального 
иммунитета и  цитокинов сыворотки крови 
в развитии первичной слабости родовой дея-
тельности у первородящих женщин.

Материалы и методы. Проведено проспек-
тивное когортное исследование 64 сомати-
чески здоровых первобеременных женщин. 
По  исходу родов пациентки были разделены 
на  две группы: 1-я основная группа  – 23 па-
циентки, роды у  которых осложнились пер-
вичной слабостью родовой деятельности, 2-я 
группа (сравнения) – 41 пациентка с физиоло-
гическим родами. В  сроке доношенной бере-
менности за 3-4 дня до предполагаемой даты 
родов, проводилось исследование содержания 
сывороточных цитокинов и  циркулирующих 
иммунных комплексов. Уровень сывороточ-
ных цитокинов IL-4, INF-γ, IL-6, TNF-α, С3, 
С4 компонентов комплемента оценивали 
методом иммуноферментного анализа в  со-
ответствии с  рекомендациями фирм произ-
водителей («Вектор-Бест», Россия). Детекцию 
проводили на  иммуноферментном фотоме-
тре «Multiskan МСС/340» фирмы Labsystems 
(Финляндия). Концентрацию циркулирующих 
иммунных комплексов разной молекуляр-
ной массы оценивали по  методу V. J. Haskova 
et al. (1978), в  модификации Ю. А. Гриневич 
(1981) [4]. Полученные количественные данные 
представляли в виде медианы (Ме) и нижнего, 
и верхнего квартилей (Р25–Р75). Проверку ста-
тистических гипотез об отсутствии межгруп-
повых различий осуществляли с помощью не-
параметрического U-критерия Манна-Уитни. 
Критический уровень значимости различий p, 
при котором нулевая гипотеза об отсутствии 
различий отвергалась и принималась альтер-
нативная, принимали равным 0,05.

Результаты. Возраст беременных, включен-
ных в исследование, колебался от 18 до 33 лет 

и составил в среднем 24,83±4,16 лет в основной 
и 23,61±4,65 лет в группе сравнения. По сома-
тическому и  акушерскому анамнезу группы 
также были сопоставимы. Беременность всех 
обследованных женщин протекала без ослож-
нений. Наличие воспалительных процессов 
внутренних органов, явилось критерием ис-
ключения для проведения данного исследо-
вания. С целью исключения воспалительного 
процесса в  матке проводился бактериологи-
ческий посев из  цервикального канала и  ис-
следование соскобов цервикального канала 
методом ПЦР на  урогенитальные инфекции. 
Накануне родов у  всех исследуемых женщин 
при проведении шеечного теста шейка матки 
оценена, как «недостаточно зрелая» – 3–4 бал-
ла. В группе женщин с физиологическими ро-
дами преобладало спонтанное развитие родо-
вой деятельности (62,5%), а в основной группе 
этот показатель составил лишь 32,4%. В основ-
ной группе накануне родов содержание высо-
комолекулярных циркулирующих иммунных 
комплексов было достоверно ниже 22 (14–27) 
у. е., против 35 (29–41) у. е. в группе сравнения 
(р>0,05). При оценке уровня низкомолекуляр-
ных ЦИК, статистически значимых различий 
не выявлено, содержание их в основной груп-
пе составило 12 (9–15) у.е, в  группе сравне-
ния 19 (24–15) у. е. (р>0,05), однако суммар-
ное содержание ЦИК также было сниженным 
в  основной группе пациенток 34 (23–42) у. е. 
против 54 (41–65) у. е. соответственно по груп-
пам (р>0,05). Циркуляция в кровеносном рус-
ле ЦИК опосредована активацией системы 
комплемента, в частности образованием ана-
филотоксинов С3 и  С4, а  также привлечени-
ем других клеток иммунной системы. Содер-
жание С3- системы комплемента в  основной 
группе составило 111,20 (99,56-132,3) мг/дл, 
тогда как в группе сравнения этот показатель 
был несколько выше: 170,55 (139,5–191,4) мг/ дл 
(р>0,05). Наиболее информативными оказа-
лись уровни провоспалительных сывороточ-
ных цитокинов TNF-α, INF-γ. Содержание 
TNF-α в  группе пациенток с  первичной сла-
бостью родовой деятельности в  3 раза пре-
вышало показатели группы сравнения: 4,19 
(1,1–5,732) пг/мл, против 0,765 (0–2,19) пг/мл 
соответственно (р>0,05). Концентрация INF-γ 
в этой группе женщин также была достоверно 
высокой: 7,99 (0,426-17,3) пг/мл против 1,425 
(0–11,4) пг/мл в  группе сравнения (р>0,05). 
При оценке содержания cывороточных IL-4 
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и  IL-6 обеих групп, статистически значимых 
различий не выявлено.

Таким образом, при развитии первичной 
слабости родовой деятельности у женщин от-
мечается повышение уровня высокомолеку-
лярных ЦИК, С3  – компонента комплемента 
и содержания TNF-α, INF-γ в сыворотке кро-
ви. Увеличение содержание ЦИК в сыворотке 
крови указывает на  вероятность их накопле-
ния в  тканях и  развития местного воспали-
тельного процесса в  местах их отложения, 
с  последующей активацией синтеза эндоген-
ных простагландинов, а  повышенная элими-
нация цитокинов в кровяное русло накануне 
родов, может явиться крайне неблагоприят-

ным фактором риска формирования первич-
ной слабости родовой деятельности.
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THE ROLE OF HUMORAL FACTORS 

IN THE DEVELOPMENT OF THE PRIMARY WEAKNESS 

OF LABOR IN NULLIPAROUS WOMEN

Nesterov V. F., Remizova I. I.

Mother and Child Care Ural Research Institution of Russia Public Health Ministry, 
Yekaterinburg, Russia

In order to evaluate the components of humoral immunity in the primary weakness of labor there were 
investigated 23 patients, whose delivery was complicated by primary weakness of labor, and 41 patients 
with normal birth. At term pregnancy, 3-4 days before the expected date of delivery, the research of serum 
cytokines IL-4, INF-γ, IL-6, TNF-α, C3, C4, and circulating immune complexes was carried out. Elevated 
levels of TNF-α, INF-γ and increase in the concentration of complement component C3, macromolecular 
circulating immune complexes were determined in the serum of women with primary weakness of labor 
that indicates the proinfl ammatory orientation of immune responses.

РЕЗИСТЕНТНОСТЬ ШТАММОВ P. AERUGINOSAP. AERUGINOSA, 

ВЫДЕЛЕННЫХ У ПАЦИЕНТОК АКУШЕРСКОГО 

СТАЦИОНАРА С ИНФЕКЦИЕЙ МОЧЕВЫХ ПУТЕЙ

 Омарова С. М.,  Моллаева А. М.,  Алиева А. И., 

 Исаева Р. И.,  Акаева Ф. С.

ГБОУ ВПО Дагестанская государственная медицинская академия, 
Махачкала, Россия

К возбудителям различных клинических форм внутрибольничного инфицирования 
пациентов лечебных учреждений принято относить микроорганизмы, которые приспосо-
бились к постоянному обитанию в условиях стационара. Наиболее часто возбудителями 
внутрибольничных инфекций (ВБИ) являются бактерии, структура и  свойства которых 
варьируют в пределах определенного стационара и зависят от популяции пациентов, лока-
лизации инфекции, практики применения антибиотиков и методов контроля.

Ключевые слова: акушерский стационар, инфекции мочевых путей.
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В последние годы одно из лидирующих по-
ложений в  нозологической структуре ВБИ 
занимают инфекции мочевыводящих путей 
(ИМП), достигая 40% и являясь проблемой для 
врачей различных специальностей, в том числе 
и для акушеров-гинекологов. Среди возбудите-
лей ИМП в акушерских стационарах лидируют 
грамотрицательные бактерии и, в  частности, 
Pseudomonas aeruginosa (от 0,7 до 1,4%), причем 
существенно возросла роль полирезистент-
ных штаммов синегнойной палочки. В  значи-
тельной степени это является следствием бес-
контрольного и широкого профилактического 
применения антибактериальных препаратов, 
нерационального назначения эмпирической 
терапии внутрибольничной инфекции с  ро-
стом резистентных штаммов, а  также измене-
ния биологии самого возбудителя [1, 2, 3, 4, 5].

Целью настоящего исследования являлось 
изучение закономерностей развития эпи-
демического процесса внутрибольничных 
ИМП, вызванных P. aeruginosa для миними-
зации риска инфицирования пациенток. Для 
достижения поставленной цели необходимо 
было оценить распространенность инфек-
ций мочевыводящих путей у пациентов аку-
шерского стационара, выявить факторы раз-
вития внутрибольничных ИПМ, установить 
пути передачи инфекций, причиной которых 
является P. aeruginosa, а  также выявить раз-
личия в  активности антисинегнойных пре-
паратов в отношении изолированных госпи-
тальных штаммов.

В исследование были включены штаммы 
P. aeruginosa, выделенные из клинических образ-
цов мочи от 45 пациенток. Выделено и изучено 
11 штаммов. Забор и посев исследуемого мате-
риала проводили согласно приказу МЗ СССР 
от 22.04.85 № 535 «Об унификации микробиоло-
гических методов исследования, применяемых 
в  кли нико-диагностичес ких лабораториях ле-
чебно-профилактичес ких учреждений». Иден-
тификацию и  определение чувствительности 
к  антибиотикам проводили с  использовани-
ем дифференциально-диагностических пита-
тельных сред и среды АГВ, а также микро тест-
систем (производство НПО «Питательные 
среды» г. Махачкала). Определение чувстви-
тельности P. aeruginosa к антибиотикам (ами-
кацину, цефтазидиму, цефепиму, имипенему, 
меропенему, пиперациллину и азитромицину) 
проводили диско-диффузионным методом со-
гласно МУК 4.2.1890-04.

Микробиологическое исследование мочи 
от  родильниц с  внутрибольничными ослож-
нениями мочевыводящих путей производили 
в  динамике. Уровень обсемененности клини-
ческого материала, равный 105 и  выше коло-
ниеобразующих единиц (КОЕ) /г содержимо-
го, считался критическим.

Наиболее частыми возбудителями госпи-
тальных инфекций мочевыводящих путей 
в  обследованном акушерском стационаре, 
по нашим данным, являлись энтеробактерии, 
которые выделялись в 34,6% случаев.

В 22 случаях инфекция имела полимикроб-
ную этиологию. Частота микст-инфекций со-
ставила 13,5%. P. aeruginosa была выделена 
из мочи в 11 (13,5%) случаях.

Важное практическое значение для клини-
ки имеет мониторинг антибиотикочувстви-
тельности выделенных культур P. aeruginosa, 
который необходим для создания региональ-
ного реестра препаратов, рекомендуемых для 
проведения этиотропной терапии. Результаты 
определения чувствительности госпитальных 
штаммов P. aeruginosa к антибиотикам с анти-
синегнойной активностью, выявили наимень-
шую активность пиперациллина и азитроми-
цина (64,2%-68,7% резистентных штаммов, 
соответственно). К  цефтазидиму устойчи-
вость составила 14,3% шт., к цефепиму – 11,6% 
шт. К имипенему были устойчивы 9,6% штам-
мов, меропенему  – 5,1%, амикацину –11,7% 
и ципрофлоксацину – 26,3% штаммов. Харак-
терно, что отмечался высокий уровень рези-
стентности P. aeruginosa к гентамицину: более 
47% штаммов.

Результаты исследований показали, что 
P.  aeruginosa часто была причиной инфекци-
онных осложнений при микробиологическом 
исследовании образцов мочи, полученных 
с  применением катетеров, особенно много-
разового использования. Из  18 изученных 
проб мочи выделено 4 штамма (22%), кото-
рые в  дальнейшем были идентифицирова-
ны как P. aeruginosa с  типичными свойства-
ми возбудителя. Наибольшую активность 
в  отношении протестированных штаммов 
P. aeruginosa (4 шт.) проявляли цефтазидим 
(чувствительность  – 71,9% шт.), цефепим 
(чувствительность  – 83,2% шт.), меропенем 
и  имипенем (чувствительность  – 91% шт. 
и  87,1% шт. соответственно). К  препаратам 
с  низкой активностью в  отношении изоли-
рованных штаммов следует отнести пипера-



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 415

циллин и азитромицин (чувствительность – 
23,6% и 27,8% соответственно).

Таким образом, резистентность грамотри-
цательных возбудителей ИМП (P. aeruginosa), 
выделенных из  образцов мочи пациенток 
в акушерском стационаре, остается серьезной 
проблемой. Рост количества неферментирую-
щих бактерий в структуре возбудителей ИМП 
в  обследованном стационаре значительно 
осложняет проведение эффективной анти-
бактериальной терапии в  связи с  высокой 
резистентностью псевдомонад к  большин-
ству антибиотиков. Результаты исследований 
позволят корректировать политику приме-
нения антимикробных препаратов в  стацио-
наре на основании индивидуальных результа-
тов определения чувствительности изолятов 
к препаратам.

Полученные данные подтверждают необхо-
димость проведения регулярного мониторин-
га за  причинно-следственными факторами 
распространения инфекций мочевых путей 

среди пациенток акушерского стационара. 
Ослабленная неспецифическая резистент-
ность организма женщин, как правило, усу-
губляет патогенез и  клиническую картину 
внутрибольничных осложнений микробной 
этиологии. С  целью сдерживания селекции 
резистентности у бактерий, вызывающих вну-
трибольничные инфекции, возможно, исполь-
зовать ротацию антибиотиков.
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RESISTANT STRAINS OF P. AERUGINOSA P. AERUGINOSA 
ISOLATED FROM HOSPITAL OBSTETRIC PATIENTS 

WITH URINARY TRACT INFECTION

Omarova S. M., Mollaeva A. M., Alieva A. I., 

Isaeva R. I., Akaeva F. S.

Dagestan State Medical Academy, Makhachkala, Russia

As the agents of diff erent clinical forms of nosocomial infection in hospital patients are accepted those 
microorganisms that have been adapted to a permanent dwelling in the hospital. Th e most common cause 
of hospital-acquired infections (HAI) are bacteria, structure and properties of which vary within a certain 
hospital, depending on the patient population, the localization of the infection, the use of antibiotics and 
control methods.

Key words: urinary tract infection, antibiotic resistance of pathogens.
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Известно, что женщины чаще, чем муж-
чины, страдают от  тиреоидных нарушений. 
В последние годы распространенность этих за-
болеваний у  женщин во  время беременности 
увеличивается, что проявляется в повышении 
частоты преждевременных родов, уменьше-
нии массы тела новорожденных, задержке их 
развития и др. [5]. Щитовидная железа (ЩЖ) 
играет важную роль в  регуляции процессов 
жизнедеятельности организма. Она контроли-
руется двумя тесно взаимосвязанными систе-
мами: гипоталамо-гипофизарной и нервнопро-
водниковой. В поддержании внутриорганного 
гомеостаза щитовидной железы принимают 
участие тканевые базофилы (ТБ) [4], которые 
накапливают и выделяют широкий спектр био-
логически активных веществ (гистамин, гепа-
рин, серотонин, катехоламины, цитокины, ли-
пидные медиаторы и др.), тем самым, регулируя 
пролиферацию клеток, их дифференцировку, 
функциональную активность, межклеточные 
взаимодействия, как в норме, так и в условиях 
воспаления, регенерации и  при развитии им-
мунных реакций [1, 2, 3].

Цель исследований – оценка динамики со-
держания односпиральных нуклеиновых кис-
лот в тканевых базофилах щитовидной желе-
зы во второй половине беременности у крыс.

Работа выполнена на  40 здоровых беспо-
родных крысах – самках зрелого репродуктив-
ного возраста. Сроки эксперимента составили 
10, 15, 16, 19 сутки беременности. В качестве 
контроля использовали самок, находящихся 

на стадии эструса. Исследования с животны-
ми проводили в  соответствии с  «Правила-
ми проведения работ с  использованием экс-
периментальных животных» (Приказ № 724 
Минвуза от  13.11.1984 г.). Флуоресцентно-
ми кроспектральный анализ односпираль-
ных нуклеиновых кислот (ОНК) проводили 
по  R. Rigler в  модификации В. Н. Карнаухова 
(1984). Парафиновые срезы ЩЖ окрашивали 
акридиновым оранжевым и исследовали с по-
мощью микроскопа ЛЮМАМ – И3, стандарт-
ного набора светофильтров и зонда 0,5. Фото-
метрическая установка ФМЭЛ-1А позволяет 
дифференцировать флуоресценцию нуклеи-
новых кислот, а  также по  замерам интенсив-
ности свечения, регистрируемой в  условных 
единицах, судить об  их количественном со-
держании в  изучаемых клетках. Для оценки 
плотности пространственного распределения 
ТБ срезы обрабатывали альциановым синим-
сафранином в  прописи J. Desaga. Морфоме-
трические исследования препаратов ЩЖ, 
окрашенных гематоксилин-эозином, прово-
дили с  помощью анализатора изображений, 
используя программу ВИДЕО ТЕСТ МАСТЕР. 
Содержание тироксина в  сыворотке крови 
животных определяли методом твердофазно-
го ИФА. Статистическая обработка материала 
проводилась с использованием интерпрограм-
мы «Microsoft  Excel 2010».

Тканевые базофилы (ТБ) чаще всего распо-
лагаются около кровеносных сосудов, нередко 
тесно примыкают к базальной мембране фол-

ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ 

ОДНОСПИРАЛЬНЫХ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 

В ТКАНЕВЫХ БАЗОФИЛАХ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

ВО ВТОРОЙ ПОЛОВИНЕ БЕРЕМЕННОСТИ

 Параскун А. А.,  Виноградов С. Ю.,  Штойко М. А.

ГБОУ ВПО ИвГМА Минздрава России, Иваново, Россия

С помощью микроспектральных флуоресцентно-гистохимических методов установле-
но, что во второй половине беременности у крыс содержание односпиральных нуклеино-
вых кислот в тканевых базофилах щитовидной железы увеличивается на 10 сутки и сни-
жается на 15-19 сутки эксперимента. Эти изменения происходят синхронно с динамикой 
параметров морфофункциональной активности железы.

Ключевые слова: односпиральные нуклеиновые кислоты, тканевые базофилы, щитовид-
ная железа, беременность.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 417

ликулов и  перифолликулярных капилляров. 
В  них наблюдается флуоресценция односпи-
ральных нуклеиновых кислот (ОНК) в красной 
части спектра (640 нм). На начальном этапе ис-
следований (10 сутки) количество тканевых ба-
зофилов минимально, а содержание в них ОНК 
максимально, с преобладанием флуоресценции 
ТБ центральной зоны щитовидной железы. Уро-
вень тироксина в  сыворотке крови животных 
(на 10 сутки) достоверно выше, чем в последу-
ющие сроки эксперимента. Затем (на 15 сутки) 
плотность пространственного распределения 
ТБ увеличивается, а  содержание в  них ОНК 
уменьшается. Позднее (16, 19 сутки) наблюда-
ется дальнейшее снижение концентрации ОНК 
в ТБ и их количественного распределения. Зо-
нальные (центр-периферия) различия изучае-
мых показателей (ОНК) выявлены на 10 сутки 
беременности, а на 15, 16, 19 сутки происходит 
их сглаживание.

Таким образом, увеличение флуоресценции 
ОНК в  тканевых базофилах на  10 сутки экс-
перимента может свидетельствовать об  ин-
тенсивности экспрессии генов и  усилении 
транскрипции, следствием которой является 
активация синтетических процессов в ТБ и их 
участия в регуляции морфо-функционального 
состояния щитовидной железы.
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DYNAMICS OF CHANGES IN THE CONTENT 

OF SINGLE- NUCLEIC ACIDS IN TISSUE BASOPHILS OF THE THYROID 

GLAND IN THE SECOND HALF OF PREGNANCY
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With microspectral fl uorescent histochemical methods it was found that in the second half of preg-
nancy in rats the content of single- nucleic acids in tissue basophils of the thyroid gland increased by 
10  day, but reduced by 15-19 days of the experiment. Th ese changes occur simultaneously with the dy-
namics of the parameters of morphofunctional activity of the thyroid gland.

ГИСТОНОВЫЕ БЕЛКИ ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ 

ПРИ УГРОЗЕ ПРЕРЫВАНИЯ БЕРЕМЕННОСТИ

 Пестряева Л. А.1,  Шипицына Е. А.1,  Гетте И. Ф.2,  Данилова И. Г.2, 

 Борисова С. В.1,  Кинжалова С. В.1

1ФГБУ «Уральский НИИ охраны материнства и младенчества», Минздрава России; 
2ФГБУН Институт иммунологии и физиологии УрО РАН, Екатеринбург, Россия

При определении гистоновых белков в лимфоцитах крови женщин с физиологическим 
течением беременности по  сравнению с  показателями небеременных женщин выявлено 
существенное увеличение (почти в  2 раза) общего количества гистоновых белков преи-
мущественно за счет Н2А,Н3,Н4 и Н2В-фракций, что может быть связано с уменьшением 
активности лимфоцитов и развитием толерантности к тканям плода. При угрозе преры-
вания, в отличие от нормально протекающей беременности, прирост фракции Н2А,Н3,Н4 
менее выражен.

Ключевые слова: гистоновые белки, лимфоциты, невынашивание беременности.
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Актуальность работы определяется высо-
кой частотой встречаемости патологии невы-
нашивания беременности, которая по данным 
разных авторов составляет от  15% до  25% 
от  общего числа беременностей [1]. По  мне-
нию ряда авторов, причиной нарушения раз-
вития беременности и формирования эмбри-
она в  большинстве случаев следует считать 
дисбаланс в  эпигенетической регуляции дея-
тельности иммунокомпетентных клеток [3, 4]. 
Предположение о  нарушении эпигенетиче-
ской регуляции посредством изменения ко-
личества гистоновых белков с  последующим 
приобретением лимфоцитами стойкого про-
воспалительного фенотипа требует дальней-
шего исследования.

Целью работы было исследование гисто-
новых белков в лимфоцитах периферической 
крови женщин при физиологическом и ослож-
ненном течении беременности (угроза преры-
вания, регрессирующая беременность).

Материалы и  методы. Были обследованы 
3  группы пациенток (всего 85 человек): 1 – 
контрольная группа – здоровые небеременные 
женщины (n=20), 2 – физиологическое течение 
беременности в I триместре (n=30), 3 – угроза 
прерывания беременности, регрессирующая 
беременность (n=35). Критерием исключения 
пациенток из  исследования явилась тяжелая 
соматическая патология. Лимфоциты выде-
ляли из  крови в  смеси фиколл-верографин. 
Определение содержания гистоновых белков 
проводили методом Л. И. Маркушевой и  со-
авт., 2000 [2]. Статистический анализ получен-
ных данных выполнен с помощью электронных 
таблиц Microsoft  Offi  ce Excel и пакета приклад-
ных программ «Statistica for Windows 7.0».

Результаты и обсуждение. Результаты про-
веденного исследования показывают, что 
у здоровых небеременных женщин (1 группа) 
в  лимфоцитах периферической крови пре-
обладают гистоновые белки, относящиеся 
к Н1-фрак ции (лизинсодержащие гистоны) – 
55,63 ± 2,68%. На  долю Н2А,Н3,Н4-фракции 
(аргининбогатые белки) приходится 37,35 ± 
3,07% и 7,01 ± 1,00% – Н2В – гистоны. Отно-
шение Н1 фракции к Н2А,Н3,Н4 фракции со-
ставляет 1,49.

При физиологическом развитии беремен-
ности (2 группа) уже к 7 неделе гестации на-
блюдается достоверное (p<0,001) изменение 
абсолютного и  относительного содержания 
гистоновых белков. Абсолютное содержание 

гистонов увеличивается в  1,7 раза, наиболь-
ший прирост (более чем в 2 раза) отмечается 
для Н2А,Н3,Н4- и  Н2В-фракций, Н1-фракция 
увеличилась на 14,3%. Относительное содер-
жание белков Н1-фракции снижается прак-
тически в 1,5 раза и составляет 38,18 ± 2,37%; 
Н2А,Н3,Н4 повышается в 1,4 раза (до 52,78 ± 
2,05%). Отношение фракции Н1 к  Н2А,Н3,Н4 
составляет 0,72. Содержание фракции Н2В 
при этом достоверно не изменяется и состав-
ляет 9,04 ± 1,60%.

При неблагоприятном развитии беремен-
ности (3 группа), в  отличие от  физиологиче-
ского, не наблюдается увеличения всех иссле-
дованных фракций, и  это увеличение менее 
выражено (всего в 1,2 раза). Изменение спек-
тра гистоновых белков в 3 группе (по сравне-
нию с небеременными) заключается в сниже-
нии Н1-фракции (до  39,40 ± 1,79%, р < 0,001 
по отношению к контролю), однако содержа-
ние фракции Н2А,Н3,Н4- гистонов составляет 
42,67 ± 2,72%, оставаясь практически на уров-
не показателя небеременных женщин, и досто-
верно отличается от аналогичных показателей 
у женщин 2 группы (р < 0,01). Наиболее значи-
мо в 3 группе достоверное (р < 0,001) повыше-
ние Н2В-фракции по отношению как к контро-
лю, так и ко 2 группе (до 17,92 ± 1,93%, прирост 
в 2,5 раза по сравнению с контролем).

Таким образом, проведенные исследования 
выявили существенное увеличение (почти 
в 2 раза) общего количества гистоновых белков 
преимущественно за счет Н2А, Н3, Н4- и Н2В-
фракций в лимфоцитах крови при физиологи-
ческом развитии беременности по  сравнению 
с  показателями небеременных женщин. При 
угрозе прерывания беременности, в  отличие 
от  нормально протекающей беременности, 
менее выражен прирост фракции Н2А,Н3,Н4,
но  увеличена фракция Н2В. Известно, что 
от  содержания гистоновых белков Н2А,Н3,Н4 
в  лимфоцитах крови зависит выделение лим-
фоцитами провоспалительных цитокинов [5]. 
Накопление гистонов этих фракций в лимфо-
цитах крови при физиологическом течении бе-
ременности, вероятно, можно расценивать как 
«молчание» соответствующих генов, что необ-
ходимо для уменьшения активности лимфоци-
тов и развития толерантности к тканям плода.

Полученные данные могут быть использо-
ваны в  разработке новых лабораторных спо-
собов прогноза риска невынашивания бере-
менности.
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HISTONE PROTEINS OF BLOOD LYMPHOCYTES 

WITH THE THREATENED MISCARRIAGE

Pestryaeva L. A.1, Shipytzyna E. A.1, Gette I. F.2, Danilova I. G.2, 

Borisova S. V.1, Kinzalova S. V.1

1Ural Scientifi c Research Institute of Maternity and Infancy; 2Institute of Immunology 
and Physiology UB RAS, Yekaterinburg, Russia

Determination of blood lymphocyte histone proteins from women with physiological pregnancy is 
comparison to non-pregnant ones showed a signifi cant increase (almost by 2 times) of the histone pro-
tein total amount mainly due to H2A,H3,H4 and H2B fractions, that may be associated with a decrease in 
lymphocyte activity and the development of tolerance to fetus tissues. Th e threatened miscarriage, unlike 
normal pregnancy, is characterized by lower growth H2A,H3,H4- fraction.

НЕКОТОРЫЕ ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 

ОСЛОЖНЕНИЙ БЕРЕМЕННОСТИ И РОДОВ 

ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ПИЕЛОНЕФРИТЕ

 Петров С. В.1,  Хардиков А. В.2,  Михайлов И. В.3, 

 Снимщикова И. А.3,  Халилов М. А.3

1Медицинский центр ООО «Авиценна», Курск; 2ГБОУ ВПО Курский государственный 
медицинский университет, Курск; 3ФГБОУ ВПО «Орловский государственный 

университет», Орел, Россия

Проведенный анализ течения беременности и родов у 300 пациенток с неосложнен-
ным хроническим пиелонефритом показывает, что хронический воспалительный процесс 
протекает по типу персистирующего без тенденции к завершению варианта системной 
воспалительной реакции, ведущим звеном в котором является дисфункция иммунной 
системы. Пациентки с хроническим пиелонефритом нуждаются в проведении преграви-
дарной подготовки с целью коррекции имеющихся нарушений, что позволит уменьшить 
частоту и степень выраженности осложнений при беременности во время родов и по-
слеродовом периоде.

Ключевые слова: беременность и роды, хронический пиелонефрит, магнитное поле, ге-
стационный пиелонефрит, иммунитет беременных.

Введение. Хронические воспалительные 
заболевания мочевыводящих путей выяв-
ляются у  12–15% женщин репродуктивного 
возраста. В  структуре экстрагенитальной 
патологии у  беременных хронический пие-

лонефрит (ХП) по  праву занимает ведущее 
место (48–54%). Пиелонефрит оказывает не-
благоприятное влияние на течение беремен-
ности и  состояние плода, проявляющееся 
в  значительном увеличении частоты угрозы 
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прерывания беременности, преждевремен-
ных родов, плацентарной недостаточности, 
гипоксии плода, его внутриутробного инфи-
цирования, преэклампсии и  осложненного 
течения периода адаптации у новорожденно-
го. Однако механизм трансформации воспа-
лительного процесса в осложнения беремен-
ности изучен недостаточно.

Целью явилось выявление патогенетиче-
ских механизмов реализации осложнений бе-
ременности у  пациенток с  неосложненными 
вариантами ХП.

Материалы и  методы. Проведен анализ 
течения беременности и родов у 300 пациен-
ток с неосложненным ХП (основная группа) 
и  у  50 соматически здоровых женщин (кон-
трольная группа). Выраженность перекисного 
окисления липидов (ПОЛ) оценивали по со-
держанию малонового диальдегида (МДА), 
ацетилгидроперекисей (АГП), активности 
каталазы и  супероксиддисмутазы (СОД) 
в  сыворотке крови. Фенотип лимфоцитов 
определяли методом иммуноферментного 
анализа с помощью моноклональных антител 
(производство ТОО «Сорбент» (г. Москва) 
к мембранным кластерам дифференцировки 
CD4+, CD8+, CD16+, CD95+. Изучение концен-
траций ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6, 
ИЛ-10 и ИФН-γ в сыворотке крови проводи-
ли методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа. Оценка показателей гемостаза, 
ПОЛ и системы иммунитета осуществлялась 
во время ремиссии ХП за 1-6 месяцев до на-
ступления запланированной беременности 
и на 26-28 неделях беременности.

Гистоморфологический метод был исполь-
зован для изучения характера и степени выра-
женности морфологических изменений в пла-
центе и пуповине после родов.

Анализ результатов показал, что частота 
обострения ХП во  время беременности со-
ставила 37,0%. Лейкоцитурия выявлялась 
у 71,0% беременных с ХП и у 7,0% пациенток 
контрольной группы. Бессимптомная бак-
териурия регистрировалась у  42,0% пациен-
ток основной группы и не выявлялась в кон-
трольной группе. При исследовании системы 
гемостаза у пациенток с ХП установлено, что 
даже вне беременности имеются признаки 
гиперкоагуляции. Выявлено увеличение по-
казателя тромбопластиновой активности: 
74,3±0,5%, по  сравнению с  57,2±0,6% в  кон-
трольной группе (р<0,05). У  беременных 

с ХП данный показатель составил 85,5±0,3%. 
Величина протромбинового индекса суще-
ственно не  различались у  пациенток с  ХП 
и  в  контрольной группе, как до  беременно-
сти (97,6±0,6% и  96,4±0,8), так и  во  время 
гестации (р≥0,5). При этом время рекальци-
фикации плазмы было достоверно снижено 
у  пациенток с  ХП. Толерантность плазмы 
к  гепарину (ТПГ) в  группе пациенток с  ХП 
вне беременности и  во  время беременности 
была существенно выше, чем в  группе кон-
троля. При беременности выявлено нарас-
тание концентрации фибриногена у пациен-
ток с ХП, а также фибринстабилизирующего 
фактора.

Кроме того, у  пациенток с  ХП вне бере-
менности установлено уменьшение количе-
ства CD4+, увеличение CD8+ и CD16+ клеток 
по сравнению с группой контроля. Во время 
беременности у пациенток с ХП наблюдалось 
достоверное увеличение числа CD4+ и CD95+ 
лимфоцитов на  фоне незначительного сни-
жения количества CD8+, CD16+. При оценке 
цитокинового статуса у беременных женщин 
с ХП установлено повышение уровня ИФН-γ, 
ФНО-α, ИЛ-4 и  незначительное снижение 
концентраций ИЛ-1β и ИЛ-6. Концентрация 
ИЛ-2 до беременности у пациенток с ХП со-
ставила 65,57±5,08 пг/мл, что было ниже, 
чем у  пациенток контрольной группы  – 
86,25±5,37 пг/мл (р≤0,05). При этом у пациен-
ток с ХП отмечено увеличение уровня ИЛ-10 
до 95,67±3,27 пг/мл, по сравнению с данными 
до беременности (р≤0,05).

Кроме того, у пациенток с ХП до и во вре-
мя беременности, по сравнению с женщинами 
контрольной группы, регистрировалось по-
вышение концентраций МДА, АГП, активно-
сти каталазы.

Самопроизвольное прерывание беремен-
ности до  22 недель произошло у  6,7% паци-
енток с ХП и у 2,0% пациенток контрольной 
группы. Значительно чаще беременность 
при ХП осложнялась преэклампсией (17,8%), 
по сравнению с контрольной группой (4,0%). 
В 32,5% случаев у пациенток с пиелонефритом 
беременность сопровождалась хронической 
фетоплацентарной недостаточностью, мало-
водием (в  10,7%), многоводием (в  19,2% на-
блюдений). Беременность протекала с  явле-
ниями угрозы прерывания у 15,0% пациенток 
с ХП и только у 8,0% пациенток контрольной 
группы. Преждевременная частичная отслой-
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ка плаценты наблюдалась у  3,2% пациенток 
с ХП и не регистрировалась у пациенток кон-
трольной группы. Клинические признаки 
внутриутробного инфицирования присут-
ствовали у  19,2% новорожденных в  группе 
пациенток с ХП и только у 4,0% новорожден-
ных из контрольной группы. Заболеваемость 
новорожденных в основной группе состави-
ла 56,4%, в группе контроля – 12,2%.

У пациенток с  ХП только в  21,8% случа-
ев была установлена нормальная гистологи-
ческая структура плаценты, в  контрольной 
группе – в 65,0% случаев.

Таким образом, выявленный дисбаланс 
продукции цитокинов, изменение числа им-
мунорегуляторных лимфоцитов, гемостаза, 
процессов перекисного окисления липидов 
у  женщин основной группы, по  сравнению 
с  группой контроля, могут оказывать выра-
женное негативное влияние на  течение бе-

ременности, нарушая процессы имплантации 
и  функционирования фетоплацентарного 
комплекса, что подтверждается высокой ча-
стотой осложнений беременности и результа-
тами гистологического исследования плацен-
ты. Пациентки с ХП нуждаются в проведении 
прегравидарной подготовки с  целью коррек-
ции хронического персистирующего воспали-
тельного процесса, что позволит уменьшить 
частоту и степень выраженности осложнений 
при беременности, во время родов и послеро-
довом периоде.
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SOME PATHOGENETIC ASPECTS OF COMPLICATIONS 

IN PREGNANCY AND CHILDBIRTH IN CHRONIC PYELONEPHRITIS

1Petrov S.V., 2Khardikov A.V., 3Mikhailov I.V., 
3Snimschikova I.A., 3Khalilov M.A.
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Th e conducted analysis of the course of pregnancy and childbirth in 300 patients with the uncompli-
cated chronic pyelonephritis shows that a chronic infl ammatory process is going as persistent without a 
tendency to complete the systemic infl ammatory reaction, where the key element is the dysfunction of the 
immune system. Patients with chronic pyelonephritis need the pregravid preparation with the purpose 
of correcting of existing violations that will allow decreasing the frequency and degree of the intensity of 
complications in pregnancy during the childbirth and in the postpartum period.

Key words: pregnancy and childbirth, chronic pyelonephritis, magnetic fi eld, gestational 
pyelonephritis, pregnants’ immunity.
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Главный нерешенный вопрос иммунофи-
зиологии по-прежнему связан с  парадокса-
ми процесса созревания и дифференцировки 
Т-лимфоцитов [1, 4]. Особенно много вопро-
сов вызывают постулируемые процессы пози-
тивной и  негативной селекции созревающих 
Т-лимфоцитов. Наиболее аргументированная 
современная гипотеза указывает на кортикаль-
ную локализацию незрелых Т-лимфоцитов, 
находящихся на  разных этапах созревания, 
протекающие в  связи с  клетками-няньками 
селекционные процессы, приводящие к гибе-
ли подавляющего большинства тимоцитов, 
и роль мозгового вещества как транзиторного 
отдела, содержащего зрелые SP Т-лимфоциты. 
Даже постулируемый очень высокий уровень 
апоптоза DP-лимфоцитов не  является дока-
занным [3]. 

Целью данной работы был анализ уровня 
апоптоза и  пролиферации всех популяций 
тимоцитов, динамики их маркеров и влияния 
иммунизации на экспрессию генов rag-1 и tdt, 
управляющих реаранжировкой Т-клеточного 
рецептора (TCR).

Материалы и методы. В работе использова-
ли белых нелинейных мышей и мышей линии 
CBA массой тела 18-20 г в возрасте 6-10 недель. 
Для оценки уровня апоптоза были использова-
ны конъюгированные с флуорохромами пан-

специфические ингибиторы каспаз FAM FLICA 
Poly Caspase Assay Kit (“Immunochemistry”, 
США), результат выражали в  виде процента 
FLICA+ клеток. Уровень пролиферирующих 
клеток в тимусе определяли с использованием 
антител к ядерному белку PCNA (“BioLegend”, 
США), а  результат представляли в  виде про-
цента PCNA+ клеток. Для выявления основ-
ных популяций тимоцитов использовали 
моноклональные антитела против CD4, CD8, 
CD45 мыши, конъюгированные с PE/Cy5, PE/
Cy7, APC/Cy7 соответственно (“BioLegend”). 
Все исследования проводили в  соответствии 
с  протоколами изготовителей. Образцы ана-
лизировали с  помощью проточного цитоме-
тра Navios (“Beckman Coulter”, США).

Парафиновые срезы тимуса готовили 
по  стандартной методике. Для определения 
локализации апоптотических клеток в тимусе 
проводили иммуногистохимическое окраши-
вание срезов антителами к каспазе-3 (“Abcam”, 
США), срезы подкрашивали водным рас-
твором астрового синего и  после заключе-
ния фотографировали на  микроскопе Leica 
DM6000 (Германия).

Оценку экспрессии генов rag-1 и  tdt про-
водили по  стандартной методике методом 
полимеразной цепной реакции в  реальном 
времени.

К ВОПРОСУ О МЕХАНИЗМАХ СОЗРЕВАНИЯ 

И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ Т-ЛИМФОЦИТОВ

 Полевщиков А. В.1,2,  Кудрявцев И. В.1,2,  Старская И. С.2, 

 Васильев К. А.1,2,  Серебрякова М. К.2

1ФГАОУ ВПО “Дальневосточный федеральный университет”, 
Владивосток; 2ФГБНУ “Институт экспериментальной медицины”, 

Санкт-Петербург, Россия

Работа посвящена изучению уровня апоптоза и уровня экспрессии ключевых маркеров 
тимоцитов в тимусе интактных животных, а также оценке влияния иммунизации на уро-
вень экспрессии генов rag-1 и  tdt. Результаты исследования методом проточной цитоме-
трии свидетельствуют о низком уровне апоптоза в тимусе интактных мышей. В результате 
иммуногистохимического анализа установлено, что уровень апоптоза в медуллярной зоне 
значительно выше, чем в кортикальной части тимуса. Впервые получены эксперименталь-
ные доказательства изменения уровня экспрессии генов rag1 и tdt в клетках тимуса в ре-
зультате внутрибрюшинной иммунизации мышей фетальной бычьей сывороткой.

Ключевые слова: тимус, популяции тимоцитов, апоптоз.
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Результаты и обсуждение. Выявлен низкий 
уровень апоптоза в незрелых CD4+CD8+ клет-
ках наряду со значительным количеством про-
лиферирующих клеток. Результаты проточной 
цитометрии и данные иммуногистохимии ука-
зывают на  высокий уровень апоптоза именно 
в медуллярной зоне тимуса, где локализуются 
зрелые цитотоксические (CD8+) и  хелперные 
(CD4+) Т-лимфоциты, что принципиально рас-
ходится с доминирующей гипотезой об элими-
нации 95–99% CD4+CD8+ клеток в ходе селек-
ционных процессов. Между тем, именно очень 
высокий уровень апоптоза в этой популяции яв-
ляется одним из главных оснований современ-
ной теории дифференцировки Т-лимфоцитов, 
предусматривающей стохастический характер 
формирования TCR и  наличие процессов по-
зитивной и  негативной селекции в  ходе даль-
нейшего созревания Т-клеток.

Показано, что уровень апоптоза CD4+CD8+ 
тимоцитов в  тимусе взрослой интактной 
мыши не превышает 5%, что свидетельствует 
против существующей гипотезы созревания 
и  дифференцировки Т-клеток. Доля клеток 
в  апоптозе в  медуллярной части тимуса зна-
чительно выше, чем в кортексе, что косвенно 
указывает на  протекание селекционных про-
цессов в  медуллярной зоне тимуса, содержа-
щей зрелые CD4+CD8– и CD4–CD8+ тимоциты.

Также установлено наличие на поверхности 
всех созревающих тимоцитов (начиная со ста-
дии DN2) важнейшего корецептора CD28, 
с проведением сигнала от которого связывают 
экспрессию IL-2, α-цепи его рецептора (CD25 
антигена) и  запуск пролиферации Т-клеток 
в ходе иммунного ответа. Более того, среди не-
зрелых DP-тимоцитов свыше 98% клеток несут 
CD28. От 0,5 до 4% DP экспрессируют мембран-
ную или внутриклеточную форму антигена 
CD152 (CTLA-4), с которым связывают тормо-
жение клональной экспансии в ходе иммунного 
ответа, что ставит под сомнение статус тимуса 
как центрального органа иммунного надзора, 
не вовлеченного в иммунный ответ.

В ходе работы показана способность тимо-
цитов отвечать на введение антигена повыше-
нием экспрессии генов rag-1 и tdt, осуществля-
ющих реаранжировку генов TCR, в 2-2,5 раза. 
Установлено также, что предварительная сти-
муляция фагоцитов мышей внутрибрюшин-
ным введением полимерного декстрана за 72 ч 
до иммунизации приводит к ускорению отве-
та тимоцитов на антигенную стимуляцию.

Полученные результаты позволяют пред-
полагать совершенно иной характер созрева-
ния Т-клеток. Не  исключено, что сигналом, 
определяющими запуск экспрессии генов rag 
и tdt, является взаимодействие молекулы SCF 
(stem cell factor) со  стороны клетки-няньки, 
и CD117 (c-kit) со стороны созревающего ти-
моцита на стадиях DN1-2. Это приводит к по-
явлению на  мембране тимоцита β-цепи TCR, 
а  также антигена CD3. Ассоциация β-цепи 
TCR с  предшественником α-цепи (pTα) по-
зволяет на  стадии DN4 провести проверку 
работоспособности комплекса β-TCR и  CD3, 
что, возможно, и  является позитивной се-
лекцией. При этом характер презентируе-
мого пептида может не  играть критической 
роли. Успешное прохождение позитивной 
селекции обеспечивает переход клетки в  со-
стояние DP, которые начинают экспрессиро-
вать CD28 ещё до завершения формирования 
α-цепи TCR. Полученные результаты ука-
зывают на  то, что её реаранжировка может 
носить в  тимусе антиген-зависимый харак-
тер. В  этом случае этап негативной селекции 
в  отношении абстрактного антигена теряет 
смысл, сменяясь селекцией в отношении кон-
кретного ксеноантигена при одновременной 
дихотомии DP-лимфоцитов на CD4+ или CD8+ 
SP-Т-клетки. Одновременно получает своё 
объяснение и  очень низкий уровень апопто-
за DP-лимфоцитов, которые без презентации 
ауто- или ксеноантигена не  претерпевают 
реаранжировки α-цепи TCR [2]. Одновремен-
но нельзя исключить, что и  формирование 
клона антиген-специфических Т-клеток про-
исходит не  в  периферических лимфоидных 
органах, а  в  мозговом веществе тимической 
дольки, решая, тем самым, вопрос об  отсут-
ствии Т-клеточной пролиферации в  перифе-
рических лимфоидных органах. Однако дан-
ное предположение требует дополнительной 
экспериментальной проверки.

Работа выполнена при финансовой под-
держке программы № 1326 и гранта 14–08–06–
25_и Дальневосточного федерального универ-
ситета и гранта РФФИ № 15–04–05093а.
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TO THE QUESTION OF T-LYMPHOCYTE MATURATION 

AND DIFFERENTIATION MECHANISMS

Polevschikov A. V.1,2, Kudryavtsev I. V.1,2, Staskaya I. S.2, 

Vasilev K. A.1,2, Serebryakova M. K.2

1Far Eastern Federal University, Vladivostok; 
2Institute of Experimental Medicine, St. - Petersburg, Russia

Th e aim of this study is to assess the level of cell death and expression of key markers in the murine thy-
mus as well as the infl uence of immunization on rag-1 and tdt level. Flow cytometry assay indicates a low 
number of apoptotic cells in the thymus. Th ese fi ndings are inconsistent with the theory which states that 
more than 95% of immature CD4+CD8+ thymocytes die during their maturation. Immunohistochemical 
assay shows that the number of apoptotic cells was higher in the medulla than in the cortex. Th ese results 
cast doubts on the stochastic model of T cell development and positive and negative selection processes in 
the thymus during T cell maturation.

Формирование бронхолегочной дисплазии 
(БЛД) у  детей с  экстремально низкой массой 
тела (ЭНМТ) связывают с  нарушением раз-
вития легких вследствие действия большого 
количества пренатальных (внутриутробное 
воспаление) и  постнатальных (искусственная 
оксигенация, баротравма) факторов на  фоне 
незавершенности процессов альвеоло- и анги-
огенеза. Кроме того, незрелость системы анти-
оксидантной защиты недоношенного ребенка 
сопровождается риском повреждения тканей 
активными формами кислорода и  развитием 
воспалительного процесса, что стимулирует 

выброс в циркуляцию провоспалительных ци-
токинов и острофазных белков. Подтверждени-
ем этого являются высокие концентрации про-
воспалительных цитокинов (IL-1ß, IL-6, IL-12, 
TNF-α) в  бронхоальвеолярном лаваже и  сы-
воротке крови, определяемые в  первые сутки 
жизни детей, с развившейся впоследствии БЛД 
[1, 2, 3, 4]. Вместе с тем, несмотря на большое 
количество исследований, вопрос, посвящен-
ный прогнозированию данной патологии у не-
доношенных детей, остается открытым.

Цель исследования: оценить уровень ци-
токинов и белков острой фазы в пуповинной 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 

В ПРОГНОЗИРОВАНИИ БРОНХОЛЕГОЧНОЙ ДИСПЛАЗИИ 

У ДЕТЕЙ С ЭКСТРЕМАЛЬНО НИЗКОЙ МАССОЙ ТЕЛА

 Ремизова И. И.,  Чистякова Г. Н.,  Газиева И. А.

ФГБУ «НИИ ОММ» Минздрава России, Екатеринбург, Россия

Проведено исследование уровня цитокинов и белков острой фазы пуповинной крови 
у детей с экстремально низкой массой тела, с развившейся впоследствии бронхолегочной 
дисплазией (БЛД). Установлено, что показатели пуповинной крови новорожденных с БЛД 
характеризуются повышением уровня IFN-γ и C-реактивного белка, снижением концен-
трации IL-4 и  церулоплазмина, что позволяет использовать вышеназванные показатели 
в качестве дополнительных критериев при прогнозировании бронхолегочной дисплазии 
у детей с экстремально низкой массой тела.

Ключевые слова: экстремально низкая масса тела, бронхолегочная дисплазия.
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крови новорожденных с  экстремально низ-
кой массой тела, с развившейся впоследствии 
бронхолегочной дисплазией.

Материал и  методы. Проведено иммуно-
логическое обследование 46 новорожденных 
с  экстремально низкой массой тела, под-
разделенных на  две группы в  зависимости 
от реализации БЛД: 1-я группа – 24 ребенка, 
развивших впоследствии БЛД, 2-я группа  – 
22 ребенка без БЛД.

Уровни IFN-γ, IL-4 и лактоферрина в сыво-
ротке пуповинной крови определяли методом 
ИФА с помощью реагентов ЗАО «Вектор-Бест» 
(Россия), концентрацию С-реактивного белка 
(СРБ) – с использованием тест-систем фирмы 
«Biomerica» (США), содержание гаптоглобина 
и церулоплазмина – методом турбидиметрии 
с  помощью наборов фирмы «Sentinel» (Ита-
лия), уровень неоптерина – с использованием 
наборов фирмы «IBL» (Германия).

Статистическую обработку данных прово-
дили с  использованием пакета прикладных 
программ «Statistica for Windows 6.0». В случае 
распределения признаков, соответствующих 
закону нормального распределения, данные 
представляли в виде среднего значения и стан-
дартного отклонения, в  противном случае  – 
медианы (Mе), нижнего (Р25) и верхнего (Р75) 
квартилей. Проверку статистических гипотез 
об  отсутствии межгрупповых различий осу-
ществляли с  помощью непараметрического 
U-критерия Манна-Уитни (уровень значимо-
сти различий принимали р<0,05).

Результаты и  обсуждение. Гестационный 
возраст обследуемых детей с  ЭНМТ составил 
30,04±5,2 недели (1-я группа) и  30,81±6,63 не-
дели (2-я группа) (p>0,05). Масса тела ново-
рожденных, с  реализованной впоследствии 
БЛД была достоверно ниже – 847,5 (750-922,5) г 
против 880,5 (767,5–915) г во 2-й группе, р=0,03. 
Средняя оценка по  шкале Апгар на  1-й и  5-й 
минутах жизни также была значительно ниже 
у новорожденных 1-й группы (3,2±1,5 и 5,3±0,64 
баллов против 4,1±1,28 и 5,7±0,07 баллов во 2-й 
группе, р=0,0001 и р=0,01). Средняя продолжи-
тельность нахождения в  отделении реанима-
ции и  интенсивной терапии новорожденных 
у детей 1-й группы составила 35,9±6,3 дней, 2-й 
группы – 11,7±3,4 дней (р<0,001). Пребывание 
на искусственной вентиляции легких состави-
ло 20,3±5,8 дней для детей 1-й группы и  4,1± 
2,7 дней для новорожденных 2-й группы, про-
должительность дальнейшей респираторной 

поддержки методом BNCPAP  – 9,9±2,8 дней 
и 4,2±2,3 дней соответственно (р=0,001).

Проведенные исследования показали, что 
концентрация провоспалительного IFN-γ у де-
тей 1-й группы практически в  2 раза превы-
шала аналогичный показатель новорожденных 
2-й группы (11,75 (11,25-12,5) пг/мл против 5,5 
(4,13–9,59) пг/мл, р=0,0001). При этом уровень 
регуляторного IL-4 был достоверно ниже и со-
ставлял (0,6 (0,39–2,14) пг/мл против 2,37 (1,97–
2,9) пг/мл во  2-й группе, р=0,012), что свиде-
тельствует о смещении цитокинового баланса, 
определяемого соотношением провоспалитель-
ных и  регуляторных цитокинов (IFN-γ/IL-4) 
у  новорожденных с  БЛД в  сторону клеточно-
опосредованного иммунного ответа. Статисти-
чески значимых различий в значении данного 
показателя не  выявлено вследствие большой 
вариабельности показателей (18,9 (5,83-32,69) 
против 2,74 (1,12–4,35) у детей 2-й группы).

Воспалительная направленность иммунных 
реакций у  детей, реализовавших БЛД, под-
тверждалась повышенным уровнем С-реак-
тивного белка (0,35 (0,25–1,15) мг/л против 0,25 
(0,20–0,25) мг/л, р=0,001), а сниженное содер-
жание церулоплазмина (10,21 (4,05-15,0) мг/дл 
против 13,35 (9,13-20,0) мг/л р=0,028) указы-
вало на  дефицит факторов антиоксидантной 
защиты.

Другим показателем, отражающим актив-
ность клеточного иммунитета, является не-
оптерин, способствующий повышению кле-
точной цитотоксичности. При исследовании 
уровня неоптерина обнаружено его увеличе-
ние у новорожденных, с развившейся впослед-
ствии БЛД (28,91 (25,62-30,03) нмоль/л против 
23,86 (18,14-28,68) нмоль/л детей 2-й группы, 
р=0,04), что свидетельствует о  повышенной 
функциональной активности моноцитарно-
макрофагального звена иммунитета у  ново-
рожденных 1-й группы.

Заключение. В  результате проведенных ис-
следований установлено, что показатели пупо-
винной крови новорожденных, с развившейся 
впоследствии БЛД характеризуются воспали-
тельной направленностью клеточных реакций, 
которая проявляется повышением уровня IFN-γ 
и C-реактивного белка, сопряженным со сниже-
нием концентрации IL-4 и церулоплазмина, что 
позволяет использовать вышеуказанные марке-
ры в  качестве дополнительных критериев при 
прогнозировании бронхолегочной дисплазии 
у детей с экстремально низкой массой тела.
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USING OF THE IMMUNOLOGICAL PARAMETERS 

IN PREDICTING THE BRONCHOPULMONARY DYSPLASIA 

IN CHILDREN WITH EXTREMELY LOW BIRTH WEIGHT

Remizova I. I., Chistyakova G. N., Gazieva I. A.

Mother and Child Care Ural Research Institution of Russia Public Health Ministry, 
Ekaterinburg, Russia

Determination of cytokines and acute phase proteins in cord blood of children with extremely low 
birth weight, which later developed bronchopulmonary dysplasia (BPD) was carried out. It was found out 
that the parameters of umbilical cord blood of infants with BPD were characterized by the increased levels 
of IFN-γ and C-reactive protein, a decrease in the concentration of IL-4 and ceruloplasmin, which allows 
using of the above parameters as the additional criteria in predicting of bronchopulmonary dysplasia in 
infants with extremely low birth weight.

Keywords: extremely low birth weight, bronchopulmonary dysplasia.

Актуальность и цель работы. Известно, что 
присутствие лейкоцитов в семенной жидкости 
обусловлено их ролью в удалении избытка спер-
матозоидов, дебриса, патогенов, а также элими-
нации незрелых и поврежденных мужских по-
ловых клеток. Однако избыточное количество 
лейкоцитов в семенной жидкости, характерное 
при воспалительных процессах, негативно вли-

яет на сперматозоиды. Лейкоциты и продукты 
их производства (активные формы кислорода, 
цитокины, простаноиды, промежуточные фор-
мы окисления азота) являются основными эти-
опатологическими факторами мужского и жен-
ского бесплодия [2]. Так макрофаги способны 
модулировать иммунный ответ, направленный 
против сперматозоидов, ограничивая их под-

ВОЗДЕЙСТВИЕ КОМПОНЕНТОВ СЕМЕННОЙ ЖИДКОСТИ, 

ХАРАКТЕРИЗУЮЩЕЙСЯ ЛЕЙКОЦИТОСПЕРМИЕЙ, НА 

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ НЕЙТРОФИЛОВ, 

ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ

 Савельева А. А.,  Долгушин И. И.,  Савочкина А. Ю.,  Орнер И. Ю.

ФГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет, 
Челябинск, Россия

Известно негативное влияние лейкоцитов в отношении сперматозоидов. Однако и сама 
семенная жидкость оказывает воздействие на  компоненты женского репродуктивного 
тракта, в частности на иммунокомпетентные клетки. Среди таких клеток нейтрофилы наи-
более представительны. В данной работе показано влияние клеточных элементов эякулята 
и супернатанта, полученных из семенной жидкости, характеризующейся лейкоцитоспер-
мией, на функциональную активность нейтрофилов, выделенных из периферической кро-
ви. Функциональный статус нейтрофилов оценивался по лизосомальной и фагоцитарной 
активности, а также оценке внутриклеточного кислородзависимого метаболизма.

Ключевые слова: семенная жидкость, лейкоциты, нейтрофилы, фагоцитоз.
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вижность путем фагоцитоза [2]. Но  попада-
ние семенной жидкости в  женский репродук-
тивный тракт обусловливает дополнительную 
миграцию нейтрофилов [3]. Оплодотворение 
и  нормальная имплантация реализуются бла-
годаря тонким механизмам взаимодействия 
компонентов, как половой, так и  иммунной 
систем [1]. Нейтрофилы – наиболее представи-
тельная популяция среди иммунокомпетент-
ных клеток женского репродуктивного тракта 
в количественном и функциональном отноше-
нии. Зачастую семенная жидкость, показатели 
спермограммы которой укладываются в  нор-
мы, регламентированные ВОЗ, характеризует-
ся лейкоцитоспермией [4]. При этом инфекции 
половых путей не выявляются. Поэтому целью 
нашей работы явилась оценка влияния компо-
нентов семенной жидкости, характеризующей-
ся лейкоцитоспермией, на  функциональную 
активность нейтрофилов, выделенных из пери-
ферической крови. Изучение функциональных 
свойств нейтрофилов чистой фракции позво-
ляет исключить влияние факторов микроо-
кружения, характерных для тканей и секретов 
слизистых оболочек, куда мигрируют данные 
клетки в ходе жизненного цикла.

Материалы и  методы. Проведена оценка 
функциональных свойств нейтрофилов, вы-
деленных из периферической крови 33 здоро-
вых женщин (средний возраст 26,3±2,1 года) 
в  первую фазу менструального цикла, под 
действием компонентов семенной жидкости 
33 мужчин (заключение спермиологического 
анализа  – нормозооспермия, n=17) и  мужчин 
(n=16), семенная жидкость которых характе-
ризуется лейкоцитоспермией (средний возраст 
обследуемых мужчин 27,4±3,5 года), in vitro. 
Спермиологический анализ включал стандарт-
ные показатели согласно рекомендациям ВОЗ. 
Отсутствие инфекций половых путей среди 
мужчин подтверждалось методом ПЦР в  ре-
альном времени. Семенная жидкость центри-
фугировалась 3000 об/мин в течение 10 минут, 
и  было получено 2 фракции: клеточные эле-
менты эякулята, которые доводили физиологи-
ческим раствором до начальной концентрации 
сперматозоидов, и  надосадочная жидкость. 
Исследуемыми показателями функциональных 
свойств нейтрофилов явились: лизосомальная 
и фагоцитарная активность, внутриклеточный 
кислородзависимый метаболизм данных кле-
ток. В качестве контроля использовали взвесь 
нейтрофилов, выделенных из периферической 

крови и  инкубированных с  физиологическим 
раствором. Группы сравнения представлены 
нейтрофилами, выделенными из  перифериче-
ской крови и  инкубированными с  компонен-
тами семенной жидкости, характеризующейся 
нормозооспермией, и  нейтрофильными гра-
нулоцитами, выделенными из  перифериче-
ской крови и  инкубированными с  компонен-
тами семенной жидкости, характеризующейся 
лейкоцитоспермией. Данные анализировали 
с  применением непараметрического метода 
U-критерий Манна-Уитни для расчета уровня 
значимости в пакете SPSS.Statistics (version 17).

Результаты. При взаимодействии с  кле-
точными элементами эякулята, полученными 
из  семенной жидкости с  лейкоцитоспермией 
были получены следующие результаты функци-
ональной активности нейтрофилов, выделен-
ных из периферической крови. При сравнении 
групп нейтрофилов, инкубированных с  кле-
точными элементами эякулята, полученными 
из образцов семенной жидкости, характеризу-
ющейся нормозооспермией и  лейкоцитоспер-
мией, фиксировались более высокие значения 
активности НСТ-теста, как спонтанного, так 
и индуцированного в группе нейтрофилов, ин-
кубированных с  клеточными элементами эя-
кулята, полученными из  семенной жидкости 
с лейкоцитоспермией. При изучении показате-
лей фагоцитарной активности отмечалось сни-
жение всех изучаемых показателей в исследуе-
мых группах по сравнению с группой контроля. 
При сравнении группы нейтрофилов, инкуби-
рованных с надосадочной жидкостью, получен-
ной из эякулята, характеризующегося лейкоци-
тоспермией, с  группой контроля обнаружены 
следующие изменения: тенденция к увеличению 
уровня лизосомальной активности, тенденция 
к увеличению показателей кислородзависимого 
метаболизма нейтрофилов, значительно более 
низкие значения показателей фагоцитарной ак-
тивности изучаемых клеток. При сравнении по-
казателей функциональной активности групп 
нейтрофилов, инкубированных с надосадочной 
жидкостью, полученной, как от здоровых муж-
чин, так и мужчин с лейкоцитоспермией, стати-
стически значимых различий не обнаружено.

Таким образом, под действием компонен-
тов семенной жидкости, характеризующейся 
лейкоцитоспермией, отмечены общие тенден-
ции к  снижению лизосомальной, фагоцитар-
ной активности и  увеличению показателей 
НСТ-теста.
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EXPOSURE TO THE COMPONENTS OF SEMINAL 

FLUID CHARACTERIZED BY LEUKOCYTOSPERMIA 

ON FUNCTIONAL CAPACITY OF NEUTROPHILS 

ISOLATED FROM PERIPHERAL BLOOD
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Negative impact of leukocytes is known in relation to spermatozoa. However, seminal fl uid itself aff ects 
the female reproductive tract, particularly the immunocompetent cells. Among these cells, the neutrophils 
are the most representative. Th is work demonstrates the infl uence of cellular elements of ejaculate and the 
supernatant obtained from the seminal fl uid, characterized by leukocytospermia on the functional activity of 
neutrophils isolated from peripheral blood. Functional status of neutrophils was evaluated by lysosomal and 
phagocytic activity, as well as via the assessment of intracellular oxygen-dependent metabolism.

Актуальность. Согласно современным 
представлениям, нейтрофильные грануло-
циты являются одной из  самых многочис-

ленных клеточных популяций в  организме 
и в крови человека. Это высоко дифференци-
рованные клетки гранулоцитарного ростка 

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 

АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛОВ, ВЫДЕЛЕННЫХ 

ИЗ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ, И НЕЙТРОФИЛОВ 

УРОГЕНИТАЛЬНОГО ТРАКТА ЖЕНЩИН В РАЗЛИЧНЫЕ 

ФАЗЫ МЕНСТРУАЛЬНОГО ЦИКЛА

 Самусева И. В.,  Маркова В. А.,  Никушкина К. В., 

 Батурина И. Л.,  Логинова Ю. В.,  Никонова Т. И.

ГБОУ ВПО ЮУГМУ Минздрава России, Челябинск, Россия

В обзоре приводится сравнительная оценка функциональной активности интактных 
нейтрофилов, выделенных из периферической крови, и нейтрофилов цервикального и ва-
гинального секретов женщин в первую и вторую фазы менструального цикла. Установле-
но, что у интактных нейтрофилов, выделенных из периферической крови, и нейтрофилов 
цервикального и  вагинального секретов независимо от  фазы менструального цикла на-
блюдаются различия в  функциональной активности. Наибольшей функциональной ак-
тивностью обладают нейтрофилы цервикального секрета. У  нейтрофилов, выделенных 
из периферической крови, и нейтрофилов урогенитального тракта женщин в течение мен-
струального цикла происходит рост показателей фагоцитарной функции и их способности 
к формированию внеклеточных сетей.

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, фагоциты, нейтрофильные внеклеточ-
ные ловушки.
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с многодольчатым сегментированным ядром 
и  набором гранул [2]. Данные литературы 
свидетельствуют о том, что дисфункции ней-
трофилов приводят к тяжелым формам бак-
териальных инфекций [4], что подчеркивает 
ключевую роль нейтрофилов в  обеспечении 
врожденного иммунитета. Свои основные 
эффекторные функции нейтрофильные гра-
нулоциты осуществляют в  тканевых депо 
и в секретах слизистых оболочек [3]. Нейтро-
фильные гранулоциты играют важную роль 
в  противоинфекционной защите женского 
репродуктивного тракта благодаря своей 
способности поглощать патогены и  высво-
бождать широкий спектр противомикроб-
ных компонентов, в том числе и формировать 
внеклеточные ловушки [5]. В настоящее вре-
мя разработаны способы обнаружения ней-
трофильных внеклеточных ловушек (НВЛ), 
которые позволяют изучить их, как в слизи-
стых секретов, так и в выделенной фракции 
нейтрофилов периферической крови.

Целью работы являлось сравнение функ-
циональной активности интактных нейтро-
филов, выделенных из периферической кро-
ви, и  нейтрофилов урогенитального тракта 
женщин в  первую и  вторую фазы менстру-
ального цикла.

Используемые методы. В  эксперимен-
те приняли участие условно здоровые жен-
щины в  возрасте от  18 до  36 лет, у  которых 
забирали венозную кровь, цервикальный 
и  вагинальный секреты. Выделение чи-
стой фракции нейтрофилов проводилось 
на  двойном градиенте плотности фиколл-
верографина (чистота составляла 98–100%). 
Полученную клеточную концентрацию до-
водили до концентрации 5*106 кл/л. Для из-
учения НВЛ в чистой фракции нейтрофилов 
клеточную взвесь окрашивали флуоресцент-
ным ядерным красителем Sytox Green и гото-
вили препарат «раздавленная капля». Оценку 
препаратов проводили с помощью люминес-
центного микроскопа. Для подсчета количе-
ства нейтрофильных внеклеточных ловушек 
в цервикальном и вагинальном секретах был 
применён способ обнаружения нейтрофиль-
ных внеклеточных ловушек в  мукозальных 
секретах (Пат. № 2463349 И. И. Долгушин, 
Ю. С. Андреева, А. Ю. Савочкина). Оценку 
внутриклеточного кислородзависимого ме-
таболизма нейтрофильных гранулоцитов му-
козальных секретов проводили с  помощью 

НСТ-теста в  модификации Маянского А. Н. 
и  Виксмана М. К. (1979). Для исследования 
фагоцитарной функции нейтрофильных гра-
нулоцитов использовали модифицирован-
ный метод Фрейдлин И.С (1986 г.).

Результаты. В  первую фазу менструаль-
ного цикла содержание внеклеточных сетей 
нейтрофильных гранулоцитов значимо раз-
личается во  всех изучаемых биологических 
жидкостях. Максимальный процент НВЛ ре-
гистрируется в  цервикальном секрете, мини-
мальный – у нейтрофилов, выделенных из пе-
риферической крови. Показатели НСТ-теста 
и фагоцитарной функции интактных нейтро-
филов значимо различались во  всех биоло-
гических средах, и  были наиболее выражены 
у нейтрофильных гранулоцитов цервикально-
го секрета. Самые низкие показатели внутри-
клеточной бактерицидной активности были 
зарегистрированы у нейтрофильных грануло-
цитов вагинального секрета.

Во вторую фазу менструального цикла ре-
зультаты носят аналогичный характер. Так, 
при сравнительной оценке функциональ-
ной активности интактных нейтрофильных 
гранулоцитов, выделенных из  перифериче-
ской крови, и  нейтрофилов урогенитального 
тракта женщин наблюдалась разнородность 
показателей в  зависимости от  условий лока-
лизации нейтрофильных гранулоцитов (т. е. 
исследуемого материала), что указывает на ге-
терогенность популяции нейтрофилов, цир-
кулирующих в периферической крови, и кле-
ток, присутствующих на слизистых оболочках 
урогенитального тракта женщин. Наиболее 
выраженными кислородзависимыми эффек-
торными системами обладают интактные жиз-
неспособные нейтрофильные гранулоциты 
цервикального секрета. Наименьший уровень 
показателей НСТ-теста наблюдается у клеток 
вагинального секрета. Способность к фагоци-
тозу, его эффективность, а  также активность 
процесса формирования внеклеточных сетей 
нейтрофильными гранулоцитами, также, по-
видимому, определяется их принадлежно-
стью к тому или иному клеточному пулу, и за-
висит от  их локализации. Установлено, что 
максимальный процент клеток, вступивших 
в  фагоцитоз, и  наибольшее количество вне-
клеточных волокон ДНК нейтрофилов на 30 
минуте инкубации регистрируется в  церви-
кальном секрете вне зависимости от  фазы 
менструального цикла.
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COMPARATIVE EVALUATION OF THE FUNCTIONAL ACTIVITY 

OF THE NEUTROPHILS ISOLATED FROM PERIPHERAL BLOOD 

AND THE NEUTROPHILS OF UROGENITAL TRACT OF WOMEN 

IN VARIOUS PHASES OF THE MENSTRUAL CYCLE

Samuseva I. V., Markova V. A., Nikushkina K. V., Baturina I. L., 

Loginova U. V., Nikonova T. I.,

State Educational Institution of Higher Professional Education “South Ural State 
Medical University” Ministry of Health of the Russian Federation, Chelyabinsk, Russia

Th is review provides a comparative assessment of the functional activity of intact neutrophils isolated 
from peripheral blood and neutrophils of cervical and vaginal secretions from women in the fi rst and 
second phases of the menstrual cycle. It was established that intact neutrophils isolated from peripheral 
blood and neutrophils of cervical and vaginal secretions, regardless of the phase of the menstrual cycle 
demonstrated the diff erences in the functional activity. Th e highest functional activity possessed the neu-
trophils of cervical secretion. In neutrophils isolated from the peripheral blood and neutrophils of the 
urogenital tract of women during the menstrual cycle, the increase of the parameters of the phagocyte 
functions, and their ability to form extra-cellular networks occurred.

Далее был проведен сравнительный ана-
лиз функциональной активности интактных 
нейтрофильных гранулоцитов в первую фазу 
менструального цикла с аналогичными пока-
зателями нейтрофилов, изучаемых во вторую 
фазу менструального цикла.

Установлено, что у женщин во вторую фазу 
менструального цикла по сравнению с первой 
фазой происходит рост фагоцитарной функ-
ции и  способности к  образованию внекле-
точных сетей при одновременном снижении 
показателей НСТ-теста нейтрофильных гра-
нулоцитов урогенитального тракта и  ней-
трофилов, выделенных из  периферической 
крови женщин.

Полученные данные можно объяснить тем, 
что морфологически не различимые и выпол-
няющие одинаковые функции клетки одной 
популяции могут быть функционально не-
равнозначными и  проявлять неодинаковую 
специфическую функциональную активность, 
то есть быть функционально неоднородными. 

Это подтверждают результаты нашего иссле-
дования, которые согласуются с данными ли-
тературы [1]. Таким образом, нейтрофильные 
гранулоциты отличаются высоким уровнем 
функциональной мобильности и играют важ-
ную роль в  противоинфекционной защите 
женского репродуктивного тракта, благодаря 
своей способности поглощать патогены.
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Лейомиома является доброкачественной 
гормонально-опосредованной опухолью, ко-
торая встречается у  20–50% женщин репро-
дуктивного возраста. Предполагается, что 
важную роль в усилении роста опухоли игра-
ют не  только половые стероидные гормоны, 
но и провоспалительные цитокины, хемокины 
и  факторы роста, синтез и  продукция кото-
рых в миоматозном узле резко повышены [1]. 
При этом до настоящего времени нет единого 
представления о  том, как регулируются про-
лиферативные процессы в миометрии и поче-
му рост миомы практически никогда не сопро-
вождается злокачественным перерождением. 
Известно, что важную роль в  поддержании 
тканевого гомеостаза играет сбалансирован-
ность процессов пролиферации и апоптоза [2]. 
Литературные данные о характере регуляции 
апоптоза в ткани миоматозного узла немного-
численны. Ввиду этого целью работы было 
установить особенности синтеза про- и анти-
апоптотических факторов в ткани миоматоз-
ных узлов больших размеров в  зависимости 
от  интенсивности в  них пролиферативных 
процессов для уточнения механизмов регуля-
ции доброкачественного роста опухоли.

Работа была выполнена на базе федерально-
го государственного бюджетного учреждения 
«Ивановский научно-исследовательский ин-
ститут материнства и детства имени В. Н. Го-
родкова» Министерства здравоохранения РФ. 
В условиях гинекологической клиники обсле-

довано 10 пациенток с миомой матки больших 
размеров (диаметр узла – свыше 7 см), посту-
пивших на обследование и оперативное лече-
ние. Материалом для исследования служили 
биоптаты миоматозных узлов. Определение 
экспрессии мРНК ki-67, Х-связанного белка 
ингибитора апоптоза (XIAP), фосфатазы и го-
молог тензина (PTEN), и рецептора-активато-
ра пролиферации пероксисом (PPARγ) в ткани 
миоматозных узлов осуществлялось методом 
количественной полимеразной цепной реак-
ции в масштабе реального времени (RT-PCR) 
с нормализацией относительно мРНК β2-мик-
роглобулина.

На первом этапе нашего исследования 
была проведена оценка экспрессии в  тка-
ни опухоли маркера пролиферации  – ki-67, 
и, в  зависимости от  его наличия, или от-
сутствия исследуемые миоматозные узлы 
были разделены на  два типа: пролифери-
рующие и  без признаков клеточной про-
лиферации. Дифференцированный анализ 
данных по экспрессии генов, регулирующих 
апоптоз, в  ткани миоматозных узлов в  за-
висимости от  типа их роста показал, что 
в  опухолях, экспрессирующих ki-67, была 
выявлена значительно более высокая экс-
прессия мРНК XIAP, PPARγ и PTEN по срав-
нению с  теми миоматозными узлами, в  ко-
торых экспрессия ki-67 не  выявлена. Таким 
образом, усиление пролиферативных про-
цессов в ткани миомы происходило на фоне 

ВЗАИМОСВЯЗЬ ХАРАКТЕРА СИНТЕЗА 

АПОПТОЗ-РЕГУЛИРУЮЩИХ ГЕНОВ 

С ИНТЕНСИВНОСТЬЮ ПРОЛИФЕРАТИВНЫХ 

ПРОЦЕССОВ В МИОМАТОЗНОМ УЗЛЕ

 Сотникова Н. Ю.,  Воронин Д. Н.,  Кирсанов А. Н.

ФГБУ «Ивановский НИИ материнства и детства им. В. Н. Городкова» 
Минздрава России, Иваново, Россия

При исследовании миоматозных узлов больших размеров, было установлено, что нали-
чие пролиферативных процессов в тканях опухоли сопровождается одновременным уве-
личением экспрессии мРНК анти-аппототического фактора XIAP и повышением синтеза 
про-апоптотических факторов PPARγ и  PTEN, что может являться важным элементом 
в патогенезе доброкачественного роста миомы матки.

Ключевые слова: лейомиома, пролиферация, генная регуляция апоптоза.
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высокой экспрессии генов, обладающих как 
про-апоптотическим (PPARγ и  PTEN), так 
и  анти-апоптотическим действием (XIAP). 
Известно, что XIAP является одним из  ин-
гибиторов апоптоза, который способен свя-
зываться с  каспазами -9, -3, -7, инактивиро-
вать их активность, останавливая, таким 
образом, протеолитический каскад и  обе-
спечивая защиту от  Fas-индуцированного 
апоптоза [2]. Поэтому усиление его синтеза 
в  ткани миомы может быть одним из  триг-
герных факторов, запускающих клеточную 
пролиферацию, о  наличии которой свиде-
тельствует выявленный нами синтез ki-67. 
Однако высокий уровень экспрессии анти-
апоптотического гена, по нашим данным, со-
провождался повышением синтеза факторов 
с  про-апоптотическим действием  – PPARγ 
и PTEN. В экспериментах in vitro и in vivo было 
показано, что PPARγ способен угнетать рост 
опухолевых клеток и  подавлять процессы 
метастазирования [3]. При этом активация 
PPARγ его специфическими лигандами при-
водила к индукции апоптоза и подавляла од-
новременно действие анти-апоптотических 
факторов [3]. Заслуживает особого внима-
ния выявленная нами усиленная экспрессия 
мРНК про-апоптотического фактора PTEN 
в  ткани пролиферирующих миоматозных 
узлов. PTEN является эволюционно консер-
вативной фосфатазой двойной специфич-

ности, которая удаляет фосфаты с белковых 
и липидных субстратов и ингибирует киназ-
ный сигнальный каскад по  PI3K/Akt пути, 
подавляя активность клеточной пролифе-
рации и  индуцируя апоптоз [4]. Предпола-
гается, что этот фактор ограничивает бес-
контрольное деление клеток, предотвращая 
развитие, васкуляризацию и  злокачествен-
ное перерождение опухоли [4]. Поэтому вы-
сокий уровень синтеза PTEN в ткани миома-
тозных узлов, по-видимому, является одним 
из  основных механизмов, обеспечивающих 
доброкачественный рост этой опухоли. Та-
ким образом, одновременное повышение 
синтеза анти- и про-апоптотических факто-
ров в ткани пролиферирующей миомы мат-
ки, может с  одной стороны, играть важную 
роль в  инициации быстрого роста опухоли, 
а  с  другой стороны, определять доброкаче-
ственных характер роста лейомиомы.

Работа поддержана грантом РФФИ 
15-04-05042.
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RELATIONSHIP BETWEEN THE CHARACTER 

OF APOPTOSIS-REGULATING GENE SYNTHESIS 

AND PROLIFERATION INTENSITY IN LEIOMYOMA TISSUE

Sotnikova N. Yu., Voronin D. N., Kirsanov A. N.

V. N. Gorodkov Federal State Research Institute of Maternity and Childhood, 
Ivanovo, Russia

Investigation of the large leiomyoma tissues demonstrated that high activity of the proliferation in 
tumor tissue was accompanied by the simultaneous increase of the anti-apoptotic factor XIAP and pro-
apoptotic factors PPARγ and PTEN mRNA expression. Th ese fi ndings might be important components 
of the pathogenesis of benign nature of leiomyomas.
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Задержка роста плода (ЗРП) является одной 
из универсальных реакций, связанной с вну-
триутробным неблагополучием. Патофизио-
логические механизмы, определяющие фор-
мирование данной патологии, многообразны 
и  до  конца не  определены. Особый интерес 
вызывает изучение иммуноопосредованных 
механизмов задержки роста плода. Извест-
но, что при ЗРП происходят существенные 
изменения антителозависимых реакций им-
мунной системы, начиная с  ранних сроков 
гестации  [1, 3]. Это может обусловливать 
формирование длительно-живущих В-кле ток 
памяти. В  динамике гуморального иммун-
ного ответа формируются два компартмен-
та В-кле ток памяти: плазматические клет-
ки, продуцирующие антитела (эффекторные 
клетки памяти) и  центральные клетки памя-
ти, способные генерировать и пополнять пул 
плазматических клеток в результате антиген-
зависи мых и  -независимых механизмов [2]. 
Кроме того, центральные В-клетки памяти 
принимают участие в  презентации антигена 
Т-лим фоцитам, продуцируют широкий спектр 
цитокинов и хемокинов [2]. Для идентифика-
ции различных пулов В-клеток предлагается 
использовать классификацию, основанную 
на экспрессии IgD и CD27 молекул [2, 4]. По-
пуляцию CD27–IgD+ рассматривают как наи-
вные В-лим фоциты. Популяция В-клеток па-
мяти неоднородна, и  состоит, как минимум, 
из  трех различных пулов. CD27+ клетки па-
мяти подразделяют на  IgD+, так называемые, 

«непереключенные» (Non-switched) и  IgD-
«переключенные» (Switched) клетки памяти. 
Кроме того, выделяют фракцию «дважды не-
гативных» (Double Negative) В-клеток памяти 
(CD27–IgD–), функция которых в  настоящее 
время остается мало изученной [2]. Суще-
ствуют различные мнения и по поводу проис-
хождения CD27–IgD– В-лимфоцитов: развитие 
путем трансформации из  наивных В-кле ток, 
под действием поликлональных стимулов 
за счет увеличения антигенной нагрузки; по-
теря со  временем экспрессии CD27 частью 
классических клеток памяти; формирование 
в  процессе экстрафолликулярных иммунных 
реакций, или неполноценных иммунных от-
ветов, идущих в зародышевых центрах пери-
ферических лимфоидных органов [2, 5].

Целью проведенного исследования было 
изучить особенности созревания и  диффе-
ренцировки В-лимфоцитов при беременно-
сти, осложненной задержкой роста плода. 
В 32-36 недель гестации обследовали: 20 жен-
щин с неосложненным течением беременно-
сти (контрольная группа); 34 женщины, ро-
дивших детей с ЗРП (группа ЗРП). Отдельную 
группу представили 8 женщин с ЗРП по дан-
ным УЗ-исследования, но родивших детей без 
ЗРП (группа ЗРП→нормотрофия при рожде-
нии). Все женщины с  ЗРП получали одина-
ковую терапию, направленную на улучшение 
работы маточно-плацентарного комплекса 
и  метаболических процессов. Методом про-
точной цитофлюориметрии в общей популя-

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА В-КЛЕТОК ПАМЯТИ 

У ЖЕНЩИН С ЗАДЕРЖКОЙ РОСТА ПЛОДА

 Фролова М. В.,  Кудряшова А. В.,  Сотникова Н. Ю.

ФГБУ «Ив НИИ М и Д им. В. Н. Городкова» Минздрава России, 
Иваново, Россия.

Задержка роста плода (ЗРП) характеризуется изменениями антителозависимых ре-
акций иммунной системы. Цель: изучить особенности дифференцировки В клеток па-
мяти у  женщин с  ЗРП. Обследовали женщин с  неосложненной беременностью, ЗРП. 
При ЗРП было выявлено повышение уровня «непереключенных» (CD27+IgD+) В клеток 
памяти и отсутствие достоверных различий в содержании наивных (CD27–IgD+), акти-
вированных В-лимфоцитов (CD20+CD38+CD95+) и  «переключенных» В  клеток памяти 
(CD27+IgD–).

Ключевые слова: задержка роста плода, В-клетки памяти.
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ции периферических CD19+ В-лимфоцитов 
определяли содержание: наивных CD27–IgD+ 
клеток; активированных CD20+CD38+CD95+ 
клеток; CD27+IgD±, «непереключенных» 
CD27+IgD+, и  «переключенных» CD27+IgD– 

клеток памяти; CD27–IgD– «двойных негатив-
ных» клеток.

Анализируя полученные данные в  груп-
пе женщин, родивших детей с ЗРП, мы уста-
новили, что в  популяции В-лимфоцитов 
уровень наивных CD27–IgD+ клеток, имел 
тенденцию к  снижению, а  содержание акти-
вированных CD20+CD38+CD95+ лимфоцитов 
не  имело отличий по  сравнению с  показа-
телями контрольной группы (p>0,05 в  обо-
их случаях). Сравнение двух исследуемых 
групп по уровню В-клеток памяти с феноти-
пом CD27+IgD± показало, что в  группе жен-
щин с  ЗРП данный параметр достоверно 
повышался по  сравнению с  неосложненной 
беременностью (p=0,005), что было обуслов-
лено ростом содержания пула «непереклю-
ченных» В-лимфоцитов памяти по  сравне-
нию с таковым в группе контроля (p=0,004). 
Уровни «переключенных» В-лимфоцитов 
памяти и  «дважды негативных» клеток со-
ответствовали таковым в  группе женщин 
без ЗРП (p>0,05 в  обоих случаях). В  группе 
ЗРП→нормотрофия при рождении все иссле-
дуемые показатели соответствовали таковым 
в  контрольной группе, а  уровень «непере-
ключенных» клеток памяти был достоверно 
снижен по  сравнению с  таковыми в  группе 
женщин, родивших детей с ЗРП (p<0,001).

Результаты проведенных исследований сви-
детельствуют об изменении характера диффе-
ренцировки В-лимфоцитов в периферической 
крови матери при ЗРП. Как известно, коли-
чество наивных В-клеток отражает способ-
ность к нормальной гомеостатической проли-
ферации В-лимфоцитов, а  также определяет 
антиген-индуцированную дифференцировку 
в зародышевых центрах периферических лим-
фоидных органов. Отмеченная нами тенден-
ция к снижению данного пула может косвен-
но свидетельствовать об усилении процессов 
дифференцировки В-лимфоцитов до  конеч-
ных этапов формирования клеток памяти 
при ЗРП. Это предположение подтверждает-
ся нашими данными о росте общего уровня 
CD27+IgD± В-лимфоцитов. Существенное 
различие двух CD27+ пулов В-клеток памя-

ти определяется поверхностной экспрессией 
IgD [2, 5]. «Переключенные» клетки памяти 
теряют поверхностные иммуноглобулиновые 
рецепторы класса D, но в результате процес-
са переключения изотипов приобретают спо-
собность экспрессировать IgG и IgA. «Непе-
реключенные» В клетки памяти продолжают 
экспрессировать IgD рецепторы в сочетании 
с  поверхностными IgM и  не  проходят даль-
нейший этап переключения изотипов имму-
ноглобулинов [2, 4]. Известно, что «непере-
ключенные» (CD27+IgD+) периферические 
В-лимфоциты памяти возникают из активи-
рованных В-клеток, под действием сильных 
сигналов от CD4+ Т-клеток в начале реакции 
на  антигенную стимуляцию, в  то  время как 
большинство «переключенных» (CD27+IgD–) 
В-клеток памяти формируются в  гермина-
тивных центрах [4]. Следует отметить, что 
«переключенные» В-лимфоциты памяти не-
сут на  своей поверхности BCR, обладающий 
высоким сродством к антигену; тогда как «не-
переключенные» экспрессируют низкоаффин-
ный В клеточный рецептор. Функциональная 
характеристика двух исследуемых пулов тоже 
различна [4]. «Переключенные» В-клетки па-
мяти обуславливают быстрый иммунный от-
вет, за  счет кооперации с  клетками памяти 
в  популяции TFH. Значимость «непереклю-
ченных» В-клеток памяти во вторичной реак-
ции на антиген не высока, однако предполага-
ется их важная роль при повторной инфекции 
с  мутантными версиями исходного патогена. 
Вероятно, усилением функциональной актив-
ности «непереключенных» В-клеток памяти 
определяется отмеченное нами ранее повыше-
ние сывороточного уровня IgM на всем про-
тяжении гестации у женщин с ЗРП (Сотнико-
ва Н. Ю., и др., 2009).
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Механизмы, позволяющие полуаллогенно-
му трансплантату, которым является плод для 
иммунной системы матери, сохраняться и раз-
виваться в  ее организме, в  настоящее время 
не  ясны. Также неизвестно, какие изменения 
в иммунной системе матери приводят к выки-
дышу [1]. Имеющиеся в литературе факты ука-
зывают на то, что причиной невынашивания 
беременности может быть как очень сильная 
реакция иммунной системы матери к  МНС 
антигенам плода, вследствие недостаточно-
сти регуляторного контроля, так и слабая ре-

акция, наблюдаемая, например, при сходстве 
МНС антигенов супругов. Целью работы было 
выяснить, какие изменения в активности лим-
фоцитов специфичных к МНС плода и уровне 
антиидиотипических антител против лимфо-
цитов специфичных к МНС плода могут быть 
причиной выкидыша.

Исследование проведено на базе 9-й Город-
ской клинической больницы МЗ УР, г. Ижевск. 
Были исследованы небеременные женщины 
(n=23), беременные с  нормально протекаю-
щей беременностью (n=32), и женщины, у ко-

ИССЛЕДОВАНИЕ ИММУННОГО ОТВЕТА К МНС 

У ЖЕНЩИН С УГРОЗОЙ ПРЕРЫВАНИЯ БЕРЕМЕННОСТИ 

И ВЫКИДЫШЕМ

 Тронина Т. И.¹,  Бушмелева Н. Н.²,  Шайдулина Р. Р.¹, 

 Гумерова Д. Р.¹,  Коренчук Ю. В.¹

1ФГБОУ ВПО «Удмуртский государственный университет»; 2ФГБОУ ВПО «Ижевская 
государственная медицинская академия», Ижевск, Россия

Целью работы было выяснить, какие изменения в активности лимфоцитов специфич-
ных к МНС плода и уровне антиидиотипических антител против лимфоцитов специфич-
ных к МНС плода могут привести к выкидышу. Обнаружено, что у женщин с диагнозом 
УПБ активность лимфоцитов против МНС плода, а также уровень ингибирующих антии-
диотипических антител к МНС плода ниже, чем у женщин с нормально протекающей бе-
ременностью. Однако уровень ингибирующих антиидиотипических антител к МНС плода 
соразмерен активности лимфоцитов к МНС плода, следовательно, причина угрозы выки-
дыша не в отсутствии контроля активности лимфоцитов против МНС, а в слабой актив-
ности лимфоцитов к МНС антигенам плода. Другая причина УПБ, ведущей к выкидышу – 
нарушение регуляции активности лимфоцитов к МНС плода, проявляющееся в том, что 
антиидиотипические антитела к  МНС оказывают стимулирующий, а  не  ингибирующий 
эффект на активность лимфоцитов к МНС плода.

Ключевые слова: Главный комплекс гистосовместимости (МНС), антиидиотипические 
антитела, угроза прерывания беременности (УПБ), активность лимфоцитов.

THE DIFFERENTIATION OF MEMORY B CELLS IN WOMEN 

WITH INTRAUTERINE FETAL GROWTH RETARDATION

Frolova M. V., Kudryashova A. V., Sotnikova N. Yu.

V. N. Gorodkov Federal State Research Institute of Maternity and Childhood, 
Ivanovo, Russia

Intrauterine fetal growth retardation (IUGR) is characterized by changes in antibody-dependent immune 
reactions. Th e aim of the work was to study the diff erentiation of memory B cells in women with IUGR. Wom-
en with IUGR and healthy women were examined. Th e increase of the level of «nоn switched» (CD27+IgD+) 
memory B cells was found. An absence of signifi cant diff erence in the number of naïve (CD27–IgD+), activated 
(CD20+CD38+CD95+) and «switched» B lymphocytes (CD27+IgD–) was noted.
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STUDY OF IMMUNE RESPONSE TO MHC IN WOMEN 

WITH THREATENED ABORTION OR MISCARRIAGE

Tronina T. I.¹, Bushmeleva N. N.², Shaydulina R. R.¹, 

Gumerova D. R.¹, Korenchuk J. V.¹

1Udmurt State University; 2Izhevsk State Medical Academy, Izhevsk, Russia

Th e goal was to fi gure out which changes in the activity of lymphocytes specifi c for MHC fetus and 
the level of anti-idiotype antibodies against lymphocytes specifi c for MHC fetus may lead to miscarriage. 
It was found that women diagnosed with TAM activity of lymphocytes against MHC fetus, as well as the 
level of anti-idiotype antibodies to inhibit MHC fetus is lower than that of women with normal pregnancy. 
However, the level of anti-idiotype antibodies to inhibit MHC fetus commensurate activity of lympho-
cytes to the MHC of the fetus, therefore, the cause of threatened abortion is not the lack of control activity 
of lymphocytes against MHC, and weak activity of lymphocytes to MHC antigens of the fetus. Another 
reason for the TAM, leading to miscarriage – dysregulated activity of lymphocytes to the MHC of the 
fetus, which manifests itself in the fact that anti-idiotype antibodies to the MHC has a stimulating rather 
than inhibiting eff ect on the activity of lymphocytes to the MHC fetus.

торых беременность сопровождалась угрозой 
прерывания (УПБ) (n=25). Все женщины дали 
информированное согласие на  участие в  ис-
следовании. Определяли пролиферативную 
активность лимфоцитов женщин к МНС пло-
да методом поглощения глюкозы в  однона-
правленной смешанной культуре лимфоцитов 
с лимфоцитами мужа. Также у женщин иссле-
довали уровень антиидиотипических антител 
к МНС плода по интенсивности ингибирова-
ния или стимулирования пролиферативной 
активности лимфоцитов женщины, вызван-
ной лимфоцитами мужа, в присутствии ауто-
логичной сыворотки.

Обнаружено, что у  женщин с  диагнозом 
УПБ активность лимфоцитов против МНС 
плода, а также уровень ингибирующих анти-
идиотипических антител к МНС плода ниже, 
чем у женщин с нормально протекающей бе-
ременностью. В тоже время при УПБ уровень 
антиидиотипических антител к  МНС сораз-
мерен активности лимфоцитов к МНС плода, 
т. е. низкому уровню активности лимфоцитов 
к  МНС соответствует низкий уровень анти-
идиотипических антител к  МНС. Известно, 
что антиидиотипические антитела являются 
ключевым фактором контроля иммунного 
ответа к  МНС плода при беременности [2]. 
Их наличие при УПБ в количестве соразмер-
ном активности лимфоцитов против МНС 
указывает на  то, что причина угрозы пре-
рывания беременности не  в  отсутствии кон-
троля активности лимфоцитов против МНС, 
а  в  слабой активности лимфоцитов к  МНС 

антигенам плода. Следовательно, активность 
лимфоцитов матери к МНС антигенам плода 
не менее важна для сохранения плода в орга-
низме, и  низкая активность может привести 
к выкидышу.

У 2 из 25 исследованных женщин с диагно-
зом УПБ беременность завершилась выки-
дышем. Особенностью исследуемых показа-
телей у  этих беременных женщин, в  отличие 
от других женщин с диагнозом УПБ, была от-
носительно высокая активность лимфоцитов 
к МНС плода, сравнимая с таковой у женщин 
с  нормально протекающей беременностью. 
Однако в  отличие от  нормальной беремен-
ности, при которой высокая активность лим-
фоцитов была ассоциирована с  ингибирую-
щим эффектом антиидиотипических антител 
к  МНС, при УПБ, завершившейся выкиды-
шем, антиидиотипические антитела стиму-
лировали активность лимфоцитов против 
МНС плода. На  основании полученных фак-
тов можно предполагать, что причиной УПБ 
и  выкидыша является нарушение регуляции 
активности лимфоцитов против МНС плода 
антиидиотипическими лимфоцитами.
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Индукция суперовуляции в  программах 
экстракорпорального оплодотворения и пере-
носа эмбрионов (ЭКО и ПЭ) связана со значи-
тельной экзогенной гормональной нагрузкой 
на  организм женщины. При беременности, 
индуцированной применением вспомогатель-
ных репродуктивных технологий (ВРТ), по-
вышается частота встречаемости различных 
осложнений, связанных с проявлениями эндо-
телиальной дисфункции. Нарушение функций 
эндотелия при беременности может быть как 
первичным, так и  связанным с  воздействием 
различных повреждающих факторов, в  том 
числе с  биохимическими и  гемостазиологи-
ческими изменениями, обусловливающими 
гиперкоагуляционные сдвиги [1, 2]. В  связи 
с тем, что продукция эндотелиальных факто-
ров во многом определяет процессы ангиоге-
неза, инвазии трофобласта, ремоделирования 
спиральных артерий с образованием маточно-
плацентарных сосудов, повышение эффектив-
ности ВРТ зависит от успехов в области изуче-
ния механизмов, обеспечивающих гомеостаз 
на уровне микроциркуляции [3].

Цель: оценить функциональное состояние 
эндотелия и особенности регуляции ангиоге-

неза в  первом триместре беременности, на-
ступившей в результате ЭКО и ПЭ.

Пациенты и  методы. Проведено клинико-
лабораторное обследование 48 женщин с одно-
плодной беременностью, наступившей в резуль-
тате «базовой» процедуры ЭКО и ПЭ (основная 
группа). Группу сравнения составили 30 жен-
щин с одноплодной беременностью, наступив-
шей спонтанно. Контролируемая овариальная 
стимуляция проводилась по протоколам с ан-
тагонистами гонадотропин-рилизинг-гормона 
(ганиреликс, цетрореликс) в  стандартных до-
зировках. Для стимуляции роста фолликулов 
применялись рекомбинантные препараты ФСГ 
(фоллитропин-альфа, фоллитропин-бета). 
В  качестве триггера овуляции использовался 
хорионический гонадотропин-альфа в  дози-
ровке 6500 МЕ. Исследования проводили в пер-
вом триместре гестации после подтверждения 
факта наступления прогрессирующей беремен-
ности с помощью УЗИ и определения содержа-
ния β-ХГЧ в сыворотке крови. Уровень васкуло-
эндотелиального фактора роста (VEGF) и  его 
растворимого рецептора-1 (sVEGF-R1) опре-
деляли с  помощью коммерческих тест-систем 
«Bender Medsystems» (Австрия), концентрацию 

ОСОБЕННОСТИ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ 

ЭНДОТЕЛИЯ И РЕГУЛЯЦИИ АНГИОГЕНЕЗА В ПЕРВОМ 

ТРИМЕСТРЕ БЕРЕМЕННОСТИ, ИНДУЦИРОВАННОЙ ВРТ

 Чистякова Г. Н.,  Газиева И. А.,  Цывьян П. Б., 

 Кожекина Ю. Н.
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С целью оценки функционального состояния эндотелия и особенностей регуляции анги-
огенеза в первом триместре беременности, индуцированной ВРТ, проведено обследование 
48 женщин с  одноплодной беременностью, наступившей в  результате экстракорпораль-
ного оплодотворения и переноса эмбрионов и 30 женщин с одноплодной беременностью, 
наступившей естественным путем. Установлено, что первый триместр беременности, ин-
дуцированной ВРТ, характеризуется повышением содержания эндотелина-1, общего и эн-
догенного нитрита на  фоне снижения уровня как про- (VEGF), так и  антиангиогенных 
(эндоглин) факторов. Таким образом, нарушение функционального состояния эндотелия 
в  условиях надфизиологической гормональной поддержки беременности в  программах 
ВРТ сопровождается дисрегуляцией процессов ангиогенеза, что впоследствии может быть 
причиной гестационных осложнений.

Ключевые слова: первый триместр беременности, вспомогательные репродуктивные 
технологии, эндотелий, ангиогенез.
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эндоглина – с использованием реагентов фирмы 
«R&D Systems» (США), содержание эндотели-
на-1 – с помощью наборов фирмы «Biomedica» 
(Австрия) методом ИФА. Уровень стабильных 
метаболитов оксида азота (NO) (эндогенного 
нитрита, общего нитрита и нитрата) оценивали 
спектрофотометрическим методом с помощью 
тест-систем «R&D Systems» (США). Статистиче-
скую обработку данных проводили с использо-
ванием пакета прикладных программ «Statistica 
for Windows 6.0». Данные представляли в виде 
медианы (Mе), нижнего и верхнего квартилей 
(Р25-Р75). Проверку статистических гипотез 
об  отсутствии межгрупповых различий осу-
ществляли с  помощью непараметрического 
U-критерия Манна-Уитни, уровень значимо-
сти различий принимали р<0,05.

Основные результаты. Женщины, вклю-
ченные в  исследование, были сопоставимы 
по  возрасту (26-40 лет), структуре и  частоте 
встречаемости хронических заболеваний, яв-
лялись жительницами Екатеринбурга и Сверд-
ловской области. Установлено, что при бе-
ременности, индуцированной ВРТ, уровень 
эн до те ли на-1 был в  2,7 раза выше, чем при 
беременности, наступившей спонтанно (1,82 
(0,73–3,19)  фмоль/ мл против 0,67 (0,14–
2,63) фмоль/ мл, p=0,04). 

Содержание общего NO2 в  основной 
группе также было статистически значи-
мо выше аналогичного показателя у  груп-
пы сравнения (16,38 (14,23-21,83)  мкмоль/л 
против 14,93 (9,87-18,84)  мкмоль/л, p=0,03), 
уровень эндогенного NO2 превышал тако-
вой при спонтанной беременности в 1,8 раза 
(1,66 (1,09–2,34) мкмоль/л против 0,94 (0,48–
1,58) мкмоль/л, p=0,001). 

Повышение продукции одного из  основ-
ных вазоконстрикторов, сопровождающееся, 
очевидно, компенсаторным увеличением вы-
свобождения вазодилататоров, установленное 
в  ранние сроки индуцированной беременно-
сти, свидетельствует о  нарушении функцио-
нального состояния эндотелия в  условиях 
надфизиологической гормональной поддерж-
ки беременности, наступившей в программах 
ЭКО и  ПЭ. Оценка продукции основных ре-
гуляторов ангиогенеза показала, что в  груп-
пе женщин с  индуцированной беременно-
стью содержание проангиогенного VEGF было 
на порядок ниже, чем в группе сравнения (0,12 
(0,0–7,29) пг/мл против 5,16 (2,95-11,05) пг/мл, 
p=0,04). Уровень противоангиогенных фак-

торов эндоглина и  растворимого рецептора 
к VEGF также был снижен в 1,4 и 1,9 раза, со-
ответственно, однако статистически значи-
мые межгрупповые различия были выявлены 
только в  содержании эндоглина (5,31 (4,61–
6,19) нг/мл против 7,66 (6,36-10,08) нг/ мл, 
p<0,001 и  0,54 (0,06–1,29)  пг/ мл против 1,01 
(0,71–1,87)  пг/ мл, p=0,09).

В связи с  тем, что эндотелий принимает 
непосредственное участие в поддержании со-
судистого гомеостаза, а  также в  процессах 
васкуляризации при становлении фетопла-
центарного кровообращения, дисфункция 
эндотелия может обусловливать неполно-
ценность ангиогенеза, внося существенный 
вклад в нарушение продукции факторов роста 
на этапе плацентации, а, также, не обеспечи-
вая адекватного ответа на  выработку ангио-
генных факторов другими источниками, пре-
жде всего, трофобластом, что расценивается, 
как несостоятельность точки приложения ин-
дукторов васкуляризации. Нарушение форми-
рования сосудистой сети плаценты является 
одной из основных причин, приводящих к ре-
ализации патологических состояний. В  свя-
зи с этим увеличение частоты встречаемости 
гестационных осложнений и невынашивания 
при индуцированной беременности может 
быть связано с эндотелиопатией, которая обу-
словливает нарушение регуляции ангиогенеза 
и реализацию патологических состояний, опо-
средованных сосудистым компонентом.

Заключение. Первый триместр беремен-
ности, индуцированной ВРТ, характеризуется 
повышением содержания эндотелина-1, обще-
го и  эндогенного нитрита на  фоне снижения 
уровня как про- (VEGF), так и антиангиоген-
ных (эндоглин) факторов. Таким образом, на-
рушение функционального состояния эндо-
телия в  условиях гормональной стимуляции 
и поддержки беременности в программах ЭКО 
и ПЭ сопровождается дисрегуляцией процес-
сов ангиогенеза.

Работа поддержана Грантом РФФИ 
и РФФИ-Урал № 13-04-96080.
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THE CHARACTERISTICS OF THE ENDOTHELIAL FUNCTION 

AND ANGIOGENESIS REGULATION IN THE FIRST TRIMESTER 

OF PREGNANCY RESULTING FROM ASSISTED REPRODUCTIVE 

TECHNOLOGIES

Chistуakova G. N., Gazieva I. A., Tsyvian P. B., Kozjekina Y. N.

Mother and Child Care Ural Research Institution of Russia Public Health Ministry, 
Yekaterinburg, Russia

To evaluate the endothelial function and the specifi c features of angiogenesis regulation in the fi rst tri-
mester of singleton pregnancy induced by assisted reproductive technologies (ART) there were surveyed 
48 women with pregnancy resulting from in vitro fertilization and embryo transfer and 30 women with 
spontaneous singleton pregnancy. It is established that the fi rst trimester of ART-induced pregnancy is 
characterized by the increased levels of endothelin-1, total and endogenous nitrite against a decrease in 
the level of proangiogenic (VEGF) and antiangiogenic (endoglin) factors. Th us, the endothelial dysfunc-
tion by supraphysiological hormonal support of pregnancy in ART programs is accompanied by a dys-
regulation of angiogenesis that could be the cause of gestational complications in future.

ПНЕВМОПРОТЕИНЫ ПРИ ВРОЖДЕННОЙ 

ПНЕВМОНИИ И РДС

 Шилова Н. А.,  Чаша Т. В.,  Кузьменко Г. Н., 

 Хорошилова А. Г.

ФГБУ «Ивановский НИИ материнства и детства им. В. Н. Городкова» 
Минздрава России, Иваново, Россия

Содержание сурфактантного протеина D и  белка клеток Клара у  глубоконедоношен-
ных новорожденных в бронхо-альвеолярной жидкости и сыворотке крови выше у пациен-
тов с врожденной пневмонией, чем у детей с РДС. Низкое содержание этих белков у детей 
с пневмонией было связано с последующим развитием бронхолегочной дисплазии.

Ключевые слова: респираторный дистресс (РДС), сурфактантный протеин D (СПD), 
недоношенные новорожденные.

Актуальность: в  структуре неонатальной 
смертности у  глубоконедоношенных ново-
рожденных остается высоким удельный вес 
дыхательных расстройств (в  т. ч. врожденной 
пневмонии и  респираторного дистресс син-
дрома (РДС) [1]. Необходим поиск новых мар-
керов для ранней диагностики, что позволит 
улучшить результаты лечения. В  последнее 
время большое внимание уделяется изучению 
роли пневмопротеинов, которые являются 
специфическими белками эпителия легкого 
(сурфактантный протеин Д и  белок клеток 
Клара). Сурфактантный протеин D (СПD)  – 
это один из белков сурфактанта, роль которо-
го заключается в  антиинфекционной защите 

легких [2]. Белок клеток Клара (БКК) секрети-
руется клетками Клара терминальных брон-
хиол и  играет важную иммуносупрессивную 
и противовоспалительную роль в легких [3].

Цель: определить содержание пневмопро-
теинов у глубоконедоношенных новорожден-
ных с врожденной пневмонией и РДС.

Материалы и методы исследования. Про-
ведено обследование 106 новорожденных 
гестационным возрастом менее 32 недели 
с  очень низкой и  экстремально низкой мас-
сой тела при рождении. Выделены 2 группы 
наблюдения. 1-я группа – 41 ребенок с РДС. 
2-я группа – 65 детей с врожденной пневмо-
нией. Содержание СПD и  БКК определяли 
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в  бронхоальвеолярной лаважной жидкости 
и сыворотке крови.

Результаты и  их обсуждение: Содержа-
ние как СПD, так и БКК в бронхоальвеоляр-
ной лаважной жидкости у детей с врожденной 
пневмонией оказалось значимо выше, чем у но-
ворожденных с РДС. Полученные данные сви-
детельствуют об  активации местного про-
тивоинфекционного легочного иммунитета 
с  усиленным синтезом СПD и  БКК в  ответ 
на воздействие микробных агентов и разви-
тие воспаления в  легких, что имеет защит-
ный характер.

Уровень СПD и  БКК в  сыворотке крови 
у  недоношенных новорожденных с  врожден-
ной пневмонией был также значимо выше, чем 
у детей с РДС. Необходимо отметить, что син-
тез и  элиминация СПD происходит в  легких 
и в норме этот белок в системном кровотоке 
не определяется. Поэтому повышение уровня 
СПD в сыворотке крови у детей с пневмони-
ей, на наш взгляд, можно объяснить более вы-
раженным сочетанным повреждением альве-
олярно-капиллярного барьера, повышением 
его порозности и  выходом СПD в  кровенос-
ное русло у  новорожденных с  врожденной 
пневмонией.

БКК синтезируется в  легких, проходит че-
рез альвеолярно-капиллярный барьер, попа-
дает в  системный кровоток и  элиминирует-
ся почками. По  экспериментальным данным 
(у животных и у взрослых) доказано, что при 
повреждении легкого сначала пролифератив-
ная активность клеток Клара резко возраста-
ет, что носит защитный характер, а затем при 
продолжающемся длительном воздействии 
патологического фактора происходит их ис-
тощение и гибель. Не исключено, что такой же 

механизм имеет место у  новорожденных де-
тей. Т.е. повышение БКК у детей с пневмонией 
в раннем неонатальном периоде носит защит-
ный характер.

В исходе перенесенной пневмонии у 12 но-
ворожденных развилась бронхолегочная дис-
плазия (БЛД). Оценка содержания пневмо-
протеинов показала, что уровень СПD и БКК 
у этих детей на 3-и сутки жизни был значимо 
ниже как в  лаважной жидкости (в  2,4 раза), 
так и в сыворотке крови (в 2,7 раза), чем у па-
циентов, выздоровевших от пневмонии. Полу-
ченные данные можно объяснить неспособно-
стью клеток респираторного эпителия у детей 
с  развившейся БЛД к  синтезу СПD и  БКК 
в  количестве, необходимом для антиинфек-
ционной защиты легких, а также для предот-
вращения разрастания соединительной ткани 
в  процессе репарации легочной паренхимы. 
Это, вероятно, обусловлено их повреждением 
еще на антенатальном этапе.

Выводы: установленные особенности со-
держания пневмопротеинов в  бронхоальвео-
лярной лаважной жидкости и сыворотке крови 
могут быть использованы для проведения диф-
ференциального диагноза врожденной пнев-
монии и РДС у новорожденных с очень низкой 
и экстремально низкой массой тела при рожде-
нии, а также для прогнозирования БЛД.
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PNEUMOPROTEINS IN CONGENITAL PNEUMONIA

Shilova N. A., Chasha T. V., Kuzmenko G. N., Horoshilova A. G.

V. N. Gorodkov Federal State Research Institute of Maternity 
and Childhood, Ivanovo, Russia

Concentrations of the surfactant protein D and Clara cell protein in very preterm newborn in the 
blood and alveolar lavage fl uid were found to be signifi cantly higher in patients with congenital pneumo-
nia than in infants with respiratory distress syndrome. Th e low content of these proteins in infants with 
congenital pneumonia was associated with the subsequent development of bronchopulmonary dysplasia.
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Несмотря на  то, что история изучения эк-
топии шейки матки (ЭШМ) насчитывает уже 
вековую историю, в последние десятилетия эта 
проблема привлекает все большее внимание. 
Вызывает озабоченность широкое распростра-
нение этой патологии, которая встречается у 10–
15% молодых женщин и  девушек-подростков, 
и  ее негативное влияние на  репродуктивное 
здоровье [1]. Прогрессирование цервикаль-
ных интраэпителиальных неоплазий зависит 
от  ряда факторов, решающим из  которых яв-
ляется состояние местного иммунитета [2]. Как 
известно, шейка матки и влагалище относятся 
к  органам, находящимся на  границе внутрен-
ней среды организма женщины с  агрессивной 
внешней средой. Кроме анатомических особен-
ностей, обеспечивающих защиту внутренней 
среды организма женщины, шейка матки об-
ладает автономной иммунной системой, пред-
ставленной местным и  гуморальным иммуни-
тетом [3, 4]. Патологическое состояние шейки 
матки сопровождается дисбалансом иммуноло-
гических параметров.

Целью исследования явилось изучение ло-
кального уровня С3 компонента комплемента 
и лактоферрина у женщин с эктопией шейки 
матки.

Материалы и методы исследования. Были 
комплексно обследованы 80 женщин с  ЭШМ 
в  возрасте от  18 лет до  41 года. Контроль-
ную группу составили 30 здоровых женщин 
того же возраста. Было проведено обследова-
ние женщин с учетом анамнеза, лабораторных 
исследований, клинических проявлений забо-
левания, гинекологического осмотра, кольпо-
скопических исследований.

Иммунологические исследования проводи-
ли при изучении уровня С3 и  лактоферрина 
в цервикальном секрете методом ИФА.

Статистическую обработку материала про-
водили на  компьютере с  помощью лицензи-
рованных программных систем. Вычисляли 
основные статистические показатели (М±m). 
Для анализа различий применяли t-критерий 
Стьюдента.

Результаты и их обсуждение. Проведенные 
нами исследования показали, что наиболее ча-
стыми жалобами пациенток с  цервикальной 
эктопией были бели  – 64,0% преимуществен-
но слизисто-молочного характера, дискомфорт 
в области наружных половых органов – 55,2%, 
периодические боли внизу живота и зуд наруж-
ных половых органов у 48,6% и 36,8%. У 20,0% 
больных регистрировалось бессимптомное 
течение. Наиболее частыми топическими диа-
гнозами при цервикальной эктопии, явились 
кондиломатоз вульвы и/или влагалища, хро-
нический сальпингоофорит и  хронический 
цервицит. Инфицированность генитально-
го тракта ВПЧ по  результатам ПЦР составил 
75,0%, ВПГ и ЦМВ по результатам обнаружения 
специфических в цервикальном секрете – 66,7% 
и 54,4%, хламидийной инфекцией по результа-
там ПЦР – 16,1%, микоплазменной инфекцией 
(М. genytalium)  – 26,5%. Частота обнаружения 
условно-патогенной микрофлоры у  больных 
с цервикальной эктопией, составила 61,1%.

Лактоферрин представляет собой желе-
зосвязывающий гликопротеин, выступаю-
щий протектором тканей от  повреждающего 
действия гидроксильных радикалов. Он опо-
средует реакции поверхностного натяжения 

ЛОКАЛЬНЫЙ УРОВЕНЬ БЕЛКОВ ОСТРОЙ ФАЗЫ 

У ЖЕНЩИН С ЭКТОПИЕЙ ШЕЙКИ МАТКИ

 Янгиева Г. Б.,  Каттаходжаева М. Х.

Ташкентская медицинская академия, Ташкент, Узбекистан

Обследовали 80 женщин репродуктивного возраста с эктопией шейки матки. Изучали 
неспецифические факторы защиты в  цервикальном секрете  – уровень компонента ком-
племента С3 и лактоферрина. Было выявлено, что при эктопии шейки матки уровень С3 
и лактоферрина повышаются. У женщин с эктопией шейки матки на фоне ПВИ эти изме-
нения более глубокие.

Ключевые слова: эктопия, папиллома вирусная инфекция, белки острой фазы.
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на клеточных мембранах и силы отталкивания 
между ними [3]. Биологическая роль этого эф-
фекта заключается в  удержании нейтрофилов 
в  воспалительном очаге. Проведенные нами 
исследования показали, что в  цервикальном 
секрете у женщин, составивших контрольную 
группу, уровень лактоферрина составил в сред-
нем 187,6 ± 15,6 Нг/мл. У женщин с эктопией 
шейки матки уровень данного белка острой 
фазы был в пределах от 210 до 500  Нг/ мл, со-
ставляя в среднем 430,1± 25,8 Нг/ мл, что более 
чем в 2 раза выше значений контрольной груп-
пы (P<0,01). Уровень лактоферрина у женщин 
с  эктопией на  фоне вирусной нагрузки был 
выше в 3,2 раза – 593,7 ± 32,4 Нг/мл, чем у жен-
щин контрольной группы (P<0,001) и в 1,4 раза 
выше, чем у женщин без инфекции (P<0,05).

Высокая концентрация ЛФ, возможно, вли-
яет на  смену клеточных фаз в  очаге острого 
воспаления, замедляя смену полиморфноя-
дерных лейкоцитов популяцией моноцитов – 
макрофагов. По мнению ряда исследователей, 
ЛФ является высокочувствительным марке-
ром любого воспалительного процесса [3].

Изучение уровня компонента комплемен-
та С3 показало, что у  женщин с  эктопией 
на фоне инфекций наблюдается его повышение 
в 1,8 раза по сравнению с данными контрольной 
группы (13,1 ± 0,8 мг/мл против 7,3 ± 0,3 мг/мл 
в контроле) (P<0,01), в то время, как у женщин 
с  эктопией без инфекции уровень С3 был по-
вышенным в 1,2 раза по сравнению с данными 
контрольной группы (8,76 ± 0,5 мг/мл) (P<0,05).

Комплемент, как известно, это сложный 
комплекс белков, которые формируют каскад-
ные системы усиленного ответа на антиген [4]. 
В наибольшей концентрации в сыворотке кро-
ви присутствует компонент комплемента С3. 
Повышение уровня С3 свидетельствует о том, 
что в данном случае ответные и компенсатор-
ные реакции на  хроническую вирусную ин-

токсикацию имеют широкий спектр и ампли-
туду. Это позволяет классифицировать общее 
состояние иммунной адаптации как иммуно-
патологическое. Возможно, что эта длитель-
ная и  стойкая активация, в  особенности си-
стем неспецифической защиты, приводящая 
к  включению не  только основных, но  и  ре-
зервных приспособительных реакций в меха-
низмах саморегуляции иммунного гомеоста-
за, и составляет главную сущность вторичных 
иммунодефицитов.

Проведенное исследование показало, что 
при эктопии шейки матки, осложненной ин-
фекцией в  органах, содержание С3 повыша-
лось. Поскольку компонент комплемента С3 
является важным фактором защиты эпители-
альной ткани, некоторое повышение его уров-
ня, вероятно, и  обеспечивает надежную за-
щиту тканей от  деструктивного воздействия 
воспалительных агентов [4]. Однако резкое 
повышение уровня С3 при инфекционной на-
грузке свидетельствует о снижении резистент-
ности организма. Полученные результаты ис-
следования содержания лактоферрина при 
эктопии шейки матки не  противоречат дан-
ным отечественной и зарубежной литературы 
о  повышении его концентрации при других 
воспалительных процессах.
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THE LOCAL LEVEL OF ACUTE PHASE PROTEINS 

IN WOMEN WITH CERVICAL ECTOPIES

Yangieva G. B., Kattahodzhaeva M. Kh.

Tashkent Medical Academy, Tashkent, Uzbekistan

Th e study included 80 women of reproductive age with ectopia of the cervix. Nonspecifi c protective 
factors in cervical secretions – the level of complement component C3 and lactoferrin were studied. It was 
found that ectopic cervical level of C3 and lactoferrin increased. In women with cervical ectopia against 
the background of PVI these changes are more profound.

Key words: ectopia, papilloma virus infection, acute phase proteins
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СОДЕРЖАНИЕ ГИСТОНОВЫХ БЕЛКОВ 

В ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ И ПРОЯВЛЕНИЕ 

ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ПРОЦЕССА

 Гетте И. Ф.1,3,  Данилова И. Г.2,3,  Остроушко А. А.3
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Проведено исследование содержания гистоновых белков в лимфоцитах крови на двух 
экспериментальных моделях: аллоксановый диабет и 30-дневная экспозиция наночастиц 
(железо-молибденовых букиболов). Было установлено, что при наличии воспалительного 
процесса и увеличения количества лейкоцитов и лимфоцитов в крови происходило сниже-
ние общего количества гистоновых белков и их фракции H2A, H3, H4 в лимфоцитах.

Ключевые слова: гистоновые белки, лимфоциты, аллоксановый диабет, наночастицы.

Заболевания, в  патогенезе которых име-
ют место воспалительные реакции, часто 
характеризуются длительным течением. Су-
ществует предположение, что сохранение 
провоспалительного фенотипа лимфоцитов, 
ответственных за продолжительную агрессию 
в отношении различных тканей, обусловлено 
модификацией и, возможно, количеством ги-
стоновых белков, определяющих эпигенети-
ческую регуляцию генов провоспалительных 
факторов [1, 5]. Однако данные о содержании 
гистоновых белков в  лимфоцитах крови при 
патологических процессах, сопровождающих-
ся воспалительными реакциями, противоре-
чивы и требуют дальнейшего исследования.

Цель работы – определить содержание ги-
стоновых белков и их фракций в лимфоцитах 
крови на  экспериментальных моделях с  раз-
личной выраженностью воспалительного про-
цесса (аллоксановом диабете и  действии же-
лезо-молибденовых букиболов).

Материалы и  методы. Опыты выполне-
ны на 30 беспородных крысах-самцах массой 
200–230  г в  соответствии с  рекомендациями 
международных этических комитетов (Дирек-
тива Совета ЕС 2010/63/EU). Животные были 
разделены на 3 группы по 10 крыс в каждой: 
1 – интактные; 2 – модель аллоксанового диа-
бета, выполненная по авторской методике [2]; 

3 – внутримышечные инъекции наночастиц – 
железо-молибденовых букиболов в  количе-
стве 0,15 мг/100г в течение 30 дней.

Для определения содержания глюкозы ис-
пользовали наборы реактивов Витал-диаг но-
стикс (С-Пб), гликозилированного гемогло-
бина (HbA1c) – «Диабет-тест» ФОСФОСОРБ. 
Оптическую плотность измеряли на  спек-
трофотометре СФ-56. Содержание инсули-
на в крови определяли по наборам Elisa (UK) 
на  анализаторе Adaltis (Italy). Анализ пери-
ферической крови проводили на  гематоло-
гическом анализаторе Cеlly 70 Biocode Hycel. 
В лимфоцитах, выделенных из крови центри-
фугированием в  смеси фиколл-верографин, 
определяли содержание фракций гистоновых 
белков методом Маркушевой Л. И. и  соавто-
ров, 2000 г [3] и выражали в мкг/млн. лимфо-
цитов. Статистический анализ материала про-
водили с помощью программ Statistica 6.0 (Stаt.
Soft .Inc.), программы Microsoft  Exel 2003 и не-
параметрического критерия Манна–Уитни. 
При проверке статистических гипотез исполь-
зовался уровень значимости 5% (Р < 0,05).

Результаты и  обсуждение. В 1 группе 
крыс моделирование аллоксанового диабе-
та, соответствующего декомпенсированной 
форме сахарного диабета 1 типа, подтверж-
далось увеличением уровня глюкозы с  5,8± 
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0,2  ммоль/л до  27,6±2,7  ммоль/л, HbA1С 
с  3,9±0,2% до  9,6±0,3% и  снижением инсули-
на с 1,21±0,2 мкг/л до 0,45±0,09 мкг/л. О на-
личии воспалительного процесса у  крыс 
с  аллоксановым диабетом свидетельствова-
ло увеличение общего количества лейкоци-
тов с  13,4±0,8  тыс./ мкл до  24,1±0,8 тыс./мкл 
и  фракции лимфоцитов (с  10,7±0,7 тыс./мкл 
до 18,5±2,1 тыс./мкл), а также формирование 
инсулита, ранее подтвержденное морфологи-
ческими методами [4].

Действие наноматериалов на  клеточном 
уровне может сопровождаться иммунными 
и воспалительными реакциями, направленны-
ми на утилизацию белков, подвергшихся дей-
ствию наночастиц. В  то  же время во  второй 
группе крыс с 30-дневной экспозицией железо-
молибденовых букиболов общее количество 
лейкоцитов и  лимфоцитов не  отличалось до-
стоверно от показателей интактных животных 
и составляло соответственно 9,3±1,7 тыс./ мкл, 
а лимфоцитов 6,2±1,1 тыс./ мкл, что свидетель-
ствует об отсутствии воспалительного процес-
са на уровне всего организма. В обеих опытных 
группах не обнаружено отклонений от нормы 
других показателей лейкоцитарной формулы.

У животных с  аллоксановым диабетом 
по сравнению с интактными крысами установле-
но достоверное уменьшение (P<0,05) общего ко-
личества гистоновых белков (с 37,5±1,2 мкг/ млн. 
до 20,1±4,8 мкг/млн) за счет фракции Н2А,Н3,Н4 
(с  24,6±0,8 мкг/ млн. до  10,1±1,3 мкг/млн). Со-

гласно данным литературы удаление от ДНК 
именно Н3-фракции гистонов связано с уси-
лением синтеза провоспалительных фак-
торов TNF-α и  IL-1β у  больных сахарным 
диабетом и  другими аутоиммунными забо-
леваниями  [5]. Действие железо-молибдено-
вых букиболов не  сопровождалось досто-
верным изменением ни  общего количества 
гистонов (49,4±5,3  мкг/ млн), ни  фракций 
H2A, H3, H4 (21,1±2,7мкг/мл) и H2B относи-
тельно контроля.

Таким образом, выявленные изменения 
общего количества гистоновых белков и  их 
фракции H2A, H3, H4 в лимфоцитах крови со-
ответствовали общему количеству лейкоцитов 
крови и лимфоцитарной фракции, характери-
зующих выраженность процесса воспаления.
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HISTONE PROTEIN CONTENT IN BLOOD LYMPHOCYTES 

AND MANIFESTATION OF INFLAMMATORY PROCESS
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A study of the of histone protein content in blood lymphocytes was conducted with two experimental 
models: alloxan diabetes and a 30-day exposure of nanoparticles (iron-molybdenum buckyballs). It has 
been found that the presence of the infl ammatory process and the increase of leukocyte and lymphocyte 
number in blood were accompanied by a reduction of the total histone protein number and their H2A, 
H3, H4 fraction in lymphocytes.

Keywords: histone proteins, lymphocytes, alloxan diabetes, nanoparticles.
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Ведущую роль в  формировании диабети-
ческого поражения сосудов и  нервов играет 
вызванная длительной гипергликемией ак-
тивация неферментативного гликозилиро-
вания белков (НГБ) и  оксидативный стресс 
[1]. Однако в  клинической практике недо-
статочно средств, корригирующих эти два 
патогенетических механизма. В  разработке 
новых лекарственных средств для лечения 
сахарного диабета (СД) широко применяется 
моделирование данной патологии в экспери-
менте на  животных. Ранее нами была выяв-
лена способность гетероциклических соеди-
нений ряда 1,3,4-тиадиазина ингибировать 
реакцию НГБ и проявлять антиоксидантную 
активность в  модельной системе [2]. Целью 
настоящей работы стала оценка способности 
производных 1,3,4-тиадиазина корригиро-
вать метаболические нарушений при экспе-
риментальном СД.

Эксперимент был проведен на  45 бе-
лых беспородных крысах-самцах массой 
200–250 г. Животные содержались в  усло-
виях лабораторного вивария, где поддержи-
валась постоянная температура в  пределах 
22–25ºС и  естественная смена дня и  ночи, 

имели свободный доступ к пище и воде. Все 
манипуляции с животными осуществлялись 
с соблюдением этических принципов и в со-
ответствии с  Директивой 2010/63/EU Евро-
пейского парламента и Совета от 22 сентября 
2010 года по охране животных, используемых 
в научных целях.

Аллоксановый СД моделировали путем 
трехкратного внутрибрюшинного введения 
аллоксана в суммарной дозе 300 мг/кг массы 
животного [3]. Одновременно с  индукцией 
СД начинали введение одного из представи-
телей класса 5-арил-1,3,4-тиадиазин-2-ами-
нов – соединений L-14, L-17, L-31, L-91, Н-32, 
гидробромидов, в дозе 40 мг/кг массы живот-
ного (внутримышечно) с  периодичностью 
3 раза в неделю в течение 4-х недель. Вещества 
предварительно растворяли в  инъекционной 
воде. По  окончании эксперимента в  плазме 
крови животных определяли концентрации 
глюкозы и общего белка. Для характеристики 
активности НГБ, у животных определяли кон-
центрацию фруктозамина (ФА) плазмы и гли-
козилированного гемоглобина (HbAlc) крови, 
а также концентрацию ФА в приготовленных 
гомогенатах почки и печени. Состояние окси-

КОРРЕКЦИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ 
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В проведенном исследовании впервые показана способность синтетических 
серосодержащих гетероциклических соединений ряда 1,3,4-тиадиазина частич-
но корригировать метаболические нарушения при развитии аллоксанового СД 
у крыс. Соединения снижают выраженность гипергликемии у крыс, накопление 
гликозилированных белков в их крови и в органах, а также оказывают антиокси-
дантное действие.
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дативного стресса оценивали по  концентра-
ции малонового диальдегида (МДА) плазмы 
и активности каталазы цельной крови. Стати-
стическая обработка результатов эксперимен-
та проводилась с применением программного 
комплекса Biostatistica и MS Excel. Для срав-
нения двух независимых групп по  количе-
ственному признаку использован непараме-
трический критерий Манна-Уитни. Различия 
между показателями считались статистиче-
ски значимыми, если уровень значимости p 
не превышал 0,05.

Введение аллоксана приводило к  выра-
женной гипергликемии, накоплению глико-
зилированных белков в крови и органах жи-
вотных. Так, концентрация глюкозы в крови 
крыс составила 34,6±3,4  ммоль/л, что в  6–7 
раз превышает норму, а  HbAlc 9,1±0,8%, что 
превышает норму в  1,5 раза. Гипергликемия 
служила триггером оксидативного стресса, 
накопления МДА и снижения активности ка-
талазы крови.

Исследованные синтетические серосо-
держащие гетероциклические соединения 
обладали способностью частично коррек-
тировать метаболические нарушения при 
развитии аллоксанового СД. Ключевым мо-
ментом корригирующего действия произ-
водных 1,3,4-тиадиазина был антигипергли-
кемический эффект. Выраженность этого 
эффекта для производных 1,3,4-тиадиазина 
в эксперименте убывала в ряду L-31 > L-91 > 
L-17 > H-32 > L-14, концентрация глюкозы 
крови при введении данных соединений со-
ставила 10,3±0,9, 13,7±1,9, 23,7±2,2, 25,2±5,2, 
29,3±3,0  ммоль/л, соответственно (p<0,05). 
Концентрация HbA1c также статистически 
значимо снижалась и  составила от  5,3±0,3 
до 7,5±0,7% (p<0,05).

Показательно, что соединения L-31 и L-91, 
наиболее активно снижавшие гиперглике-
мию, также увеличивали активность катала-
зы (до  1025±87 и  1222±70, соответственно, 
против 156±11 мккатал/г гемоглобина в кон-
троле), в  то  время как другие производные 
1,3,4-тиадиазина этой способностью не  об-
ладали. Это может быть результатом предот-
вращения инактивации каталазы в  резуль-
тате неферментативного гликозилирования 
при коррекции гипергликемии данными со-
единениями [1, 4]. Статистически значимое 

снижение концентрации МДА плазмы было 
достигнуто при применении соединений L-91 
(303 ±43 мкмоль/л) и L-17 (106±27 мкмоль/л) 
по сравнению с 441±19 мкмоль/л в контроле 
(p<0,05).

Производные 1,3,4-тиадиазина L-17, L-91, 
H-32, L-14 вызывали снижение концентрации 
ФА в гомогенатах почки (от 15,6±2,2 до 23,9±2,0 
против 45,2±3,8 мкмоль/г белка в  контро-
ле, p<0,05) и  печени (от  5,1±0,9 до  9,5±2,5 
против 20,9±8,0 мкмоль/г белка в  контроле, 
p<0,05). Соединение L-31 отличалось от  дру-
гих 1,3,4-тиадиазинов тем, что не снижало на-
копления ФА в почках.

Выявленную способность исследованных 
соединений ослаблять метаболические нару-
шения при аллоксановом СД мы связываем 
со способностью 1,3,4-тиадиазинов трансфор-
мироваться в тиольные производные [5]. Тио-
лы, в  свою очередь, могут выступать в  роли 
блокаторов НГБ и  антиоксидантов в  кро-
ви и  органах животных, а  также защищать 
β-клетки островков Лангерганса от  гибели 
в условиях индуцированного аллоксаном ок-
сидативного стресса [1, 3].

Таким образом, в  проведенном исследова-
нии впервые показана способность синтети-
ческих серосодержащих гетероциклических 
соединений ряда 1,3,4-тиадиазина корригиро-
вать метаболические нарушения при развитии 
аллоксанового СД у крыс.
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В последнее время увеличилась частота 
возникновения реактивных артритов (РеА), 
которая составляют 10–41% всех ревматиче-
ских болезней [1]. Чаще всего РеА страдают 
лица молодого и зрелого возраста, у которых 
он склонен к рецидивированию [2], хрониза-
ции, что может приводить к  инвалидизации 
больных, в  связи с  чем изучение данного за-
болевания актуально как в медицинском, так 
и в социальном аспектах. К РеА относят воспа-
лительные негнойные заболевания суставов, 
развивающиеся вследствие иммунных нару-

шений, после кишечной или урогенитальной 
инфекции у генетически предрасположенных 
людей [3].

В основе патогенеза РеА лежит дисбаланс 
цитокинов. Важную роль в  эрадикации ин-
фекционных агентов, особенно в случае с вну-
триклеточными бактериями, играют провос-
палительные цитокины Th 1 типа, такие как 
интерферон гамма (ИФН-γ) и фактор некроза 
опухоли-альфа (ФНО-α) [4]. В  других иссле-
дованиях было показано, что при РеА анти-
бактериальный Тh1-иммунный ответ снижен 

УРОВНИ ЦИТОКИНОВ В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 

С РЕАКТИВНЫМ АРТРИТОМ В ЗАВИМОСТИ 

ОТ ДЛИТЕЛЬНОСТИ ТЕЧЕНИЯ ЗАБОЛЕВАНИЯ
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Проведен анализ концентраций ключевых про- и противовоспалительных цитокинов 
(ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-8, ИФН-γ и ИЛ-4, ИЛ-10), а также ЦИК и Ig класса А, М, G в сыворотке 
крови у 150 больных реактивным артритом (РеА) в зависимости от длительности течения. 
Установлено статистически высокозначимое превышение содержания в крови провоспа-
лительных (ФНО-α, ИФН-γ, ИЛ-8) и противовоспалительных цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-10), 
а также достоверное снижение уровня ИЛ-6 по сравнению со здоровыми лицами. Повы-
шалось содержание ЦИК, IgА и IgМ, что приводило к индукции иммуновоспалительного 
процесса. Отмечается дисбаланс цитокинов и зависимость их концентраций от длитель-
ности течения РеА.
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в  пользу Th 2–иммунного ответа. Патогенез 
заболевания до конца не изучен, в связи с чем 
его лечение недостаточно эффективно.

Цель работы: провести анализ концентра-
ций ключевых про- и  противовоспалитель-
ных цитокинов (ФНО-α, ИЛ-6, ИЛ-8, ИФН-γ 
и  ИЛ-4, ИЛ-10), циркулирующих иммунных 
комплексов (ЦИК) и  иммуноглобулинов (Ig) 
в сыворотке крови у больных РеА в зависимо-
сти от длительности течения заболевания.

Материалы и методы. Обследовано 150 боль-
ных РеА, средний возраст которых составил 
39,7±12,3 года, из них 44 мужчин и 106 женщин. 
Всем было проведено физикальное, лабора-
торное, рентгенологическое, ультразвуковое, 
иммунологическое, микробиологическое об-
следование. Диагноз ставился на  основании 
критериев, принятых на III Международном 
совещании по РеА в Берлине в 1996 г. Острое 
течение заболевания наблюдалось у 79 человек 
(52,6%), хроническое  – у  46 (30,71%), затяж-
ное – у 25 (16,7%). Преобладали больные с вы-
сокой cтепенью активности. По  DAS28 уме-
ренная активность была у  13 человек (8,6%), 
высокая – у 112 (74,7%), очень высокая – у 25 
(16,7%) и  по  индексу BASDAI умеренная ак-
тивность наблюдалась у  15 человек (10,0%), 
высокая – у 91 (60,7%), очень высокая – у 44 
(29,3%). При рентгенологическом исследо-
вании костной патологии периферических 
суставов в  90% случаев не  обнаруживалось. 
Признаки синовиита отмечались при ультра-
звуковом исследовании у всех обследованных, 
периартрита более чем у половины. По функ-
циональной недостаточности суставов преоб-
ладали пациенты с нарушениями способности 
к трудовой деятельности, но сохранением спо-
собности к самообслуживанию. Определение 
концентраций ФНО-α, ИФН-γ, ИЛ-6, ИЛ-8, 
ИЛ-10 и  ИЛ-4 проводилось методом ИФА 
в сыворотке крови с использованием наборов 
«Цитокин», ЦИК  – методом преципитации 
с раствором полиэтиленгликоля. Для опреде-
ления содержания сывороточных иммуногло-
булинов классов A, M, G использовали метод 
радиальной иммунодиффузии в агаровом геле. 
В качестве контроля использованы параметры 
30 здоровых лиц. Статистическую обработку 
материала выполняли с использованием паке-
та прикладных программ Statistica 6,0.

Результаты и  обсуждение. Содержание 
в  сыворотке крови провоспалительных ци-
токинов оказалось статистически значи-

мо выше у  пациентов с  РеА по  сравнению 
с  контролем. Так, установлено статистиче-
ски значимое превышение концентрации 
ФНО-α в  сыворотке крови у  больных РеА 
(28,86±0,28 пг/ мл) по сравнению со здоровы-
ми лицами (3,81±0,34 пг/мл), как «ключевого» 
цитокина в развитии воспалительной реакции 
при артрите. Также более высокими (р<0,0001) 
были концентрации ИЛ-8 и ИФН-γ у пациен-
тов с  РеА (227,12±2,39 и  67,28±0,64  пг/мл), 
чем у здоровых доноров (25,34±3,84 и 24,32± 
3,37 пг/мл соответственно). Отмечается уве-
личение уровней ФНО-α и  ИФН-γ в  зави-
симости от  длительности заболевания. При 
остром течении РеА концентрация ФНО-α 
достоверно ниже (26,81±0,32), чем при затяж-
ном и хроническом (30,89±0,32 пг/мл). Также 
реагировал и  уровень ИФН-γ: при остром 
РеА он составил 65,21±0,75, а  при хрониче-
ском – 78,21±1,22 пг/мл. Концентрация ИЛ-8 
статистически значимо снижалась при более 
длительном течении РеА, однако, все равно 
превышала таковую у  здоровых. При остром 
РеА она составила 221,34±2,48, при хрониче-
ском – 219,49±2,75 пг/мл. В сыворотке уровень 
ИЛ-6 при остром РеА (12,45±0,52 пг/мл) прак-
тически не отличался от такового у здоровых 
(12,9±2,5 пг/мл). Происходит его истощение 
при хронизации процесса (7,74±0,85пг/мл, 
р<0,0001).

Образовавшиеся в  большом количестве 
ЦИК (174,14±6,34 ЕД ОП) у пациентов с РеА 
по сравнению с контролем (67,96±1,1 ЕД ОП), 
фиксировались, по-видимому, в  тканях су-
става, вызывали гиперпродукцию провоспа-
лительных цитокинов, что приводило к  ин-
дукции иммуновоспалительного процесса. 
Уровни ЦИК достоверно выше у  больных 
хроническим РеА, по  сравнению с  острым 
(179,85±7,64 и  98,36±2,4 ЕД ОП). Статисти-
чески значимо было повышение титров IgA, 
IgМ и  IgG в  периферической крови при РеА 
(2,77±0,18, 2,06±0,11 и  14,57±0,71 г/л соот-
ветственно) по  сравнению со  здоровыми 
(1,91±0,03, 1,44±0,04 и  12,80±0,4 г/л соответ-
ственно). Это характерно для данного забо-
левания и  является маркером персистенции 
триггерных инфекционных факторов, именно 
IgА выступают в роли аутоантител к различ-
ным компонентам тканей макроорганизма [5]. 
При хроническом течении РеА содержание 
IgА и  IgМ достоверно выше, чем при остром 
(2,85±0,2, 2,26±0,77 и  2,67±0,2, 1,63±0,1 г/л 
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соответственно). Уровень IgG достоверно 
не изменялся в зависимости от длительности 
заболевания: при остром он был незначитель-
но больше, чем при хроническом (14,59±0,1 
и 13,78±1,3, р<0,2).

Установлены статистически высокозначи-
мые различия между сывороточными кон-
центрациями ИЛ-4 и  ИЛ-10 у  больных РеА 
(9,84±0,46 и  16,83±0,22 пг/мл) и  у  здоровых 
лиц (3,35±0,34 и  7,70±0,60 пг/мл). Гиперпро-
дукция ИЛ-4, вероятно способствует дли-
тельной персистенции бактерий в  организме 
человека и в синовиальной оболочке и поло-
сти сустава. Причем отмечается достоверное 
увеличение уровней данных цитокинов в  за-
висимости от длительности течения РеА. При 
остром процессе содержание ИЛ-4 и  ИЛ-10 
было 8,5±0,62 и 15,23±0,31 пг/мл, а при хрони-
ческом  – 17,24±0,79 и  18,75±0,37 пг/мл соот-
ветственно, что может способствовать перси-
стенции иммуновоспалительных изменений.

Таким образом, установлена зависимость 
концентраций цитокинов от  длительности 
течения РеА. При хронизации процесса до-
стоверно увеличивается содержание в  кро-
ви ФНО-α, ИФН-γ, ИЛ-4, ИЛ-10, ЦИК, IgА 
и IgМ и, напротив, снижаются уровни ИЛ-6, 
ИЛ-8.
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THE LEVELS OF CYTOKINES IN THE BLOOD OF PATIENTS 

WITH REACTIVE ARTHRITIS DEPENDING ON THE TYPE 

OF DURATION OF DISEASE

Zhuravleva M. O., Filippova Y. V.

Orenburg State Medical University, Orenburg, Russia

Th e analysis of the concentrations of key pro- and anti-infl ammatory cytokines (TNFα, IL-6, IL-8, 
IFN-γ and IL-4, IL-10), as well as the CIC and Ig class A, M, G in the serum of 150 patients with reactive 
arthritis (Rea), depending on the duration was made. Statistically highly signifi cant excess in the blood 
levels of proinfl ammatory (TNF-α, IFN-γ, IL-8) and anti-infl ammatory cytokines (IL-4, IL-10), as well as 
a signifi cant decrease in the level of IL-6 compared with healthy individuals was determined. Th e content 
of the CIC, IgA and IgM was increased leading to the induction of immune infl ammatory process. It is 
noted the imbalance of cytokines and their concentration dependence on the ReA duration.

Keywords: reactive arthritis, cytokines.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 451

Актуальность и цель работы. Т-лимфоциты 
играют одну из  ведущих ролей в  патогене-
зе рассеянного склероза (РС). В  настоящее 
время существует несколько классификаций 
Т-клеток, которые используются в  научных 
и клинических исследованиях для разделения 
Т-хелперов и цитотоксических Т-клеток на от-
дельные субпопуляции, в  зависимости от  их 
функциональных способностей [1]. Чаще все-
го эти построения основаны на оценке уров-
ня экспрессии CD62L или CCR7, отвечаю-
щих за миграцию лимфоцитов в Т-зависимые 
зоны периферических лимфоидных органов, 
и CD45RA. Т-клетки, экспрессирующие обе эти 
молекулы на  своей поверхности, называются 
«наивными» (N). Эти клетки прошли только 
антиген-независимую дифференцировку в ти-
мусе, обладают набором адгезионных молекул 
и хемокиновых рецепторов, позволяющим им 
выборочно мигрировать в месте локализации 
активированных дендритных клеток, и не спо-
собны проявлению эффекторных свойств. 
Потеря CD45RA свидетельствует о  том, что 
Т-лим фоцит прошел антиген-зависимую диф-
ференцировку в  периферических лимфоид-
ных органах. Клетки, несущие CD62L или 
CCR7, получают название Т-клеток централь-
ной памяти (СМ), так как основной их функ-
цией является поддержание долговременной 

иммунологической памяти, а повторный кон-
такт с  антигеном сопровождается формиро-
ванием нового клона антиген-специфических 
клеток. Снижение  же экспрессии CD62L по-
зволяет выявить популяцию Т-клеток эф-
фекторной памяти (ЕМ), которые в  отличие 
от  СМ мигрируют в  периферические ткани, 
где и проявляют свои эффекторные свойства. 
Клетки с фенотипом CD45RA+CD62L– называ-
ются «терминально-дифференцированными» 
CD45RA-позитивными эффекторными клет-
ками (TEMRA). Они формируют популяцию 
коротко живущих лимфоцитов с выраженны-
ми эффекторными свойствами и  сниженной 
пролиферативной активностью [1].

Материалы и  методы. С  использованием 
многоцветной проточной цитофлуориметрии 
в периферической крови больных РС (группа 
1 – балл по расширенной шкале инвалидиза-
ции (EDSS) <3, n=18; группа 2 – балл EDSS≥3, 
n=25) и  условно здоровых доноров (группа 
контроля, n=30) проведен анализ основных 
популяций Т-лимфоцитов. На основании экс-
прессии CD45RA и  CD62L среди CD3+CD8+ 

и  CD3+CD4+ лимфоцитов выделены «наи-
вные» клетки, клетки центральной и  эффек-
торной памяти, а также клетки TEMRA. С ис-
пользованием CD27 и  CD28 ЕМ и  TEMRA 
цитотоксические Т-клетки были разделены 

АНАЛИЗ УРОВНЯ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 

Т-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

БОЛЬНЫХ РАССЕЯННЫМ СКЛЕРОЗОМ

 Кудрявцев И. В.1,2,  Серебрякова М. К.1,  Петров А. М.3, 

 Столяров И. Д.3

1ФГБУН «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург; 2Школа 
биомедицины Дальневосточного федерального университета, Владивосток; 3ФГБУН 

Институт мозга человека им. Н. П. Бехтеревой РАН, Санкт-Петербург, Россия

С использованием проточной цитометрии проведен анализ экспрессии CD45RA 
и CD62L Т-лимфоцитами периферической крови у больных рассеянным склерозом. Сни-
жение в периферической крови Т-клеток и Т-хелперов коррелировало с тяжестью забо-
левания. Содержание CD45RA+CD62L+ Т-хелперов и  цитотоксических Т-клеток падало 
по  мере увеличения баллов по  шкале EDSS. Количество CD3+CD4+CD45RA–CD62L– воз-
растало у больных РС при сравнении с группой контроля.

Ключевые слова: дифференцировка Т-лимфоцитов, рассеянный склероз, проточная 
цитометрия.
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на дополнительные субпопуляции. Объектом 
исследования служила венозная кровь, полу-
ченная путем пункции периферической вены. 
Обработку цитофлюориметрических данных 
проводили при помощи программы Navios 
Soft ware v.1.2. Статистическую обработку про-
водили при помощи пакета программ Statistica 
8.0. Результаты анализа представлены в  виде 
средних значений и  их средней ошибки. Для 
оценки достоверности различий использо-
вали непараметрический критерий Манна-
Уитни, корреляционный анализ проводили 
с  использованием коэффициента ранговой 
корреляции r-Спирмена.

Результаты. Обнаружена обратная корре-
ляционная зависимость между увеличением 
баллов по  шкале EDSS и  относительным со-
держанием Т-лимфоцитов в  периферической 
крови больных РC (r= –0,372, р=0,013). Ана-
логичная зависимость была выявлена между 
увеличением баллов EDSS и снижением отно-
сительного содержания Т-хелперов (r= –0,355, 
р=0,019), причем если в группе 1 содержание 
этих клеток в среднем оставляло 37,23±1,99%, 
то  в  группе 2 снижалось до  33,91±2,51%, что 
было достоверно (р<0,001) ниже таковых 
группы сравнения 49,06±1,12%. Выявлена об-
ратная зависимость между баллами EDSS 
и  относительным содержанием «наивных» 
Т-хелперов (r= –0,467, р=0,002), причем зна-
чения, полученные для группы 1, достоверно 
(р=0,018) превосходили показатели группы 2 
и составляли 33,95±3,35% и 27,58±2,77% от об-
щего числа Т-хелперов, соответственно. Ана-
лиз Т-хелперов с фенотипом CD45RA–CD62L– 
показал, что увеличение относительного числа 
этих клеток находится в прямой зависимости 
от  тяжести заболевания (r= –0,566, р<0,001). 
У  больных РС с  EDSS≥3 он достоверно 
(р=0,018) превосходил значения, полученные 
для условно здоровых доноров, которые со-
ставляли в среднем 31,39±1,92% и 24,52±2,38%, 
соответственно. Более того, в  этой  же груп-
пе больных было отмечено почти двукратное 
увеличение Т-хелперов популяции TEMRA 
по сравнению с группой сравнения (р=0,035), 
тогда как данный показатель превосходил 
значения в группе пациентов с EDSS<3 более 
чем в три раза (р=0,019). Отмечено постепен-
ное уменьшение относительного содержания 
цитотоксических Т-клеток по  мере увели-
чения тяжести заболевания (с  22,67±1,58% 
до 18,24±1,21% при р=0,016), однако достовер-

ные различия были отмечены только между 
показателями в группе 2 и здоровыми донора-
ми (р<0,001). У больных с РС по мере нараста-
ния инвалидизации имеет место снижение от-
носительного содержания, в  первую очередь, 
«наивных» CD3+CD8+ клеток в  перифериче-
ской крови (r= –0,388, р=0,010). Хотя досто-
верные отличия от контрольной группы были 
зарегистрированы только в  случае группы 
больных с баллами EDSS≥3, когда отмечалось 
снижение данной популяции с  33,56±2,24% 
до 23,74±2,57% (р=0,004), соответственно. Сре-
ди различных популяций клеток ЕМ  – ЕМ1, 
ЕМ2, ЕМ3 и ЕМ4 с фенотипами CD27+CD28+, 
CD27+CD28–, CD27–CD28– и CD27–CD28+, со-
ответственно  – в  группах 1 и  2 больных  РС 
отмечено достоверное снижение клеток 
ЕМ1 до  14,80±2,21% (р=0,002) и  15,25±1,36% 
(р=0,004), соответственно, по сравнению кон-
трольной группой, в  рамках которой данная 
популяция составляла 21,00±1,39% от общего 
числа цитотоксических Т-клеток.

Полученные нами результаты о  сниже-
нии относительного содержания «наивных» 
Т-хел перов, равно как и наличие связи между 
баллами EDSS и  данным показателем, под-
тверждаются данными литературы, указыва-
ющими на тот факт, что развитие РС связано 
с  нарушением функций тимуса и  процессов 
созревания Т-клеток [2]. В  периферической 
крови наблюдается резкое снижение кле-
ток данной популяции, экспрессирующих 
CD31 – маркер «тимических наивных» Т-кле-
ток  – и  содержащих фрагменты TREC, об-
разовавшиеся в  результате реаранжировки 
Т-кле точного рецептора. Более того, сниже-
ние относительного содержания «наивных» 
Т-хел перов и  увеличение уровня циркули-
рующих Т-хелперов эффекторной памяти 
отмечается и  другими группами исследова-
телей [3]. Причем, в  случае Т-хелперов, по-
добная динамика была особенно выражена 
у больных с высоким баллом по шкале EDSS. 
Что  же касается цитотоксических Т-клеток, 
то  в  большинстве работ приводятся резуль-
таты, свидетельствующие об  увеличении 
числа циркулирующих CD3+CD8+ лимфоци-
тов [3, 4]. Увеличение уровня циркулирующих 
CD3+CD8+ лимфоцитов с  фенотипом клеток 
эффекторной памяти было отмечено у боль-
ных РС, что, по мнению авторов, указывало 
на системную активацию данного звена при-
обретенного иммунитета [5].
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ANALYSIS OF THE LEVEL OF DIFFERENTIATION 

OF T-LYMPHOCYTES IN PERIPHERAL BLOOD 

OF PATIENTS WITH MULTIPLE SCLEROSIS

Kudryavtsev I. V.1,2, Serebryakova M. K.1, Petrov A. M.3, 

Stolyarov I. D.3

1Federal State Budgetary Scientifi c Institution “Institute of Experimental Medicine”, St. Petersburg; 
2School of Biomedicine of Far Eastern Federal University, Vladivostok; 3Institute of Human Brain 

named after N. P. Bechtereva RAS, St. Petersburg, Russia

CD45RA and CD62L expression on CD4+ and CD8+ T cells in peripheral blood of 18 patients with 
EDSS<3 and 25 patients with EDSS≥3 with multiple sclerosis (MS) and 30 healthy controls were analysed 
by fl ow cytometric measurements. Th e signifi cant decrease of CD3+ and CD3+CD4+ cell correlated with 
increase in EDSS. MS patients had a decreased frequency of CD45RA+CD62L+ T helpers and cytotoxic T 
cells that correlated with the increase in EDSS. Th ere was a signifi cant increase of CD3+CD4+CD45RA–

CD62L– cell in peripheral blood of MS patients compared to healthy controls, indicating systemic im-
mune activation.

Согласно традиционным представлениям, 
в  основе патогенеза аутоиммунных тиреои-
дитов (АИТ) лежит поражение тиреоидной 
ткани аутоспецифичными Т-лимфоцитами, 
которое в зависимости от типа аутоантигена 

может приводить к развитию как гипер- так 
и  гипотиреоза. Роли В-лимфоцитов в  этом 
процессе серьезного значения не придавали. 
Между тем, участие В-клеточного звена им-
мунитета в развитии данной патологии убе-

ЭКСПРЕССИЯ КОСТИМУЛИРУЮЩИХ 

МОЛЕКУЛ И HLA-DR В-ЛИМФОЦИТАМИ 

ПРИ АУТОИММУННОМ ТИРЕОИДИТЕ

 Куклина Е. М.,  Смирнова Е. Н.1,  Некрасова И. В., 

 Балашова Т. С.1
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В системах ex vivo и in vitro определена экспрессия факторов, необходимых для реализа-
ции антигенпрезентирующей функции, CD80, CD86 и HLA-DR, В-лимфоцитами пациен-
тов с аутоиммунным тиреоидитом (АИТ). Показано, что АИТ ассоциирован с повышенной 
экспрессией костимулирующей молекулы CD80 наивными В-лимфоцитами (CD19+CD27–

клетки) – как ex vivo, так и в ответ на поликлональную активацию клеток в культуре. Вы-
явленные в работе эффекты указывают на возможное участие В-лимфоцитов в развитии 
АИТ за счет антигенпрезентирующей активности.

Ключевые слова: CD80, CD86, HLA-DR, В-лимфоциты.
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дительно продемонстрирована еще в работах 
2000-х годов. Так, показано, что истощение 
В-клеточной популяции у мышей, склонных 
к спонтанному развитию аутоиммунных ти-
реоидитов, вызывает устойчивость к данной 
патологии [1]. Кроме того, В-лимфоциты ин-
тенсивно инфильтрируют щитовидную желе-
зу при аутоиммунных тиреоидитах, с форми-
рованием в тиреоидной ткани зародышевых 
центров, аналогичных таковым во вторичных 
лимфоидных органах. Для АИТ, ассоцииро-
ванных с  первичным гипотиреозом, такие 
образования выявляются в  70-100% случа-
ев [2, 3]. При этом установлено, что подавле-
ние аутоиммунных процессов в ответ на ис-
тощение В-клеточной популяции не связано 
с продукцией аутоантител, так как их введе-
ние не  приводит к  развитию патологии [1]. 
Все сказанное выше указывает на  необхо-
димость исследования роли В-лимфоцитов 
в  развитии АИТ, в  первую очередь  – изуче-
ния В-клеточных функций, не  связанных 
с  продукцией антител. В  современной лите-
ратуре данных по этой проблеме нет. Целью 
настоящей работы была оценка потенциаль-
ной антигенпрезентирующей способности 
В-лимфоцитов пациентов с  АИТ, в  частно-
сти, экспрессии факторов, играющих ключе-
вую роль в  этом процессе  – костимулирую-
щих молекул CD80/CD86 и молекулы МНС II 
класса HLA-DR – ex vivo и in vitro.

В работе исследовали лейкоциты пациентов 
с  достоверным диагнозом «Аутоиммунный 
тиреоидит», поставленным согласно клини-
ческим рекомендациям (2002): все пациенты 
имели первичный гипотиреоз (ТТГ >4 мЕд/л), 
антитела к  тиреоидной пероксидазе (ТПО) 
и  сонографические признаки заболевания. 
Средний возраст пациентов – 30,6 ± 1,59 лет. 
Контрольную группу составляли здоровые 
доноры  – эутиреоидные лица с  отсутствием 
тиреоидных заболеваний в  анамнезе и  нега-
тивные в  отношении анти-тиреоидных анти-
тел (к  ТПО). Мононуклеарные клетки выде-
ляли из гепаринизированной венозной крови 
центрифугированием в  градиенте плотности 
фиколл-верографина (1,077 г/см3). Суспензию 
мононуклеарных клеток фракционировали 
далее на иммуномагнитных бусах (Invitrogen) 
для получения CD19+ В-лимфоцитов. CD19+ 

В-клетки культивировали 48 часов – без акти-
ватора (спонтанный вариант) или в условиях 
поликлональной активации (анти-IgM/IgG + 

CD40L, Jackson ImmunoResearch Laboratories). 
Потенциальная способность В-клеток пре-
зентировать антигены оценивалась по  экс-
прессии костимулирующих молекул, необхо-
димых для адекватного ответа Т-лимфоцита 
на  презентируемый антиген,  – CD80, CD86, 
а  также молекулы главного комплекса гисто-
совместимости II  класса HLA-DR, в  составе 
которой В-лимфоциты представляют антиген 
CD4+ Т-клеткам. Эти показатели оценивались 
ex vivo (в суспензии мононуклеарных клеток) 
и  in vitro (в  культуре фракционированных 
CD19+-клеток), отдельно в  наивных В-лим-
фоцитах (CD19+CD27–) и  В-клетках памяти 
(CD19+CD27+)  – проточной цитометрией. 
Во  всех пробах оценивался как процент кле-
ток, несущих конкретный маркер, так и уро-
вень экспрессии данного маркера, опреде-
ляемый как средняя интенсивность свечения 
клеток (Mean Fluorescence Intensity, MFI). Ста-
тистический анализ проводили с использова-
нием t-критерия Стьюдента.

В эксперименте ex vivo показано, что экс-
прессия костимулирующих молекул, CD80 
и  CD86, статистически значимо выше в  по-
пуляции В-клеток памяти по  сравнению 
с  наивными В-лимфоцитами  – как у  здо-
ровых доноров, так и  у  пациентов с  АИТ. 
При этом был повышен не  только процент 
клеток, несущих данные маркеры, но и уро-
вень экспрессии этих маркеров. Сопостав-
ление показателей экспрессии костимули-
рующих молекул между группами выявило 
повышение у  пациентов с  АИТ доли CD80-
позитивных клеток в субпопуляции наивных 
В-лимфоцитов (CD19+CD27–клеток): 0,219 ± 
0,054% для здоровых доноров и 1,01 ± 0,259% 
для пациентов с АИТ, р < 0,05. Аналогичные 
изменения показаны и для уровня экспрессии 
CD80 на данных клетках, MFI: 57,7 ± 8.20 у. е. 
у здоровых доноров и 101 ± 23,8 у. е. у паци-
ентов с  АИТ, р < 0,05. Для В-клеток памяти 
(CD19+CD27+-лимфоцитов) аналогичных из-
менений не  выявлено. Анализ экспрессии 
CD86 также показал отсутствие статисти-
чески значимых отличий между группами 
пациентов с  АИТ и  здоровых доноров. Мо-
лекула HLA-DR конститутивно присутство-
вала на  В-лимфоцитах здоровых доноров, 
и  для пациентов с  АИТ статистически зна-
чимых отклонений ни в количестве HLA-DR-
позитивных клеток, ни  в  уровне экспрессии 
данной молекулы, не выявлено.
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Культивирование фракционированных 
В-лим фоцитов в отсутствие активатора не вы-
зывало статистически значимых изменений 
в экспрессии CD80 В-лимфоцитами, но приво-
дило к повышению экспрессии данного марке-
ра в условиях BCR-за висимой поликлональ ной 
активации клеток. Сопоставление показа-
телей между группами выявило повышение 
экспрессии CD80 наивными В-лим фоци та ми 
пациентов с АИТ в случае активации, причем 
не только уровня экспрессии костимулирую-
щей молекулы (121 ± 14,1 у. е. для здоровых до-
норов и 199 ± 30,8 у. е. для пациентов с АИТ, р < 
0,05), но и процента В-лимфоцитов, несущих 
данный маркер (1,56 ± 0,289% для здоровых 
доноров и 9,16 ± 2,48% для пациентов с АИТ, 
р < 0,05).

В целом, из  трех исследованных факторов, 
участвующих в  презентации антигена, досто-
верные изменения у  пациентов с  АИТ выяв-
лены только для костимулирующей молекулы 
CD80: ее экспрессия была повышена на  наи-
вных В-лимфоцитах таких пациентов при оцен-

ке как ex vivo, так и in vitro, в условиях актива-
ции клеток. И  хотя способность эффективно 
представлять антигены убедительно показана 
для В-клеток памяти [10-12], участие наивных 
лимфоцитов в  этом процессе не  исключено, 
особенно при аутоиммунном поражении щи-
товидной железы, в  условиях ограниченного 
доступа в  тиреоидные ткани профессиональ-
ных антигенпрезентирующих клеток.

Работа выполнена при поддержке РФФИ 
(проект № 14–04–96007).
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EXPRESSION OF COSTIMULATING MOLECULES 

AND HLA-DR BY B LYMPHOCYTES IN AUTOIMMUNE 

THYREOIDITE

Kuklina Е. М., Smirnova E. N., Nekrasova I. V., Balashova T. S.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS, 
Perm, Russia

In the ex vivo and in vitro systems the expression of factors involved in antigen presenting function 
realization, CD80, CD86 and HLA-DR, of B lymphocytes of autoimmune thyreoidite (AIT) patients has 
been studied. AIT was shown to be associated with the increased expression of costimulating molecule 
CD80 by naïve B lymphocytes (CD19+CD27–cells) – ex vivo, as well as in response to polyclonal cell acti-
vation in culture. Th e eff ects revealed indicate a possible involvement of B lymphocytes in AIT develop-
ment through their antigen-presenting activity.
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Одним из краеугольных камней иммуноло-
гии являются феномены аутотолерантности 
и  аутоагрессии. В  случае срыва механизмов 
аутотолерантности развивается иммунный 
ответ против «своего», и ключевая роль в этом 
процессе отводится аутоантителам, которые 
могут фиксироваться на  клетках и  вызывать 
их повреждение. Однако далеко не всегда вы-
явление аутоантител ассоциируется с  каким-
либо конкретным аутоиммунным заболевани-
ем. И еще со времен П. Эрлиха и А. М. Безредко 
ведутся споры о том, является ли присутствие 
аутоантител патологией или нормой.

За последнее десятилетие представления 
о биологической роли аутоантител существен-
но расширились и  дополнились. Так, устано-
вили, что они играют важную транспортную 
роль, участвуя в  клиренсе продуктов дегра-
дации ДНК, возникающих в  процессе воспа-
ления, некроза, апоптоза [3]; они регулируют 
воспалительные реакции, ограничивая про-
дукцию провоспалительных цитокинов, про-
цессы пролиферации и репарации [4], некото-
рые аутоантитела обладают каталитическими 
функциями, то есть являются еще и фермен-
тами [2]. Наконец, по мнению некоторых ав-
торов, аутоантитела можно отнести к первой 
линии защиты против микроорганизмов, на-
ряду с такими факторами врожденного имму-
нитета как лизоцим, лактоферрин и др. [5].

Несмотря на то, что феномен аутореактив-
ности описан при многих патологических со-

стояниях и существует огромное количество 
экспериментальных и  клинических данных, 
демонстрирующих возможность развития 
аутоиммунной патологии при тех или иных 
инфекционных процессах, до  сих пор мало 
внимания уделяется мониторингу уровня 
этих аутоантител и  их прогностическому 
значению. Вместе с тем, определение уровня 
аутоантител может оказаться, наряду с таки-
ми известными иммунологическими показа-
телями, как маркеры клеточной поверхности 
лимфоцитов, уровень основных классов им-
муноглобулинов, комплемента, характери-
стики фагоцитоза, важным лабораторным 
критерием, позволяющим оптимизировать 
тактику ведения пациентов при различной 
соматической патологии.

В хирургии детского возраста одним из са-
мых распространенных видов острой хирурги-
ческой инфекции является острый гематоген-
ный остеомиелит, который часто отличается 
тяжелым течением, склонностью к хронизации 
воспалительного процесса и довольно высокой 
частотой неблагоприятных исходов (патологи-
ческие переломы, ложные суставы, укорочение 
и деформация конечностей). Не менее актуаль-
ной проблемой является проблема хрониче-
ского остеомиелита, при лечении которого от-
мечаются неудовлетворительные результаты 
в 8-20% случаев [1].

Мы предположили, что аутоиммунные ме-
ханизмы могут участвовать в патогенезе гема-

ПРОГНОСТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ АУТОАНТИТЕЛ 

ПРИ ГЕМАТОГЕННОМ ОСТЕОМИЕЛИТЕ

 Москалец О. В.

МОНИКИ им. М. Ф. Владимирского, Москва, Россия

У 74 детей с гематогенным остеомиелитом определяли содержание антител к двуспи-
ральной ДНК, ANA, ANCA, антител к фосфолипидам в сыворотке крови. Нормальный 
уровень антител был выявлен у 40,4% больных ОГО и 27,7% ХГО. Нарастание количе-
ства антител к двуспиральной ДНК и/или ANCA ассоциировалось с неблагоприятным 
прогнозом (торпидное течение, переход в  хроническую форму, патологические пере-
ломы). Снижение уровня этих антител в динамике ассоциировалось с клинической ре-
миссией.

Ключевые слова: остеомиелит, аутоантитела, прогноз.
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тогенного остеомиелита и быть одним из фак-
торов, способствующих переходу заболевания 
в хроническую форму. 

Целью данного исследования было изуче-
ние спектра органонеспецифичных аутоанти-
тел и частоты их выявления при остром и хро-
ническом гематогенном остеомиелите.

Материалы и  методы: В  сыворотке кро-
ви методом иммуноферментного анализа 
определяли содержание антител к  двуспи-
ральной ДНК, антиядерные антитела (ANA), 
суммарные антифосфолипидные антитела 
(АФС) классов М и  G, включающие антите-
ла к  кардиолипину, фосфатидиловой кисло-
те, фосфоинозитолу и  фосфатидилсерину, 
антинейтрофильные антитела (ANCA), кото-
рые включали антитела к миелопероксидазе, 
протеиназе-3, бактерицидному белку, увели-
чивающему проницаемость (BPI), эластазе, 
катепсину G, лизоциму и лактоферрину. Ис-
пользовали коммерческие тест-системы фир-
мы Orgentec (Германия).

Результаты. Обследовано 74 ребенка с гема-
тогенным остеомиелитом в  возрасте от  4 мес. 
до 15 лет, в том числе 52 – с острым гемато-
генным остеомиелитом (ОГО) и 22 – с хрони-
ческим гематогенным остеомиелитом (ХГО). 
Нормальный уровень аутоантител наблю-
дался у 21 (40,4%) больного ОГО и лишь у 6 
(27,7%) ХГО.

При ОГО в большинстве случаев повыше-
ние антител к  двуспиральной ДНК было не-
значительным (21-30 ЕД/мл). Если исходный 
уровень был выше (30-40 ЕД/мл), течение за-
болевания было более тяжелым или длитель-
ным, хотя исходы были благоприятными. При 
более высоких значениях этого показателя, 
и  особенно, при нарастании уровня этих ау-
тоантител в динамике заболевание принимало 
хроническое течение, формировались патоло-
гические переломы. У  большинства больных 
с  благоприятными исходами по  мере регрес-
сирования патологического процесса уровень 
аутоантител к двуспиральной ДНК снижался.

При ХГО повышенный уровень антител 
к двуспиральной ДНК встречался значительно 

чаще (практически у каждого второго больно-
го), причем у 36% он превышал 40 ЕД/мл. Нор-
мализация этого показателя ассоциировалась 
с клинической ремиссией.

Повышенное содержание ANCA, наоборот, 
значительно чаще регистрировалось при ОГО 
(50%). В большинстве случаев были повышены 
антитела к эластазе (26,7%) и к BPI (20,2%).

Одновременное повышение уровня различ-
ных аутоантител ассоциировалось с  неблаго-
приятным течением заболевания (вялотеку-
щий воспалительный процесс, формирование 
гнойных свищей, патологических переломов 
в отдаленном периоде).

Заключение. Согласно полученным дан-
ным, и при остром, и при хроническом гема-
тогенном остеомиелите у значительной части 
больных повышено содержание антител к дву-
спиральной ДНК и антинейтрофильных анти-
тел (преимущественно, антител к  BPI и  эла-
стазе), а их уровень, особенно в динамике, как 
правило, коррелирует с активностью патоло-
гического процесса.

По-видимому, избыточное образование 
этих аутоантител, ассоциирующихся с  про-
цессами воспаления и апоптоза, является мар-
кером неблагоприятного течения гематоген-
ного остеомиелита (развитие патологических 
переломов и  переход в  хроническую форму 
при остром гематогенном остеомиелите, тор-
пидное течение при хроническом гематоген-
ном остеомиелите). В таких случаях требуется 
более активная тактика лечения и более дли-
тельное наблюдение за больным.
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PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF AUTOANTIBODIES 

IN HEMATOGENOUS OSTEOMYELITIS

Moskalets O. V.

The State Budgetary Healthcare Institution of Moscow Region “Moscow Regional 
Research Clinical Institute after M. F. Vladimirsky”, Moscow, Russia

74 children with hematogenous osteomyelitis were examined for serum concentrations of non-organo-
specifi c autoantibodies (anti-dsDNA, ANCA, ANA, total antiphospholipid autoantibodies). Normal autoan-
tibody levels were revealed in 40,4% cases of AHO and only in 27,7% cases of CHO. Laboratory monitoring 
demonstrated that further increasing of anti-dsDNA and/or ANCA levels were associated with severe course 
of the disease or complications in future. Normalization of values was associated with clinical remission.

Актуальность. Современной тенденцией 
развития здравоохранения является своевре-
менная, точная диагностика и  патогенетиче-
ски обоснованная терапия заболеваний. Из-
вестно, что около 10% пациентов с диагнозом 
сахарного диабета 2 типа (СД2) в действитель-
ности страдают от латентного аутоиммунного 
поражения поджелудочной железы [1] и нуж-
даются в специфической для данного вида па-
тологии терапии (значительно отличающейся 

от лечения сахарного диабета 2 типа). В связи 
с этим становится актуальным вопрос о фор-
мировании и  внедрении диагностического 
подхода, позволяющего на раннем этапе диф-
ференцировать СД2 и LADA. В процессе изу-
чения патогенеза латентного аутоиммунного 
диабета взрослых (LADA) были выявлены 
различные особенности метаболизма и функ-
ционирования иммунной системы пациентов 
[2, 3, 4, 5]. Однако, оценка показателей, наи-

ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ЛАТЕНТНОГО 

АУТОИММУННОГО ДИАБЕТА У ВЗРОСЛЫХ
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 Ворожцова И. Н.1,  Рязанцева Н. В.2,3

1ГБОУ ВПО Сибирский государственный медицинский университет Минздрава России, 
Томск; 2ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Томский государственный 
университет», Томск; 3ГБОУ ВПО Красноярский государственный медицинский 

университет имени профессора В. Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава России, 
Красноярск, Россия

В клинической практике актуальным остается вопрос о  формировании и  внедрении 
диагностического подхода, позволяющего на раннем этапе дифференцировать сахарный 
диабет 2 типа (СД2) и латентный аутоиммунный сахарный диабет взрослых (LADA). Цель 
исследования – определение наиболее значимых иммунологических параметров для выде-
ления пациентов с LADA среди пациентов с СД2. В исследование включено 135 пациентов 
с сахарным диабетом (СД1, СД2, LADA) и 30 здоровых доноров. Проведено иммунофено-
типирование лимфоцитов, определение концентрации аутоантител (GAD, ICA, IAA). Ре-
зультаты – у пациентов с аутоиммунными вариантами сахарного диабета (СД1, LADA) по-
вышено количество Т-лимфоцитов и значимо снижено количество CD16+CD56low-клеток 
(NK-клетки). Большинство пациентов с  LADA можно идентифицировать на  основании 
повышенного титра антител к GAD и ICA. На основании определения этих двух аутоан-
тител и  иммунофенотипирования лимфоцитов крови можно надежно верифицировать 
LADA среди пациентов с фенотипом сахарного диабета 2 типа.

Ключевые слова: аутоиммунный диабет, лимфоциты, аутоантитела, диагностика.
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более четко отличающих LADA от других ти-
пов диабета (например, продукция различных 
цитокинов или презентация рецепторов к ин-
терлейкинам на  клетках крови), проводится 
с  помощью методов, сложно воспроизводи-
мых при клиническом применении. Поэтому 
представляется рациональным строить диа-
гностические алгоритмы, отталкиваясь от по-
казателей, имеющих стандартизированные 
методики определения.

Цель исследования: выявить особенности 
субпопуляционного состава лимфоцитов кро-
ви и  спектра аутоантител к  структурам под-
желудочной железы у пациентов с латентным 
аутоиммунным диабетом взрослых для опти-
мизации лабораторных алгоритмов диагно-
стики сахарного диабета.

Материал и методы исследования. Обсле-
дованы пациенты, проживающие на террито-
рии Томска и Томской области, в возрасте от 18 
до  45 лет с  сахарным диабетом типа 1 (СД1) 
(37 человек, средний возраст – 34,6±2,0 года), 
типа 2 (СД2) (67 человек, средний возраст  – 
42,9±1,1 года), латентным аутоиммунным диа-
бетом взрослых (LADA) (31 человек, средний 
возраст  – 39,7±9,0 года). Подгруппа с  LADA 
была выделена из группы пациентов с СД типа 
2 при наличии положительного титра аутоан-
тител к инсулярному аппарату поджелудочной 
железы (GAD, ICA, IAA). Стаж заболевания 
пациентов не  превышал 10 лет. Все группы 
с СД были сопоставимы по уровню гликиро-
ванного гемоглобина (HbA1c равен 8,4%, 8,6% 
и  8,4% при СД1, LADA и  СД2, соответствен-
но). Контрольную группу составили 30 здоро-
вых доноров (средний возраст – 45,3±5,6 года). 
Все лица, участвующие в  исследовании, дали 
информированное согласие на  участие. Ис-
следование соответствовало требованиям ло-
кального этического комитета.

Материалом для исследования являлась ве-
нозная кровь, стабилизированная этилендиа-
минтетраацетатом, взятая утром до  приема 
пищи и  сыворотка крови, для получения ко-
торой венозную кровь набирали в вакуумные 
пробирки с  активатором свертывания крем-
неземом.

Проводили иммунофенотипирование лим-
фоцитов крови по наличию CD3-, CD4-, CD8-, 
CD16CD56-, CD19-маркеров методом проточ-
ной лазерной цитофлуориметрии с использова-
нием моноклональных антител («BD Multitests 
6 color TBNK», США) на  проточном цитоме-

тре FacsCanto II («Becton Dickinson», США). 
Оценивали концентрацию антител к инсулину 
(IAA) («Orgentec», Германия), к поверхностно-
му антигену β-клетки (ICA) и  декарбоксила-
зеглутаминовой кислоты (GAD) («Biomeriсa», 
США) методом иммуноферментного анализа 
в сыворотке крови в соответствии с инструк-
циями производителей тест-систем.

Результаты исследования. При оценке суб-
популяционного состава лимфоцитов крови 
наиболее значимыми результатами явились 
изменения количества Т- и  NK-лимфоцитов. 
Относительное содержание Т-лимфоцитов 
в  периферической крови у  здоровых доно-
ров составило 69,70 (65,94-70,90)%. Количе-
ство CD3+-лимфоцитов у больных СД1 [73,69 
(70,86-76,18)%] и  у  пациентов с  LADA [75,81 
(73,13-79,31)%] достоверно превышало тако-
вое у здоровых лиц (р=0,04 и р=0,008, соответ-
ственно). Содержание CD16+CD56low-клеток 
у  пациентов с  СД1 [13,71 (10,37-17,07)%] 
и с LADA [11,60 (9,10-14,36)%] оказалось зна-
чимо ниже их числа у здоровых доноров [17,24 
(16,18-19,88)%, р=0,03 и  р=0,007, соответ-
ственно]. При этом у пациентов с СД2 (группа 
сравнения) подобные изменения субпопуля-
ционного состава лимфоцитов, относительно 
значений в  контроле, обнаружены не  были, 
что подчеркивает связь выявленных отклоне-
ний клеточного состава с развитием сахарно-
го диабета аутоиммунного генеза.

Увеличение количества Т-клеток в данном 
случае можно рассматривать с позиции утра-
ты контроля над аутореактивными клонами 
лимфоцитов и активации Т-клеточного звена 
иммунитета. Поскольку NK-лимфоциты яв-
ляются иммунорегуляторными клетками зве-
на врожденного иммунитета, то  недостаток 
их количества может отягощать аутореактив-
ное повреждение поджелудочной и щитовид-
ной желез. Помимо этого, можно предполо-
жить, что дефицит NK-клеток является одним 
из  факторов, способствующих срыву аутото-
лерантности и формированию аутоиммунно-
го сахарного диабета.

При оценке концентрации в  сыворотке 
крови органоспецифических антител было по-
казано, что аутоантитела хотя бы одного типа 
(GAD, ICA, или IAA) в крови были выявлены 
у 23% обследованных нами пациентов с кли-
ническим фенотипом СД2, что позволило 
идентифицировать LADA у  данных больных. 
Антитела к  GAD выявлены у  12,2% пациен-
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тов с  клиническим фенотипом СД2, которые 
в  итоге составили 38,7% всех обследованных 
пациентов с  LADA. Детальный анализ пока-
зал, что среди больных с клиническим фено-
типом СД2 ICA определялись у 22,4% человек, 
которые составили 71,0% от всех обследован-
ных пациентов с LADA. Антитела к инсулину 
(IAA) выявлены у  3,1% больных с  клиниче-
ским фенотипом СД2  – у, составивших 9,7% 
всех обследованных пациентов с LADA.

Сравнительный анализ концентрации ау-
тоантител в зависимости от клинического фе-
нотипа аутоиммунного СД показал, что уро-
вень антител к  декарбоксилазеглутаминовой 
кислоте (GAD) и к поверхностному антигену 
β-клетки (ICA) у пациентов с LADA достовер-
но выше (р=0,02 и р=0,03, соответственно) та-
кового у пациентов с СД1.

Таким образом, с целью верификации диа-
гноза LADA целесообразно одновременно 
идентифицировать присутствие в  сыворотке 
крови двух типов аутоантител (ICA и  GAD). 
Большим преимуществом данного вида те-
ста является общедоступность необходимо-

го оборудования для проведения иммуно-
ферментного анализа и достаточного выбора 
тест-систем для определения интересующих 
аналитов. Выявленное количественное из-
менение содержания в  крови Т-лимфоцитов 
и  лимфоцитов натуральных киллеров также 
может являться вспомогательным критерием 
выявления лиц с  аутоиммунным поражени-
ем поджелудочной железы среди пациентов 
с первоначальным диагнозом СД2.

Работа подготовлена при финансовой под-
держке Гранта совета при Президенте РФ для 
ведущих научных школ (№ НШ-4184.2014.7).
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IMMUNOLOGICAL FEATURES OF LATENT AUTOIMMUNE 

DIABETES IN ADULTS
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Th e question remains highly topical against the formation and implementation of the diagnostic ap-
proach in order to diff erentiate diabetes mellitus type 2 (T2DM) and latent autoimmune diabetes of adults 
(LADA). Th e purpose of research was to identify the most important immunological parameters to iden-
tify patients with LADA among the patients with type 2 diabetes. Th e study included 135 patients with di-
abetes mellitus (DM1, DM2, and LADA) and 30 healthy donors. Flow cytometry detection of lymphocyte 
subsets and determination of the autoantibodies’ (GAD, ICA, and IAA) concentration were performed. 
Results: increased number of T-lymphocytes and signifi cantly reduced number of NK-cells in patients 
with autoimmune diabetes variants (type 1 DM, LADA) were determined. Most patients with LADA can 
be identifi ed based on the high titer of GAD and ICA antibodies. Based on the defi nitions of these two 
autoantibodies and lymphocyte immunophenotyping, LADA phenotype can be reliably verifi ed among 
the patients with type 2 diabetes mellitus.
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Генетическая предрасположенность играет 
определяющую роль в механизмах манифеста-
ции и прогрессирования аутоиммунных забо-
леваний [1]. При этом скорость и степень ауто-
иммунной агрессии в шоковом органе зависит 
от многих факторов, в том числе от вариантов 
генотипов предрасполагающих генов.

К настоящему времени известно 20 генов, 
находящихся на  разных хромосомах, кото-
рые в той или иной степени предрасполагают 
к  развитию аутоиммунного воспаления. Не-
которые из них ассоциированы исключитель-

но с конкретными аутоиммунными заболева-
ниями (АИЗ), другие, и  таких большинство, 
являются общими для многих АИЗ [3, 5].

К числу таких генов относится и ген CTLA-4. 
Он занимает около 6,2 kb на второй хромосо-
ме (2q33) и состоит из 4 экзонов. Его белковый 
продукт играет ключевую роль в механизмах 
Т-клеточной регуляции. В  связи с  этим, осо-
бый интерес представляет изучение влияния 
различных вариантов этого гена на особенно-
сти течения аутоиммунного воспаления у па-
циентов с СД1 и АИЗ ЩЖ.

ЗАВИСИМОСТЬ ИНСУЛИН-ИНДУЦИРОВАННОЙ 

ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ ОТ ВАРИАНТОВ ГЕНОТИПОВ 

ПОЛИМОРФИЗМОВ rs 231775rs 231775 И rs 3087243rs 3087243 ГЕНА CTLA-4CTLA-4 

У ПАЦИЕНТОВ С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 1 ТИПА 

И САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 1 ТИПА В СОЧЕТАНИИ 

С АУТОИММУННЫМИ ТИРЕОПАТИЯМИ

 Репина Е. А.1,  Болдырева М. Н.2,  Степанова Е. Н.3,  Деев А. Д.4, 

 Шестакова М. В.1,  Дедов И. И.1
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Проведен анализ зависимости инсулин-индуцированной продукции (ИИП) цитоки-
нов от вариантов генотипов полиморфизмов rs 231775 и rs 3087243 гена CTLA-4 у 30 па-
циентов: 5 пациентов с сахарным диабетом 1 типа (СД1), 18 пациентов с сочетанием СД1 
с аутоиммунным тиреоидитом (АИТ), 7 пациентов с сочетанием СД1 с диффузным ток-
сическим зобом (ДТЗ). Контрольную группу составили 10 доноров крови без аутоим-
мунных заболеваний и отягощенной наследственности по ним. Установлена зависимость 
уровня ИИП ИЛ-6 от  вариантов генотипов полиморфизмов rs 231775 и  rs 3087243 гена 
CTLA-4 (10,24/0,0008 и 3,10 /0,0487). Уровни ИИП ИЛ-1, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-7, ИЛ-12 
и IFN-γ были значимо выше у пациентов с G/G генотипами полиморфизма rs 231775 гена 
CTLA-4 по сравнению с генотипами А/А и A/G того же полиморфизма (ИЛ-1 – p=0,0042/
р=0,0005; ИЛ-2  – p=0,0025/р=0,0002; IL-4  – р=0,0036/р=0,0036; IL-6  – р=0,0004/р=0,0004; 
IL-7 – р=0,0176/0,0070; IL-12 – р=0,0573/0,0097 и IFN-γ – р=0,0043/р=0,0004). Уровни ИИП 
ИЛ-1 и ИЛ-6 были значимо выше у пациентов с G/G генотипом полиморфизма rs 3087243 
гена CTLA-4 по  сравнению с  генотипом А/G того  же полиморфизма (IL-1  – р=0,0357 
и ИЛ-6 – р=0,0080). Уровни ИИП IL-10 и TNF-α были значимо выше у пациентов с СД1 
по сравнению с пациентами, имеющими комбинацию СД1+АИЗ ЩЖ и здоровыми (IL-1 – 
p=0,0268 (СД1+АИЗ ЩЖ) /р=0,0033 (здоровые) и TNF-α – р=0,0136 (СД1+АИТ) /р=0,0203 
(СД1+ДТЗ) /0,0034 (здоровые). Уровни ИИП ИЛ-1 и ИЛ-8 были значимо выше у пациентов 
с сочетанием СД1 и ДТЗ по сравнению с пациентами с сочетанием СД1 и АИТ, а также 
здоровыми лицами (IL-1 – р=0,0033/0,0243). Полученные данные свидетельствуют о зави-
симости особенностей течения аутоиммунного воспаления в шоковых органах при СД1 
и АИЗ ЩЖ от вариантов генотипов полиморфизмов rs 231775 и rs 3087243 гена CTLA-4.

Ключевые слова: сахарный диабет 1 типа, аутоиммунные тиреопатии, ген CTLA-4, по-
лиморфизмы, цитокины.
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В многочисленных исследованиях, прове-
денных в разных странах, была доказана ассо-
циация полиморфизмов гена CTLA-4 с разви-
тием целого ряда аутоиммунных заболеваний: 
сахарного диабета 1 типа (СД1), аутоиммун-
ных заболеваний щитовидной железы (АИЗ 
ЩЖ)  – аутоиммунного тиреоидита (АИТ), 
диффузного токсического зоба (ДТЗ), болезни 
Аддисона, целиакии и других [1, 2, 4, 5].

Наиболее часто в  литературе упоминаются 
два полиморфизма этого гена: rs 231775 (49 A/G) 
и rs 3087243 (CT60 A/G). Первый из них распо-
ложен в первом экзоне и характеризуется заме-
ной треонина на аланин в 17 кодоне лидерного 
пептида. Полиморфный маркер rs 3087243, рас-
положен в промоторной области гена CTLA-4, 
кодирует антиген 4 цитотоксических Т-лим-
фоцитов и  отвечает за  уровень активации 
Т-клеток [2]. В предыдущих исследованиях 
было показано, что оба этих полиморфизма ас-
социированы со многими АИЗ [2, 4, 5].

Целью настоящего исследования является 
изучение зависимости уровней инсулин-ин-
дуцированной продукции цитокинов от  ва-
риантов генотипов двух полиморфизмов 
rs 231775 и rs 3087243 гена CTLA-4 у пациентов 
с СД1 и пациентов, имеющих сочетание СД1 
с АИЗ ЩЖ.

Материалы и методы. В исследование было 
включено 30 пациентов с СД1, которые находи-
лись на обследовании и лечении в ФГБУ «Эндо-
кринологический научный центр» МЗ РФ. Все 
пациенты были разделены на 3 группы: первую 
группу составили 5 пациентов с СД1, во вторую 
группу вошло 18 пациентов с СД1 и аутоиммун-
ным тиреоидитом (АИТ), третью группу соста-
вили 7 пациентов с сочетанием СД1 и диффуз-
ным токсическим зобом (ДТЗ). Контрольную 
группу составили 10 человек из Московской по-
пуляции без аутоиммунных заболеваний и отя-
гощенной наследственности по ним.

Типирование однонуклеотидных полимор-
физмов rs 231775 и  rs 3087243 гена CTLA-4 
проводили методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с  флюоресцентными метка-
ми и  автоматической регистрацией резуль-
татов реакции в  режиме реального времени 
(real-time PCR) наборами компании «ДНК-
Технология» (Москва) на  приборе ДТ-96 
(«ДНК-Технология») в  соответствии с  ин-
струкциями производителя.

Перед определением цитокинов лимфоци-
ты пациентов выделяли из  периферической 

крови здоровых доноров и больных СД мето-
дом градиентного центрифугирования с  ис-
пользованием смеси фиколл-верографина, 
с плотностью 1,077. Клетки дважды отмывали 
фосфатно-солевым буфером с  рН 7,2 и  ресу-
спендировали в бессывороточной среде RPMI 
1640 («Панэко», Россия) с добавлением 5% эм-
бриональной телячьей сыворотки (ЭТС) («Па-
нэко», Россия), 20 мкг/мл гентамицина, 2 мМ 
L-глутамина и 2 мМ HEPES. Суспензию лим-
фоцитов в  концентрации 106 клеток на  1 мл 
среды культивировали в  пластиковых 24-лу-
ночных планшетах («Nunc», Дания) в течение 
18-20 часов в СО2-инкубаторе.

Культивирование лимфоцитов каждого па-
циента проводили в 3-х различных вариантах: 
без добавок  – контрольный образец, с  добав-
лением Т-кле точного митогена ФГА в  кон-
центрации 5 мкг/мл («Gibco») и образец с до-
бавлением 0,01 МЕ инсулина. По  окончании 
культивирования плашки центрифугирова-
ли, супернатанты каждого образца собирали 
в  разные микропробирки и  замораживали 
при  – 70°С, до  момента исследования в  них 
уровня продукции цитокинов.

Продукцию цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-4, 
ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-7, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-12, ИФН-γ 
и  ФНО-α оценивали методом проточной 
флюориметрии на  двулучевом лазерном ав-
томатическом анализаторе (Bio-Plex Protein 
Assay System, Bio-Rad, USA). Статистическую 
обработку полученных результатов проводи-
ли с  использованием метода дисперсионного 
анализа с поправкой на пол и возраст. Разли-
чия между параметрами считали статистиче-
ски достоверными при p<0,05.

Результаты
1) инсулин-индуцированный уровень про-

дукции IL-6 зависит от  вариантов генотипов 
полиморфизмов rs 231775 и  rs 3087243 гена 
CTLA-4 (10,24/0,0008 и 3,10 /0,0487).

2) инсулин-индуцированные уровни про-
дукции ИЛ-1, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-7, ИЛ-12 
и IFN-γ были значимо выше у пациентов с G/G 
генотипами полиморфизма rs 231775 гена 
CTLA-4 по сравнению с генотипами А/А и A/G 
того  же полиморфизма (ИЛ-1  – p=0,0042/
р=0,0005; ИЛ-2  – p=0,0025/р=0,0002; IL-4  – 
р=0,0036/р=0,0036; IL-6  – р=0,0004/р= 0,0004; 
IL-7 – р=0,0176/0,0070; IL-12 – р=0,0573/0,0097 
и IFN-γ – р=0,0043/р=0,0004).

3) в то же время, инсулин-индуцированные 
уровни продукции ИЛ-1 и ИЛ-6 были значи-
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мо выше у пациентов с G/G генотипом поли-
морфизма rs 3087243 гена CTLA-4 по  сравне-
нию с генотипом А/G того же полиморфизма 
(IL -1 – р=0,0357 и ИЛ-6 – р=0,0080).

4) инсулин-индуцированные уровни продук-
ции IL-10 и TNF-α были значимо выше у паци-
ентов с СД1 по сравнению с пациентами, имею-
щими комбинацию СД1+АИЗ ЩЖ и здоровыми 
(IL-1  – p=0,0268 (СД1 + АИЗ ЩЖ) /р=0,0033 
(здоровые) и  TNF-α  – р=0,0136 (СД1+АИТ) /
р=0,0203 (СД1+ДТЗ) /0,0034 (здоровые).

5) инсулин-индуцированные уровни про-
дукции ИЛ-1 и ИЛ-8 были значимо выше у па-
циентов с сочетанием СД1 и ДТЗ по сравнению 
с пациентами с сочетанием СД1 и АИТ, а также 
здоровыми лицами (IL-1 – р=0,0033/0,0243).

Выводы. Варианты генотипов полимор-
физмов гена CTLA-4 определяют особенности 
течения аутоиммунного воспаления при СД1 
и  АИЗ ЩЖ, которые отражаются в  спектре 
и уровнях Т-клеточной продукции цитокинов 
на фоне стимуляции инсулином.

По степени активности воспалительного 
процесса пациенты исследуемых групп имеют 
значимые отличия: наиболее агрессивное те-
чение отмечается у  пациентов с  СД1, проме-
жуточный уровень занимают больных с соче-
танием СД1 и ДТЗ, у пациентов с сочетанием 
СД1 и АИТ имеется наиболее мягкий вариант 
аутоиммунного воспаления.
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DEPENDENCE OF THE INSULIN-INDUCED CYTOKINE LEVEL PRODUC-

TION ON GENOTYPE OPTOINS OF rs 231775rs 231775 AND rs 3087243rs 3087243 CTLA-4CTLA-4 GENE 

POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH DIABETES MELLITUS TYPE 1 AND 

TYPE 1 DIABETES COMBINED WITH AUTOIMMUNE THYROPATHIES
1Repina E. A., 2Boldyreva M. N., 3Stepanova E. N., 4Deev A. D., 

1Shestakova M. V., 1Dedov I. I.

1FGBU “Endocrinology Research Centre” The Ministry of Health; 2FGBU “Institute of Immunology” 
FMBA of Russia; 3GBOU DPO RMAPO The Ministry of Health; 4FGBU GBU «State Research Centre 

of Preventive Medicine» The Ministry of Health, Moscow, Russia

Th e dependence of insulin-induced production (IIP) of cytokines on genotype options of rs 231775 
and rs 3087243 CTLA-4 gene polymorphisms was studied in 30 patients: 5 patients with type 1 diabetes 
mellitus (T1DM), 18 patients with a combination of type 1 diabetes with autoimmune thyroiditis (AIT), 
7 patients with a combination of type 1 diabetes with Graves’ disease (GD). Th e control group consisted 
of 10 blood donors without autoimmune diseases and family history on them. We have found the depen-
dence insulin-induced IL-6 level production on genotype options rs 231775 and rs 3087243 CTLA-4 gene 
(10,24/0,0008 and 3,10/0,0487) polymorphisms. IIP levels of IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12 and IFN-γ 
were signifi cantly higher in patients with G/G genotype of rs 231775 CTLA-4 gene polymorphism in 
comparison with genotypes A/A and A/G of the same polymorphism (IL-1 – p=0,0042/p=0,0005; IL-2 – 
p=0,0025/p=0,0002; IL-4  – p=0,0036/p=0,0036; IL-6  – p=0,0004/p=0,0004; IL-7  – p=0,0176/0,0070; 
IL-12 – p=0,0573/0,0097 and IFN-γ – p=0,0043/p=0,0004). At the same time, IIP levels of IL-1 and IL-6 
were signifi cantly higher in patients with G/G genotype of rs 3087243 CTLA-4 gene polymorphism in 
comparison with genotype A/G of the same polymorphism (IL-1 – p=0,0357 and IL-6 – p=0,0080). IIP 
levels of IL-10 and TNF-α were signifi cantly higher in the patients with T1DM in comparison with patients 
having a combination of T1DM+AID TG and healthy people (IL-1 – p=0,0268 (T1DM+GD) /p=0,0033 
(healthy people) and TNF-α – p=0,0136 (T1DM+AIT) /p=0,0203 (T1DM+GD) /0,0034 (healthy people). 
IIP levels of IL-1 and IL-8 were signifi cantly higher in patients with T1DM+GD in comparison with pa-
tients with T1DM+AIT and healthy people (IL-1 – p=0,0033/0,0243). So, the level of infl ammatory activ-
ity is most pronounced in patients with T1DM, an intermediate level seen in patients with a combination 
of T1DM and GD. Patients with the combination of T1DM and AIT have the least aggressive variant of 
autoimmune infl ammation. Th e variants of genotypes’ combinations of CTLA-4 gene determine the char-
acteristics of the course of autoimmune infl ammation in the shock tissues, which is refl ected in the levels 
of insulin-induced cytokine production in patients with autoimmune diabetes and AID TG.
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Аутоиммунные полигландулярные син-
дромы (АПС)  – группа заболеваний, связан-
ных с одновременной недостаточностью двух 
и более эндокринных желез вследствие их ау-
тоиммунного поражения. Согласно последней 
классификации, наличие у  одного пациента 
АИЗ щитовидной железы (АИЗ ЩЖ) и сахар-
ного диабета 1 типа (СД1) относят к АПС 3а 
типу. Данный вариант АПС заслуживает осо-
бого внимания, т. к. является наиболее частым 
сочетанием АИЗ.

К настоящему времени известно 20 генов, 
находящихся на  разных хромосомах, кото-
рые в той или иной степени предрасполагают 
к  развитию АИЗ. К  их числу относятся ген 
PTPN22 и ген CTLA-4.

Ген PTPN22 находится на первой хромосоме 
(1p13.3-p13.1) и  кодирует белок тирозиновой 
фосфатазы, которая играет важную роль в не-
гативном контроле Т-клеточной активации 
и  дифференцировки иммунокомпетент ных 

клеток [5], а  также участвует в  механизмах 
Т-клеточной «иммунологической памяти» [3]. 
Замена аргининового на триптофановый ами-
нокислотный остаток (кодон 620 – R620W) ис-
ключает возможность взаимодействия PTPN22 
с CSK, что приводит к нарушению обратной ре-
гуляции активированных лимфоцитов [4].

Ген CTLA-4 занимает около 6,2 kb на  вто-
рой хромосоме (2q33) и состоит из 4 экзонов. 
Его белковый продукт играет ключевую роль 
в  механизмах Т-клеточной регуляции. Наи-
более часто в  литературе упоминается поли-
морфизм rs 231775 (49 A/G) этого гена. Он рас-
положен в  первом экзоне и  характеризуется 
заменой треонина на  аланин в  17 кодоне ли-
дерного пептида.

В многочисленных исследованиях, про-
веденных в  разных странах, была доказана 
ассоциация полиморфизмов rs 2476601 гена 
PTPN22 и rs 231775 гена CTLA-4 с развитием 
многих АИЗ, в том числе СД1 и АИЗ ЩЖ [2, 4]. 

САХАРНЫЙ ДИАБЕТ 1 ТИПА И АУТОИММУННЫЕ 

ПОЛИГЛАНДУЛЯРНЫЕ СИНДРОМЫ – 

ИММУНОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ВЗАИМООТНОШЕНИЯ

 Репина Е. А.1,  Болдырева М. Н.2,  Сунцов Ю. И.1,  Трошина Е. А.1, 

 Шестакова М. В.1,  Дедов И. И.1

1ФГБУ «Эндокринологический научный центр» МЗ РФ; 2ФГБУ «ГНЦ институт 
иммунологии» ФМБА РФ, Москва, Россия

Проведен сравнительный анализ распределения частот аллелей и генотипов полимор-
физмов rs 2476601 гена PTPN22 и rs 231775 гена CTLA-4 у 249 пациентов с сахарным диа-
бетом 1 типа (СД1): 138 пациентов с изолированным СД1 и 111 пациентов с СД1 в соче-
тании с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы (АИЗ ЩЖ). Контрольную 
группу составили 108 доноров крови без аутоиммунных заболеваний (АИЗ) и отягощен-
ной наследственности по ним. Установлена высоко достоверная ассоциация полиморфиз-
ма rs  2476601 гена PTPN22 с  повышенным риском развития сочетания СД1 и  АИЗ ЩЖ 
(p=0,006). При этом аллель Т и  генотипы СТ и ТТ являются факторами высокого риска 
развития АПС 3а типа – клинического варианта СД1. В то же время, изолированный СД1 
ассоциирован с G(GG) в rs 231775 гена CTLA-4 (p=0,0116). При этом мы не получили дока-
занную ассоциацию этого полиморфизма с СД1 в сочетании с АИЗ ЩЖ. Пациенты, имею-
щие сочетание СД1 с  АИЗ ЩЖ, по  распределению аллелей и  генотипов полиморфизма 
rs 231775 ближе к норме по сравнению с пациентами с изолированным СД1. Варианты со-
четаний генотипов полиморфизмов генов PTPN22 и CTLA-4 определяют степень предрас-
положенности к развитию изолированного СД1 или СД1 в сочетании с АИЗ ЩЖ, а также 
особенности течения аутоиммунного воспаления при АИЗ.

Ключевые слова: сахарный диабет 1 типа, аутоиммунный полигландулярный синдром, 
аутоиммунные тиреопатии, ген PTPN22, ген CTLA-4, полиморфизмы.
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При этом в литературе имеются противоре-
чия, касающиеся наличия/отсутствия ассо-
циации данных полиморфизмов с  тем или 
иным АИЗ.

Целью настоящего исследования является 
изучение вариантов генотипов полиморфиз-
мов rs 2476601 гена PTPN22 и  rs 231775 гена 
CTLA-4 у пациентов с СД1 и пациентов, имею-
щих сочетание СД1 с АИЗ ЩЖ с оценкой их 
возможного взаимовлияния.

Материалы и методы. В исследование было 
включено 249 пациентов с  СД1, которые на-
ходились на обследовании и лечении в ФГБУ 
«Эндокринологический научный центр» МЗ 
РФ. Все пациенты были разделены на 2 группы: 
в первую группу вошло 111 пациентов с СД1 
и АИЗ ЩЖ, во вторую группу вошло 138 па-
циентов с изолированным СД1. Контрольную 
группу составили 108 человек без АИЗ и отя-
гощенной наследственности по ним.

Типирование однонуклеотидных полимор-
физмов rs 2476601 гена PTPN22 и rs 231775 гена 
CTLA-4 проводили методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с  флюоресцентными 
метками и  автоматической регистрацией ре-
зультатов реакции в режиме реального време-
ни (real-time PCR) наборами компании «ДНК-
Технология» (Москва) на  приборе ДТ-96 
(«ДНК-Технология») в  соответствии с  ин-
струкциями производителя. Статистическую 
обработку данных проводили с  использова-
нием стандартных подходов, используемых 
при проведении популяционно-генетических 
исследований.

Результаты. Распределения частот геноти-
пов по  исследуемым локусам генов PTPN22 
и CTLA-4 в выборках пациентов всех исследу-
емых групп соответствует теоретически ожи-
даемому равновесному распределению Харди-
Вайнберга.

Исследование частоты встречаемости од-
нонуклеотидной замены R620W (rs  2476601) 
гена PTPN22.

Анализ распределения частот аллелей 
и  генотипов полиморфизма rs 2476601 гена 
PTPN22 не выявил повышения встречаемости 
«редкого» аллеля T и генотипа ТТ среди боль-
ных СД1, серонегативных по АтЩЖ по срав-
нению со здоровыми лицами.

Анализ распределения аллелей и генотипов 
полиморфизма rs 2476601 гена PTPN22 среди 
больных СД1 с  АИЗ ЩЖ и  доноров выявил 
достоверное увеличение частоты встречаемо-

сти аллеля T, p=0,0007, OR = 2,26 (1,4–3,63), 
и генотипа TT, p=0,0009, OR = 1,4 (0,43–4,55) 
в группе пациентов. При этом отношение шан-
сов для носителей «редкого» аллеля T состави-
ло OR = 3,0 (1,69–5,33), p=0,0002. Достоверные 
значения относительного риска для аллеля T 
RR = 1,58 (1,17–2,13) показывают, что аллель T 
можно отнести к аллелям риска для СД1 в со-
четании с АИЗ ЩЖ.

Анализ распределения частот аллелей и ге-
нотипов полиморфизма rs 2476601 гена PTPN22 
выявил повышение встречаемости «редкого» 
аллеля T среди больных СД1 в сочетании с АИЗ 
ЩЖ, – 7/110 (6%) по сравнению с пациентами 
с  изолированным СД1, – 4/134 (3%) (OR=1,8, 
95% CI: 1,17–2,76, р=0,007). Для генотипа TT 
отношение шансов по сравнению с CC и CT со-
ставило OR (TT) = 2,21 (0,63–7,75), p = 0,02.

Частота носителей «редкого» аллеля Т 
у больных СД1+АИЗ ЩЖ (лица с генотипами 
СТ и ТТ) была достоверно выше – 55/110 (50%), 
чем в группе СД1–44/134 (33%), OR=2,05, 95% 
CI: 1,22–3,44, p=0,0087. Оценочный тест для 
анализа изменения степени ассоциации между 
генотипом PTPN22 полиморфизма rs 2476601 
и  определенной клинической формой СД1, 
в зависимости от числа полиморфных аллелей 
(тренд-тест Кохрана-Армитажа) показал ста-
тистически значимые различия между сравни-
ваемыми генотипами (p=0,006), что свидетель-
ствует о наличии тенденции к высокой степени 
ассоциации генотипа данного полиморфизма 
с клинической формой СД1 – АПС 3а типа.

Сопоставив данные многочисленных лите-
ратурных источников и учитывая полученные 
нами данные, мы высказываем предположение 
о  том, что аллель Т и  генотипы СТ и  ТТ по-
лиморфизма rs 2476601 гена PTPN22 являются 
факторами высокого риска развития не толь-
ко АПС 3а типа, но и других вариантов соче-
таний АИЗ. При этом отдельные компоненты, 
входящие в  сочетание АИЗ клинически про-
текают более мягко по сравнению с изолиро-
ванными вариантами АИЗ, что, по-видимому, 
связано с  особенностями иммунного ответа 
на конкретный антиген(ы).

Исследование частоты встречаемости 
однонуклеотидной замены 49 A/G (rs 231775), 
расположенной в первом экзоне гена CTLA4.

Анализ распределения частот аллелей и ге-
нотипов полиморфизма rs 231775 гена CTLA-4 
выявил повышение встречаемости «редкого» 
аллеля G среди больных с  изолированным 
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СД1–148/268 (55%) по  сравнению со  здоро-
выми лицами 91/216 (42%) (OR=1,69, 95% CI: 
1,18–2,43, р=0,005). При этом частота гено-
типа GG достоверно выше в  группе пациен-
тов (34%) по  сравнению с  группой контроля 
(17%), p=0,0116, OR=2,1, 95% CI: 1,21–3,5. Оце-
ночный тест для анализа изменения степени 
ассоциации между генотипом rs 231775 гена 
CTLA-4 и предрасположенностью к развитию 
изолированного СД1 в зависимости от числа 
полиморфных аллелей (тренд-тест Кохрана-
Армитажа) показал статистически значимые 
различия между сравниваемыми генотипа-
ми (p=0,004), что свидетельствует о  наличии 
тенденции к повышению степени ассоциации 
данного генотипа с  риском развития изоли-
рованной формы СД1 при увеличении в  ге-
нотипе количества аллелей G, что согласуется 
с данными других исследователей [1].

Анализ распределения частот аллелей и ге-
нотипов полиморфизма rs 231775 гена CTLA-4 
среди больных СД1 в  сочетании с  АИЗ ЩЖ 
и доноров не выявил статистически значимых 
различий. Анализ распределения частот алле-
лей и генотипов полиморфизма rs 231775 гена 
CTLA-4 выявил повышение встречаемости 
«редкого» аллеля G среди больных с  изоли-
рованным СД1–148/268 (55%), по  сравнению 
с пациентами, страдающими СД1 в сочетании 
с  АИЗ ЩЖ, – 103/220 (46,8%) (OR=2,29, 95% 
CI: 1,39–3,77, р=0,0016).

Частота носителей «редкого» аллеля G 
у  больных с  изолированным СД1 была до-
стоверно выше  – 57/70 (81%), чем в  группе 
СД1+АИЗ ЩЖ – 33/60 (55%), OR=3,59, 95% CI: 
1,63–7,89, p=0,0022. При этом частота геноти-
па GG недостоверно выше в группе пациентов 
(34%) по сравнению с группой контроля (20%), 
p=0,11, OR=1,7, 95% CI: 0,94–3,13. Оценочный 
тест для анализа изменения степени ассо-
циации между генотипом CTLA-4 rs  231775 
и  определенной клинической формой СД1, 
в зависимости от числа полиморфных аллелей 

(тренд-тест Кохрана-Армитажа) показал ста-
тистически значимые различия между срав-
ниваемыми генотипами (p=0,002), что свиде-
тельствует о  наличии тенденции к  высокой 
степени ассоциации генотипа данного поли-
морфизма с клинической формой СД1.

Выводы. Таким образом, нами получена 
высоко достоверная ассоциация полимор-
физма rs 2476601 гена PTPN22 с повышенным 
риском развития сочетания СД1 и  АИЗ ЩЖ 
(p=0,006). При этом аллель Т и  генотипы СТ 
и  ТТ являются факторами высокого риска 
развития АПС 3а типа  – клинического вари-
анта СД1.

В то  же время, изолированный СД1 ассо-
циирован с  G (GG) в  rs 231775 гена CTLA-4 
(p=0,0116). При этом мы не получили доказан-
ную ассоциацию этого полиморфизма с  СД1 
в сочетании с АИЗ ЩЖ. Пациенты, имеющие 
сочетание СД1 с АИЗ ЩЖ, по распределению 
аллелей и генотипов полиморфизма rs 231775 
ближе к  норме по  сравнению с  пациентами 
с изолированным СД1.

Варианты сочетаний генотипов полимор-
физмов генов PTPN22 и  CTLA-4 определяют 
степень предрасположенности к  развитию 
изолированного СД1 или СД1 в  сочетании 
с АИЗ ЩЖ, а также особенности течения ау-
тоиммунного воспаления при АИЗ.
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TYPE 1 DIABETES MELLITUS AND AUTOIMMUNE POLYGLANDULAR 

SYNDROMES – IMMUNOGENETIC RELATIONS

1Repina E. A., 2Boldyreva M. N., 1Suntsov Y. I., 1Troshina E. A., 
1Shestakova M. V., 1Dedov I. I.

1FGBU “Endocrinology Research Centre” The Ministry of Health; 
2FGBU “Institute of Immunology” FMBA of Russia, Moscow, Russia

A comparative analysis of the distribution of alleles and genotypes frequencies of the gene PTPN22 
polymorphism rs 2476601 and CTLA-4 gene polymorphism rs 231775 was taken in 249 patients with 
type 1 diabetes mellitus (T1DM): 138 patients with isolated T1DM and 111 patients with T1DM in 
combination with autoimmune thyroid diseases (AITh D). Th e control group consisted of 108 blood 
donors without autoimmune diseases (AID) and family history on them. Highly signifi cant association 
of PTPN22 gene polymorphism rs 2476601 with increased risk of T1DM in combination with AITh D 
(p=0,006) was determined. In this case, the T allele and genotypes CT and TT are high risk factors of 
autoimmune polyglandular syndrome type 3a – clinical variant of T1DM. At the same time, isolated 
T1DM was associated with G (GG) at rs 231775 CTLA-4 gene (p=0,0116). In this case we did not get a 
proven association of this polymorphism with T1DM in conjunction with AITh D. Th e distribution of 
alleles and genotypes of CTLA-4 gene polymorphism rs 231775 in patients with T1DM in combination 
with AITh D is closer to normal in comparison with isolated T1DM patients. Variants of combinations 
of genotypes PTPN22 and CTLA-4 genes’ polymorphisms determine the degree of predisposition to the 
development of isolated T1DM or T1DM in conjunction with AITh D, as well as peculiarities of autoim-
mune infl ammation in AID.

Актуальность. Проблема взаимоотноше-
ний кожных и системных форм красной вол-
чанки представляется весьма актуальной как 
с  точки зрения выяснения механизмов раз-
вития этих болезней, с  целью установления 
общности и  различий в  их патогенезе, так 

и  в  практическом плане для осуществления 
диагностических мероприятий и  поиска ми-
шеней для лечения.

Данные литературы [1] свидетельствуют 
об  изменении маркеров апоптоза нейтро-
филов (Нф) и о связи этих маркеров с мета-

МАРКЕРЫ АПОПТОЗА И КИСЛОРОДЗАВИСИМЫЙ 

МЕТАБОЛИЗМ МОНОЦИТОВ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ФОРМАХ 

КРАСНОЙ ВОЛЧАНКИ

 Романова Н. В.,  Ерыгина Е. Н.,  Романов В. А., 

 Капрельянц Е. Ю.

ГБОУ ВПО Ярославский государственный медицинский университет, 
Ярославль, Россия

Исследование апоптоза моноцитов и  их кислороднезависимого метаболизма 
у  больных кожной красной волчанкой и  системной красной волчанкой демон-
стрирует увеличение маркеров апоптоза клеток исключительно при СКВ и связь 
этого процесса с  активацией моноцитов и  повышением продукции активных 
форм кислорода.

Ключевые слова: провоспалительные цитокины, маркеры апоптоза моноцитов, крас-
ная волчанка.
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болическими функциями нейтрофильных 
гранулоцитов, преимущественно кислород-
зависимого характера, у  больных системной 
красной волчанкой (СКВ). В гораздо меньшей 
степени изучены маркеры апоптоза и  функ-
циональное состояние моноцитов не  только 
при СКВ, но  и  при ее кожной форме  – дис-
коидной красной волчанке (ДКВ), а  также 
зависимость программируемой гибели цир-
кулирующих фагоцитов от  активности про-
текающих в  них процессов кислородзависи-
мого метаболизма.

Цель работы: изучение показателей апоп-
тоза моноцитов (Мн), а  также их кислород-
независимого метаболизма у  больных диско-
идной красной волчанкой (ДКВ) и системной 
красной волчанкой (СКВ).

Используемые методы. Обследован 121 че-
ловек в возрасте от 20 до 60 лет (54 больных 
СКВ, 34 – ДКВ, 33 здоровых лица). Исследова-
ли экспрессию CD95 антигена на Мн с помо-
щью метода непрямой иммунофлюоресцен-
ции, а также ДНК клеток по данным изучения 
сродства красителя акридинового оранжевого 
к  дезоксирибонуклеопротеиду (ДНП) клеток 
микроцитофлюориметрическим методом [4]. 
Кислородзависимый метаболизм нейтрофи-
лов оценивали методом спонтанной и  инду-
цированной хемилюминесценции (сХЛ, иХЛ). 
Статистическая обработку данных проведена 
с помощью программного пакета Statistica 10.0 
(StatSoft , Inc.); для исследования взаимосвязи 
изученных показателей применен корреляци-
онный анализ по Спирмену [2].

Основные результаты. Установлено, что 
при СКВ количество CD95+ положительных 
Мн было статистически достоверно выше 

(79,6±4,32%), чем у здоровых лиц (52,3±3,32%, 
p<0,05). У больных ДКВ количество CD95+ Мн 
существенно не отличался от результатов здо-
ровых лиц (55,3±3,32%, p>0,05). Только при 
СКВ констатировано достоверное снижение 
ДНК в Мн в сравнении с данными пациентов 
с ДКВ и здоровых лиц (5,56±2,45 mV, у доно-
ров  – 8,36±1,55 Mv, p<0,05, при ДКВ  – 8,85± 
2,42 mV, p>0,05). С  нарастанием активности 
СКВ установлено уменьшение содержания 
ДНК в Мн (c 5,28±1,67 до 4,25±2,2 mV, p<0,05). 
Констатировано увеличение спонтанной про-
дукции активных форм кислорода в  сХЛ Мн 
(2,1±1,8×104 имп/мин) со  снижением резерв-
ных функций Мн по  сравнению с  данными 
здоровых лиц (0,7±0,3×104 имп/мин, p<0,05) 
только при СКВ. Анализ взаимозависимостей 
исследованных показателей показал наличие 
прямой корреляционной связи между ДНК 
Мн и индуцированной ХЛ Мн при СКВ.

Полученные данные указывают на  увели-
чение маркеров апоптоза Мн исключительно 
при СКВ и на связь этого процесса с актива-
цией кислородзависимого метаболизма этих 
клеток с  повышением продукции активных 
форм кислорода при этом заболевании. По-
лученные данные могут быть использованы 
в  качестве дополнительного лабораторного 
теста для дифференциации СКВ и ДКВ.
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OXYDATIVE STRESS AND METABOLIC MARKERS 

OF APOPTOSIS OF MONOCYTES IN VARIOUS FORMS 

OF LUPUS ERYTHEMATOSUS

Romanova N. V., Erygina E. N., Romanov V. A., Kaprelanc E. Yu.

State Medical University, Yaroslavl, Russia

Study of apoptosis of monocytes and their oxidative stress in patients with cutaneous lupus erythe-
matosus (CLE) and systemic lupus erythematosus (SLE) demonstrates increased markers of apoptosis of 
cells exclusively in SLE and the relationship of this process with the activation of monocytes and increase 
of reactive oxygen species production.
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Актуальность и  цель работы. Сахарный 
диабет (СД) является одной из  важнейших 
проблем современной медицины, что непо-
средственно связано с крайне высокой часто-
той встречаемости данной патологии. Чис-
ленность больных сахарным диабетом в мире 
к  концу 2014  года составила 387 миллионов 
человек. К  2035  году этой патологией будут 
страдать 592 миллиона человек. В  Россий-
ской федерации по данным Государственного 
регистра больных сахарным диабетом на ян-
варь 2015  года насчитывалось 4,04 миллио-
на человек, из  которых СД  2 типа страдали 
3,7 миллиона [3]. СД влияет на  все стороны 
жизнедеятельности, изменяя и функции им-
мунной системы. Пациенты, страдающие СД, 
являются иммуноскомпрометированными, 
о чем говорит повышенная чувствительность 
к  инфекционным заболеваниям. При изуче-
нии когорты больных СД  2 типа показано, 
что отношение рисков для инфекционных 
болезней, связанных с  госпитализацией, со-
ставило 2,15. СД в 3 раза увеличивает риск го-
спитализации при гриппе А (H1N1) и в 4 раза 
увеличивает риск помещения в палату интен-
сивной терапии после госпитализации  [5]. 
У  больных СД 2 типа, имеющих тяжелые 
осложнения, диабета повышены способность 
моноцитов к выработке активных форм кис-

лорода и способность нейтрофилов к погло-
щению чужеродных частиц [4]. При СД 2 типа 
почти в 3 снижается экспрессия нейтрофила-
ми молекулы адгезии CD11b, а при развитии 
синдрома диабетической стопы уменьшается 
экспрессия CD11b и CD62L [1]. Однако фор-
мирование внеклеточных ловушек остается 
слабо изученным, в  связи с  чем целью на-
стоящей работы явилась оценка способно-
сти к формированию внеклеточных ловушек 
нейтрофильными гранулоцитами больных 
СД 2 типа.

Используемые методы. При проведении ра-
боты было обследовано 236 человек. В группу 
«СД» вошло 111 пациентов с СД 2 типа. Группу 
«СДС» составили 14 больных СД 2 типа, стра-
дающих синдромом диабетической стопы. 
В  группу сравнения включили 14 пациентов 
без нарушения углеводного обмена, страдаю-
щих артериальной гипертензией и/или ИБС. 
Такой выбор обусловлен состоянием пациен-
тов с СД2, у которых также диагностировали 
ИБС и/или артериальную гипертензию. До-
полнительно было обследовано 60 клиниче-
ски здоровых лиц. Способность нейтрофи-
лов к  формированию внеклеточных ловушек 
оценивали в цельной крови и в чистой фрак-
ции нейтрофилов по описанному ранее мето-
ду  [2]. Реакцию ставили в  спонтанном вари-

ОСОБЕННОСТИ ФОРМИРОВАНИЯ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ 

ЛОВУШЕК НЕЙТРОФИЛАМИ БОЛЬНЫХ САХАРНЫМ 

ДИАБЕТОМ 2 ТИПА

 Тарабрина Ю. О.,  Долгушин И. И.,  Колесников О. Л., 

 Колесникова А. А.,  Маркова В. А.

ГБОУ ВПО Южно-Уральский государственный медицинский университет 
Минздрава России, Челябинск, Россия

Обследованы 236 человек, среди которых выделяли группы практически здоровых лиц, 
пациентов с гипертонической болезнью и ИБС, больных сахарным диабетом 2 типа. Ре-
зультаты свидетельствуют, что сахарный диабет 2 типа увеличивает способность нейтро-
филов к образованию внеклеточных ловушек. При СД 2 типа, осложненным синдромом 
диабетической стопы, отмечается уменьшение доли нейтрофилов, формирующих внекле-
точные ловушки. Возраст, наличие гипертонической болезни и ИБС не влияют на способ-
ность нейтрофилов формировать внеклеточные ловушки.

Ключевые слова: нейтрофил, внеклеточные ловушки, сахарный диабет.
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анте и  при стимуляции клеток пирогеналом. 
Результат выражали в  виде процента клеток, 
сформировавших внеклеточные ловушки, 
рассчитанного от общего количества нейтро-
филов. Данные обрабатывали с помощью па-
кета прикладных статистических программ 
SPSS и представляли в виде медианы, первого 
и  третьего квартилей. Достоверность разли-
чий между группами определяли с  помощью 
непараметрических критериев Манна-Уитни 
и  Колмогорова-Смирнова. Различия считали 
достоверными при р ≤ 0,05.

Основные результаты. Данные по  цельной 
крови. При спонтанной реакции в  группах 
сравнения и «СД» ловушки формировало прак-
тически одинаковое количество нейтрофилов: 
1,00 [0; 2,0] и 1,00 [1,00; 3,00]. При наличии СДС 
активность статистически значимо снижалась 
относительно групп сравнения и  «СД» и  со-
ставила 0 [0; 1,00]. После стимуляции пироге-
налом ситуация осталась прежней и различий 
между группами сравнения и «СД» не обнару-
жено. Процентное содержание внеклеточных 
ловушек составило 1,0 [0; 2,25] и 1,50 [1,0; 3,25] 
соответственно. В  группе «СДС» показатель 
оставался достоверно ниже, чем в  группах 
сравнения и «СД».

Данные по  чистой фракции нейтрофи-
лов. Без дополнительного стимула в  группе 
сравнения внеклеточные ловушки формиро-
вало 4,00 [2,00; 12,00] процентов нейтрофи-
лов. СД  2 типа сопровождался активацией 
данной функции клеток. Доля нейтрофилов, 
формировавших ловушки, составила 10,00 
[6,00; 22,00] (P = 0,001). Наличие СДС умень-
шило способность к образованию внеклеточ-
ных ловушек до уровня 6,00 [2,00; 12,00]. При 
этом различия с  группой «СД» были стати-
стически значимыми (P = 0,022). Стимуляция 
пирогеналом приводила к  резкому увеличе-
нию доли клеток, формирующих ловушки, 
и  в  группе сравнения показатель составил 
16,00 [10,00; 30,00]. На фоне наличия СД вне-
клеточные ловушки продуцировало 26,00 
[14,00; 44,00] процентов нейтрофилов, что 
статистически значимо превышало актив-
ность клеток в группе сравнения (P = 0,007). 
В группе «СДС» внеклеточные ловушки фор-
мировало 18,00 [16,00; 28,00] процентов кле-
ток, различия с группами сравнения и «СД» 
были недостоверными.

Медиана возраста в  группах сравнения 
и  «СД» составила 66 лет и  62,5 года соот-

ветственно. Для оценки влияния возрас-
та, гипертонической болезни, ИБС и  СД 
на  функции нейтрофилов дополнительно 
обследовали 60 клинически здоровых лиц, 
возраст которых колебался от  18 до  35 лет. 
При изучении цельной крови здоровых лиц 
в  спонтанном и  стимулированном вариан-
тах доля клеток, образующих ловушки, была 
одинакова, и  составила 1,0 [1,0; 2,0]. Раз-
личий с  группами сравнения и «СД» не вы-
явлено. При исследовании чистой фракции 
нейтрофилов ловушки формировало 4,0 [3,0; 
6,0] процентов нейтрофилов. При стимуля-
ции пирогеналом этот показатель составил 
16,5 [12,75; 20,0]. Различия с группой сравне-
ния отсутствовали. Однако активность ней-
трофилов здоровых лиц при обоих вариан-
тах реакции была статистически ниже, чем 
в группе «СД» (P = 0,001).

Выводы:
1. СД 2 типа усиливает способность ней-

трофилов к  образованию внеклеточных ло-
вушек.

2. При СД 2 типа, осложненным синдро-
мом диабетической стопы, отмечается умень-
шение доли нейтрофилов, формирующих вне-
клеточные ловушки.

3. Такие факторы, как возраст, наличие 
гипертонической болезни и  ИБС не  влияют 
на  способность нейтрофилов к  формирова-
нию внеклеточных ловушек.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Долгушин И. И., Тарабрина Ю. О., Колесни-
ков О. Л. и др. // Современные проблемы науки 
и  образования. – 2014. – № 5. Электронная пу-
бликация, режим доступа: http://www.science-
education.ru/119–15228

2. Долгушин, И. И. Нейтрофильные ловушки 
и  методы оценки функционального статуса 
нейтрофилов / И. И. Долгушин, Ю. С. Андрее-
ва, А. Ю. Савочкина. – Москва: Издательство 
РАМН, 2009. – 207 с.

3. Клинические рекомендации «Алгоритмы специ-
ализированной медицинской помощи больным 
сахарным диабетом», 7-й выпуск // Сахарный 
диабет. – 2015. – № 1. – 112 с.

4. Колесникова А. А., Долгушин И. И., Тарабри-
на Ю. О. и  др. // Проблемы эндокринологии. – 
2012. – № 4–2. – С. 27.

5. Lecube A., Pacho G., Petriz J. et al. // PLOS ONE. – 
2011. – Vol. 6, Issue 8. – e23366. Электронная пу-
бликация, режим доступа: http://www.plosone.
org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.
pone.0023366.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 471

SPECIFIC FEATURES OF EXTRACELLULAR TRAP FORMATION 

IN NEUTROPHILS OF DIABETES MELLITUS TYPE 2 PATIENTS
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Th e study compares three groups of people, one of them forms a control group of healthy people, the 
second one consists of both hypertension and cardiac ischemia patients, and the third one consists of 
diabetes mellitus type 2 patients, overall number of examined was 236. Th e results show the increase of ex-
tracellular trap formation ability in neutrophils of only diabetes mellitus type 2 patients group. But in case 
of diabetes mellitus type 2 that was complicated with diabetic foot manifestation the diminished propor-
tion of neutrophil extracellular trap formation ability was registered. Other factors, such as hypertension, 
cardiac ischemia or patient age had no infl uence on neutrophil extracellular trap formation ability.

Сахарный диабет 1-го типа (СД1)  – одна 
из  наиболее актуальных медико-социальных 
проблем в  связи с  ранней инвалидизацией 
и  высокой смертностью больных. В  мире на-
считывается около 20 млн. больных СД1 и ко-
личество их увеличивается ежегодно в  сред-
нем на 5%. В России распространенность СД1 
составляет более 200 на 100 000 населения.

В настоящее время установлен аутоиммун-
ный генез СД1, при этом антитела к ткани под-
желудочной железы, или иммунологические 
маркеры диабета, выявляются за  несколько 
лет до  манифестации заболевания. Однако 
причины аутоиммунной агрессии с  деструк-

цией бета-клеток поджелудочной железы 
и  развитием инсулиновой недостаточности 
неизвестны.

По современным представлениям СД1  – 
многофакторное заболевание, развивающее-
ся под воздействием внешней среды на  фоне 
генетической предрасположенности. Среди 
факторов внешней среды важная роль в раз-
витии диабета принадлежит местности про-
живания, о  чем свидетельствуют результаты 
эпидемиологических исследований: распро-
страненность СД1 в странах мира широко ва-
рьирует, при этом минимальные и максималь-
ные показатели отличаются в  60 раз. Кроме 

ГЕОЭКОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ В РАЗВИТИИ 

АУТОИММУННОГО САХАРНОГО ДИАБЕТА

 Фархутдинов И. М.1,3,  Фархутдинова Л. М.2

1Башкирский государственный университет; 2Башкирский государственный 
медицинский университет; 3Институт геологии Уфимского научного центра РАН, 

Уфа, Россия

Показана взаимосвязь развития аутоиммунного сахарного диабета с геоэкологически-
ми условиями местности проживания. Распространенность заболевания оказалась ниже 
в южной части республики – в предгорьях Южного Урала. Выявлена более благополучная 
ситуация среди проживающих в зоне залегания известняков, что, по-видимому, обуслов-
лено благоприятным влиянием состава элементов-примесей карбонатных пород. Обосно-
вана целесообразность расширения исследований роли геоэкологических факторов и ми-
кроэлементного статуса природной среды в развитии аутоиммунного сахарного диабета.

Ключевые слова: сахарный диабет 1-го типа, аутоиммунный сахарный диабет, геоэко-
логия, микроэлементы, медицинская геология.
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того, подтверждением роли среды прожива-
ния в развитии СД1 является изменение рас-
пространенности заболевания среди популя-
ции при ее миграции [3, 5].

В связи с этим большой интерес представ-
ляет проблема взаимосвязи региональных ге-
оэкологических условий местности прожива-
ния и СД1, изученность которой крайне мала.

Целью исследования стало изучение за-
кономерностей распространенности СД1 
в  Республике Башкортостан. Предпосылкой 
к  данному исследованию явились научные 
результаты, показавшие значимость геоэко-
логических факторов в  развитии таких ау-
тоиммунных заболеваний, как диффузный 
токсический зоб, аутоиммунный тиреоидит, 
рассеянный склероз на  территории Респу-
блики Башкортостан. Исследования, прове-
денные в  Башкортостане, установили также 
взаимосвязь частоты выявления повышенно-
го титра тиреоидных антител с региональны-
ми особенностями микроэлементного статуса 
местности проживания и  организма челове-
ка [1, 4]. Изучению влияния геоэкологических 
факторов на здоровье населения в Башкорто-
стане благоприятствует уникально широкое 
разнообразие хорошо изученных геологиче-
ских условий на территории республики.

Для реализации поставленной цели про-
веден сравнительный анализ распростра-
ненности СД1 в  Республике Башкортостан 
за 2009–2013 годы в различных районах в за-
висимости от геоэкологических особенностей 
местности. Использованы данные Медицин-
ского информационно-аналитического центра 
Министерства здравоохранения Республики 
Башкортостан (МИАЦ МЗ РБ) (руководитель 
Государственного регистра больных СД – к. м.н. 
Г. Г. Байбурина). Статистическая обработка 
полученных данных проводилась с использо-
ванием пакета прикладных программ Statistica 
for Windows V. 6.0. Критический уровень зна-
чимости принимался равным 0,05.

По результатам анализа, средняя распро-
страненность СД1 в Башкортостане составила 
112 на  100 000 населения, вместе с  тем обна-
ружены значительные колебания показателя 
(в 5 раз) в районах республики – от 36 до 182 
на 100 000 жителей.

Обращает на  себя внимание более благо-
получная ситуация в  южной части Башкор-
тостана, где средняя распространенность СД1 
составила 100 на 100 000, в то время как в се-

верных районах  – 117 на  100 000 населения 
(р<0,01). Полученные результаты согласуются 
с  общей тенденцией в  странах мира, заклю-
чающейся в  увеличении распространенности 
СД1 по направлению с юга на север.

Следует отметить благоприятное влия-
ние на  анализируемый показатель Южного 
Урала, в  предгорьях которого распростра-
ненность СД1 не  превышала 64-98 случаев 
на 100 000  жителей.

Влияние геоэкологических условий местно-
сти, по-видимому, обусловлено особенностя-
ми микроэлементного статуса, поскольку гор-
ные породы являются главным источником 
минералов, в том числе в организме человека. 
Взаимосвязь региональных особенностей ми-
кроэлементного состава организма человека 
и  местности проживания установлена иссле-
дованиями, проведенными в начале 2000-х го-
дов в Республике Башкортостан [4].

Для более детального изучения влияния 
геоэкологических условий на  развитие ау-
тоиммунного сахарного диабета проведена 
сравнительная оценка распространенности 
заболевания в  населенных пунктах, располо-
женных в  зоне залегания песчаников и  из-
вестняков, характеризующихся различным 
составом элементов-примесей. Проанализи-
рована ситуация по  СД1 в  населенных пун-
ктах, удаленных от  промышленных центров 
и вредных производств, что исключило техно-
генное влияние окружающей среды, а  также 
имеющих сходство национального состава на-
селения, что позволило нивелировать генети-
ческий фактор.

Было исследовано 14 населенных пунктов, 
расположенных среди известняков с  общим 
населением 20792 человек, и  13 – в  зоне раз-
вития песчаников, где общее количество жи-
телей составило 38737 человек (7 районов 
Урала и Приуралья). По результатам анализа, 
распространенность аутоиммунного диабета 
у  проживающих на  территории преимуще-
ственного развития известняков оказалась 
ниже и  составила 119 на  100 000 населения, 
в  то  время как у  жителей населенных пун-
ктов, где подстилающие породы сложены 
песчаниками – 163 на 100 000 (р<0,01). Следу-
ет подчеркнуть, что в 6 из 14 исследованных 
населенных пунктов, расположенных в  зоне 
залегания известняков с общей численностью 
населения 9689 человек, случаи СД1 не зареги-
стрированы.
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По сравнению с  песчаниками карбонат-
ные породы (известняки) содержат в 9,7 раза 
больше кальция и меньшее (от 1,5 до 10 раз) 
количество других элементов-примесей. По-
лученные данные позволяют сделать вы-
вод о  благоприятном влиянии кальций-со-
держащих пород на  распространенность 
аутоиммунного диабета.

На основании полученных результатов 
можно предполагать, что особенности ми-
кроэлементного статуса природной среды, 
обусловленные геоэкологическими условия-
ми местности проживания, влияют на состоя-
ние иммунной системы организма человека и, 
по-видимому, способны провоцировать акти-
вацию аутоиммунного процесса с  поврежде-
нием инсулинпродуцирующих клеток подже-
лудочной железы.

Результаты проведенного исследования 
свидетельствуют о  перспективности даль-
нейшего углубленного изучения роли геоло-
гической среды и  микроэлементного статуса 
в развитии аутоиммунного сахарного диабета. 
Целесообразность такого исследования обо-
снована также накопившимися за  последние 
десятилетия сведениями о  значимости цело-
го ряда микроэлементов в регуляции углевод-
ного обмена и функционировании иммунной 
системы [2]. Данное инновационное направле-
ние открывает возможность новых подходов 
в  решении одной из  сложных и  острых про-
блем – аутоиммунного сахарного диабета.

Вывод. Распространенность аутоиммун-
ного сахарного диабета связана с геоэкологи-
ческими факторами местности проживания. 
Территория с наиболее благоприятной ситуа-
цией по СД1 в Республике Башкортостан при-
урочена к  предгорьям Южного Урала. Зоны 
развития известняков характеризуются мень-
шей распространенностью СД1, что связано 
с  особенностями элементного состава пород. 
Целесообразно углубленное изучение роли 
микроэлементного статуса природной среды 
в развитии аутоиммунного сахарного диабета. 
Исследование на стыке медицины и геоэколо-
гии является фундаментальным направлени-
ем, открывающим новые перспективы в реше-
нии проблемы сахарного диабета 1-го типа.
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Th e article describes the interrelation of autoimmune diabetes with geoecological conditions of the 
area of residence. Prevalence was lower in the southern part of the republic – in the foothills of the South-
ern Urals. It is shown a good situation among residents in the area of limestone, which is apparently due 
to the favorable eff ect of impurity elements of carbonate rocks. It is advisable to expand research on the 
role of geoecological factors and trace element status of the environment in the development of autoim-
mune diabetes.
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Сахарный диабет (СД) – острейшая медико-
социальная проблема современности: в насто-
ящее время во всем мире насчитывается более 
380 млн. больных СД, по  оценкам экспертов 
к  2035 г. этот показатель составит около 600 
млн., из них 90% – пациенты с СД 2-го типа. 
В структуре смертности СД занимает четвер-
тое место после сердечно-сосудистой, онколо-
гической патологии и травм.

По современным представлениям, СД 2-го 
типа  – гетерогенное заболевание, развиваю-
щееся при взаимодействии факторов внешней 
среды и  генетической предрасположенности. 
В отличие от СД 1-го типа, характеризующе-
гося абсолютным дефицитом инсулина в  ре-
зультате аутоиммунной деструкции бета-
клеток поджелудочной железы, СД 2-го типа 
в  большинстве случаев развивается на  фоне 
ожирения вследствие инсулинорезистентно-
сти и  относительной недостаточности инсу-
лина. Последняя имеет место при уменьшении 
массы инсулинпродуцирующих клеток на 50% 
[1, 2, 3, 5].

В 10-25% случаев СД 2-го типа через 1-3 года 
приобретает признаки СД 1-го типа с  выра-
женным дефицитом инсулина и потребностью 
в  заместительной инсулинотерапии. Данный 
тип заболевания получил название аутоим-
мунного диабета взрослых (ADA), лаборатор-
ным критерием диагностики которого явля-
ется обнаружение в крови иммунологических 
маркеров – антител к различным компонентам 
панкреатической ткани [1, 2, 5].

Вместе с  тем исследования последних лет 
показали, что СД 2-го типа в 40–50% случаев 
сопровождается повышением образования 
антител к островковой ткани поджелудочной 
железы и  их патогенетическая значимость 
требует уточнения.

Цель исследования – выявить иммунопато-
генетические особенности СД 2-го типа. С этой 
целью проведено обследование 61 пациента 
с СД 2-го типа в дебюте заболевания, средний 
возраст – (44,6±0,5) года. Проведено 10-лет-
нее проспективное исследование течения СД 
2-го типа в зависимости от выявления имму-
нологических маркеров. Контрольную груп-
пу, сопоставимую по  возрасту и  гендерным 
особенностям, составили 44 человека. Диа-
гноз СД устанавливался на основании клини-
ческого обследования и  исследований уровня 
гликемии. Определялся уровень базального 
С-пептида (0,3–3,7 нг/мл, здесь и далее в скоб-
ках указан референсный интервал) и  инсули-
на натощак (5–20 мкЕд/мл) радиоиммунным 
методом с  использованием реактивов BCM 
Diagnostics (США). Проведен расчет индекса 
массы тела (ИМТ, 18–25  кг/м2) и  индекса ин-
сулинорезистентности (HOMA  – Homeostasis 
Мodel Аssessment, до 6,0) по формуле: HOMA = 
[базальный инсулин (мкЕд/мл) · глюкоза крови 
натощак (ммоль/л)]: 22,5 (ед.).

Изучены уровни антител к  островко-
вым клеткам (ICA-islet-cell antibodies  – ICA, 
0-0,26 Ед/мл), глютаматдекарбоксилазе (GADА-
glutamicacid decarboxilase autoantibodies  – 

ИММУНОПАТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 

САХАРНОГО ДИАБЕТА 2-го ТИПА

 Фархутдинова Л. М.

Башкирский государственный медицинский университет, Уфа, Россия

Результаты исследования антител к панкреатической ткани и фенотипирования лим-
фоцитов при сахарном диабете 2-го типа свидетельствуют о роли иммунного компонента 
в развитии заболевания. Прямая связь титра антител с уровнем инсулина, индексом мас-
сы тела и более длительным периодом инсулинпродуцирующей функции бета-клеток при 
серопозитивном сахарном диабете 2-го типа отражает значимость антителообразования 
в развитии гиперинсулинемии и инсулинорезистентности.

Ключевые слова: сахарный диабет, аутоиммунный диабет взрослых, иммунологические 
маркеры диабета, иммунопатогенез диабета.
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GADА, 0–1,05 Ед/мл) методом иммунофер-
ментного анализа с  использованием наборов 
BCM Diagnostics (США), а  также антител 
к  инсулину (IAA-insulin autoantibodies  – IAA, 
0-10,0  Ед/мл) с  помощью наборов Orgentec 
(Германия) на ИФА-анализаторе Personal LAB 
(Adaltis, Италия). Проведено иммунофеноти-
пирование лимфоцитов методом проточной 
цитофлуориметрии на  приборе EPICS XL4 
Beckman Coulter (США). Определяли содержа-
ние T- (CD3+СD19–) и B-клеток (CD3–CD19+), 
T-хелперов (CD3+CD4+), T-цитотоксических 
лимфоцитов (CD3+CD8+), иммунорегуля-
торный индекс (IRI, CD4/CD8), количество 
естественных киллерных клеток (NK-клеток, 
CD3–CD16+CD56+), активированных NK (CD3– 

CD8+), Т-активированных (CD3+HLA-DR+) 
и T-NK-клеток (CD3+СD16+CD56+).

Статистическая обработка полученных дан-
ных проводилась с использованием пакета при-
кладных программ Statistica for Windows V. 6.0, 
AtteStat Microsoft  Excel. Критический уровень 
значимости принимался равным 0,05.

По результатам проведенного исследова-
ния у больных СД 2-го типа в дебюте заболе-
вания (n=61) иммунологические маркеры СД 
обнаружены в 47,5% случаев (n=29), среди них 
GADА – 75,0%; ICA – 60,7%; IAA – 25,0%. Сле-
дует отметить, что GADA обнаруживались 
с наибольшей частотой.

Выявление иммунологических маркеров 
диабета характерно для аутоиммунного диа-
бета взрослых, одним из клинических призна-
ков которого является отсутствие избыточной 
массы тела в  дебюте заболевания в  отличие 
от  СД 2-го типа. Однако проведенное нами 
исследование показало, что серопозитивный 
СД 2-го типа по сравнению с серонегативным 
СД 2-го типа характеризовался более высо-
ким ИМТ – (29,3±6,3) кг/м2 против (26,6±4,3) 
кг/м2, (p=0,0476), и  уровнем инсулина  – 22,3 
(17,2; 31,65) против 16,15 (13,15; 18,55) мкЕд/ мл 
(p=0,0394).

Наблюдение за больными СД 2-го типа в те-
чение 10 лет также обнаружило парадоксаль-
ный результат. Оказалось, что у подавляюще-
го большинства больных с  серопозитивным 
СД 2-го типа (75,9%) в течение всего периода 
наблюдения заболевание компенсировалось 
применением пероральных сахароснижающих 
препаратов, в то время как потребность в ин-
сулине в  течение первых трех лет развилась 
в 24,1% случаев, что соответствовало аутоим-

мунному диабету взрослых. В группе больных 
серонегативным СД 2-го типа, напротив, инсу-
линопотребность через 3 года возникла у 46,9% 
пациентов, что в 1,9 раза выше по сравнению 
с аналогичным показателем в серопозитивной 
группе (p=0,0345).

Результаты иммунофенотипирования лим-
фоцитов при СД 2-го типа выявили повы-
шение относительного числа лимфоцитов 
на 29,0% по сравнению с контрольной группой 
(p=0,0059). Наиболее выраженные изменения 
обнаружены в  количестве естественных кил-
лерных клеток: увеличение абсолютного ко-
личества NK-клеток на 42,2% (p=0,0362), абсо-
лютного и относительного числа T-NK-клеток 
(CD3+СD16+CD56+) на 45,6% (p=0,0199) и 92,9% 
(p=0,0084), соответственно, а  также уров-
ня активированных NK-клеток (CD3–CD8+) 
на 4,8% (p=0,0137) по сравнению с контроль-
ной группой. Корреляционный анализ обна-
ружил достоверно значимую прямую связь 
между числом NK-клеток (CD3–CD16+CD56+) 
и относительным количеством В-лимфоцитов 
(R=+0,669, p=0,0345), что согласуется со  све-
дениями научной литературы об антителоза-
висимой клеточной цитотоксичности нату-
ральных киллеров [4]. Увеличение количества 
клеток с  цитотоксическими свойствами при 
СД 2-го типа, по-видимому, обусловливает 
уменьшение массы бета-клеток и манифеста-
цию диабета.

Выявленное повышение антителообразо-
вания при СД 2-го типа, связанное с  более 
высоким показателем массы тела и  инсулина 
в  дебюте заболевания по  сравнению с  серо-
негативным СД 2-го типа, свидетельствует 
о значимости иммунологического компонента 
в  развитии заболевания. Как известно, впер-
вые способность антител стимулировать 
функцию эндокринного органа была установ-
лена на примере такого аутоиммунного забо-
левания как диффузный токсический зоб. Ло-
гично предположить, что антитела к  тканям 
поджелудочной железы, в  частности GADA, 
способны стимулировать функциональную 
активность бета-клеток, что имеет как ком-
пенсаторное, так и  патологическое значение. 
Компенсаторная роль заключается в  актива-
ции инсулинпродуцирующих клеток, что от-
ражает взаимосвязь антителообразования 
с  более длительной сохранностью инсулин-
продуцирующей функции поджелудочной 
железы по  данным проспективного исследо-
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вания. Патологическое значение стимуляции 
бета-клеток заключается в  развитии гипе-
ринсулинемии, усугубляющей инсулинорези-
стентность – основного механизма формиро-
вания СД 2-го типа.

Вывод. Выявление при СД 2-го типа имму-
нологических маркеров диабета и  лимфоци-
тов с  цитотоксическими свойствами свиде-
тельствует о наличии иммунного компонента 
в  развитии заболевания. Повышенный уро-
вень антител к ткани поджелудочной железы 
при серопозитивном СД 2-го типа, связан-
ный с более высоким ИМТ, уровнем инсули-
на, а также с более продолжительной сохран-
ностью инсулинпродуцирующей функции 
бета-клеток по  сравнению с  серонегативным 

СД 2-го типа, отражает значимость антите-
лообразования в развитии гиперинсулинемии 
и инсулинорезистентности.
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IMMUNOPATHOGENETIC ASPECTS OF TYPE 2 DIABETES

Farkhutdinova L. M.

Bashkir State Medical University, Ufa, Russia

Results of the study of antibodies to pancreatic tissue and phenotyping of lymphocytes in Type 2 
diabetes suggest a role for immune component in the development of the disease. Direct relationship be-
tween the antibody titer and levels of insulin, body mass index and longer duration of insulin function of 
beta cells in seropositive Type 2 diabetes refl ects the signifi cance of antibody in the development of insulin 
resistance and hyperinsulinemia.

Key words: diabetes mellitus, autoimmune diabetes in adults, immunological markers of 
diabetes mellitus, immunopathogenesis of diabetes.

РОЛЬ РЕВМАТОИДНОГО ФАКТОРА В ГИБЕЛИ 

CD4+ЛИМФОЦИТОВ У КРЫС, ИММУНИЗИРОВАННЫХ 

GP120 ГЛИКОПРОТЕИНОМ ВИЧ-1

 Храмова Т. В.,  Бедулева Л. В.,  Березкина С. Ю., 

 Меньшиков И. В.

ФГБОУ ВПО «Удмуртский государственный университет», 
Ижевск, Россия

Известно, что развитие иммунодефицита при ВИЧ инфекции является результа-
том истощения CD4+ лимфоцитов. Несмотря на то, что прямое цитопатическое влияние 
ВИЧ на CD4+клетки вносит вклад в их истощение, большинство из  гибнущих при ВИЧ 
инфекции лимфоцитов не  инфицированы ВИЧ. Механизм гибели неинфицированных 
CD4+лимфоцитов не  ясен. Целью работы было выяснение роли аутоиммунной реакции 
в гибели CD4+ лимфоцитов на модели иммунизации крыс gp120 гликопротеином ВИЧ-1. 
Обнаружено, что гибель CD4+лимфоцитов у крыс, иммунизированных gp120, является ре-
зультатом совместного действия аутоантител к CD4 и ревматоидного фактора.

Ключевые слова: gp120, вирус иммунодефицита человека, ревматоидный фактор.
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Известно, что развитие иммунодефицита 
при ВИЧ инфекции является результатом ис-
тощения CD4+лимфоцитов. Несмотря на  то, 
что прямое цитопатическое влияние ВИЧ 
на CD4+клетки вносит вклад в их истощение, 
большинство из гибнущих при ВИЧ инфекции 
лимфоцитов не инфицированы ВИЧ. Почему 
гибнут неинфицированные CD4+лимфоциты 
сегодня не  известно. Получено много фак-
тов, демонстрирующих, что незараженные 
CD4+лимфоциты при ВИЧ-инфекции гиб-
нут по  механизму апоптоза, чувствитель-
ность лимфоцитов к  апоптозу коррелирует 
с  прогрессированием болезни. Рассматрива-
ют несколько причин апоптоза неинфици-
рованных CD4+клеток при ВИЧ-инфекции. 
Наиболее обоснованной является гипотеза 
активационно-индуцированной смерти неза-
раженных CD4+лимфоцитов. Согласно дан-
ной гипотезе незараженные CD4+лимфоциты 
подвергаются генерализованной активации 
и приобретают чувствительность к апоптозу. 
Впоследствии активированные клетки, встре-
чаясь с  индуктором апоптоза, подвергаются 
апоптозу. Однако фактор генерализованной 
активации незараженных CD4+лимфоцитов, 
а  также индуктор апоптоза, т. е. фактор, уби-
вающий активированные CD4+лимфоциты, 
остаются не известными.

Хроническую поликлональную актива-
цию незараженных CD4+лимфоцитов при 
ВИЧ инфекции могут вызывать аутоантитела 
к  CD4. Гипотеза, рассматривающая ведущую 
роль аутоиммунной реакции к CD4 в патоге-
незе СПИДа, впервые предложена Kennedy, 
в  1992 г. [5]. Keаy и  Coore показали наличие 
идиотип-антиидиотипических взаимодей-
ствий между антителами к gp120 и аутоанти-
телами к  СD4 у  ВИЧ-инфицированных лю-
дей [3, 4], в результате чего стал ясен механизм 
образования аутоантител к CD4 при ВИЧ ин-
фекции. Gp120, активируя анти-gp120 лимфо-
циты, запускает также активацию связанных 
с ними в идиотип-антиидиотипических взаи-
модействиях аутореактивных анти-CD4+ лим-
фоцитов. Гипотеза получила многочисленные 
экспериментальные подтверждения [1], одна-
ко не  стала общепринятой, так как не  у  всех 
ВИЧ-инфицированных удалось выявить 
в плазме крови антитела к CD4.

Чтобы выяснить роль аутоиммунной ре-
акции к  CD4 в  гибели CD4+лимфоцитов 
мы проиммунизировали крыс Wistar реком-

бинантным gp120 гликопротеином ВИЧ 
однократно в дозе 20 мкг на животное вну-
трикожно в  составе неполного адъюванта 
Фрейнда (НАФ). Контрольные крысы полу-
чили инъекцию НАФ. У  животных ежене-
дельно забирали кровь. В плазме крови опре-
деляли антитела к gp120 ВИЧ и аутоантитела 
к рекомбинантному CD4 крыс (R&DSystems) 
методом иммуноферментного анализа. Так-
же определяли титр ревматоидного фактора 
(РФ) методом непрямой агглютинации тани-
зированных нагруженных гомологичным IgG 
эритроцитов. Количество CD4+лимфоцитов 
в периферической крови крыс измеряли ме-
тодом проточной цитофлуориметрии, ис-
пользуя моноклональные антитела к  CD4 
меченые ФИТЦ.

Иммунизация крыс Wistar gp120  ВИЧ 
вызвала продукцию не  только антител 
к  gp120  ВИЧ, но  и  аутоантител к  CD4. Сни-
жение CD4+ лим фоцитов у  крыс, иммунизи-
рованных gp120  ВИЧ, носило транзиторный 
скачкообразный характер. Тем не менее, сред-
нее за  период наблюдения значение количе-
ства CD4+лим фоцитов у  крыс, иммунизиро-
ванных gp120  ВИЧ (1278±817 клеток в  мкл), 
достоверно ниже (p<0,05) среднего уровня 
CD4+лимфоцитов в  периферической крови 
контрольных крыс (1778±742 клеток в  мкл). 
Вопреки ожиданиям непосредственной связи 
между уровнем аутоантител к CD4 и количе-
ством CD4+лимфоцитов в крови не выявлено. 
В то же время мы заметили, что снижение ко-
личества CD4+лимфоцитов в  крови крыс со-
впадает со  спонтанным повышением уровня 
ревматоидного фактора в  крови. РФ был ис-
следован у  крыс, иммунизированных gp120, 
с целью выяснения его роли в регуляции им-
мунного ответа к gp120, так как ранее на не-
скольких экспериментальных моделях было 
показано его участие в предотвращении разви-
тия аутоиммунных заболеваний [2]. Сравни-
тельный анализ количества CD4+лимфоцитов 
у  крыс с  относительно высоким уровнем РФ 
(титр>1:16) (920 ±366 клеток в  мкл крови) 
и  крыс с  относительно низким уровнем РФ 
(титр≤1:16) (1524±953 клеток в мкл крови), вы-
явил достоверно низкий уровень CD4+ клеток 
у  крыс с  высоким уровнем РФ. Данная связь 
характерна только для крыс, иммунизирован-
ных gp120 и  продуцирующих аутоантитела 
к CD4. У контрольных крыс количество CD4+ 
клеток не зависит от содержания РФ в крови 
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(при титре РФ>1:16–1727±728 клеток, при ти-
тре РФ≤1:16–1620±794 клеток). На основании 
полученных данных можно предполагать, что 
гибель CD4+лимфоцитов у  крыс, иммунизи-
рованных gp120 – результат совместного дей-
ствия аутоантител к  CD4 и  ревматоидного 
фактора.

Для проверки этого предположения был 
проведен эксперимент in vitro. Лимфоциты ин-
тактной крысы в течение 24 часов инкубиро-
вали с сывороткой, содержащей аутоантитела 
к CD4, полученной от крыс, иммунизирован-
ных gp120 ВИЧ. После завершения инкубации 
добавляли сыворотку, содержащую РФ. Че-
рез 3 часа подсчитывали количество живых 
и мертвых клеток в камере Горяева с исполь-
зованием красителя трипанового синего. В ре-
зультате обнаружили гибель 40% лимфоци-
тов, что достоверно ниже гибели лимфоцитов 
в  случае добавления сыворотки, не  содержа-
щей РФ (количество погибших клеток соста-
вило 16,5%), или в случае инкубации с сыво-
роткой, не  содержащей антитела к  CD4, где 
также добавляли РФ-содержащую сыворотку 
(количество погибших клеток – 5,3%).

Таким образом, иммунизация крыс Wistar 
gp120 гликопротеином ВИЧ вызывает развитие 
аутоиммунной реакции к CD4 и транзиторное 
снижение CD4+ лимфоцитов на  фоне высоко-
го уровня ревматоидного фактора в  крови. 
В эксперименте in vitro сыворотка, содержащая 
ревматоидный фактор, вызывает гибель лим-
фоцитов крыс, предварительно инкубирован-
ных с сывороткой, содержащей аутоантитела 
к CD4. Данные факты свидетельствуют о том, 
что гибель CD4+ лимфоцитов у крыс, иммуни-
зированных gp120, является результатом со-
вместного действия аутоантител к CD4 и рев-
матоидного фактора.
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ROLE OF RHEUMATOID FACTOR IN THE DEATHS 

OF CD4+ LYMPHOCYTES IN RATS IMMUNIZED WITH GP120 

GLYCOPROTEIN OF HIV-1.

Khramova T. V., Beduleva L. V., Berezkina S. Yu., Menshikov I. V.

Udmurt State University, Izhevsk, Russia

It is known that the development of immunodefi ciency in HIV infection is the result of depletion of 
CD4+lymphocytes. Th e direct cytopathic eff ect of HIV contributes to the depletion of CD4 T cells, but 
uninfected CD4+cells mostly die in the course of HIV infection. Th e mechanism of destruction of unin-
fected CD4+lymphocytes is not clear. Th e aim was to elucidate the role of autoimmunity in the death of 
CD4+lymphocytes in the rat model of immunization with gp120 glycoprotein of HIV-1. It was found that 
the death of CD4+lymphocytes from rats immunized with gp120 is the result of the combined action of 
antibodies to CD4 and rheumatoid factor.

Keywords: gp120, human immunodefi ciency virus, rheumatoid factor.
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Цель исследования – повышение эффективности комплексного лечения больных про-
стым герпесом губ путем обоснованного местного применения новой фармацевтической 
композиции. Основой новой фармацевтической композиции являлся кремнийсодержа-
щий глицерогидрогель «Силативит». В качестве активной лекарственной добавки был ис-
пользован триазавирин. Клинико-лабораторное исследование показало наличие противо-
вирусных и иммунотропных свойств новой фармацевтической композиции.

Ключевые слова: триазавирин, кремнийсодержащий глицерогидрогель «Силативит», 
простой герпес губ.

Простой герпес губ относится к  наибо-
лее частым проявлениям герпетической ин-
фекции  [1, 2]. Его обострение сопровождает-
ся выраженными нарушениями иммунитета. 
По  этой причине оценка иммунного статуса 
является диагностическим критерием состоя-
ния пациентов, а  иммунокоррекция  – важ-
ным звеном комплексного лечения, которое 
позволяет подавить персистенцию вирусов 
и поддерживать длительную ремиссию [1, 3, 4]. 
По этой причине повышение эффективности 
местного лечения с использованием препара-
тов, сочетающих противовирусное и  имму-
номодулирующее действие, является залогом 
успеха комплексной терапии пациентов с про-
стым герпесом губ [3, 4].

Несмотря на  наличие широкого спектра 
средств местного лечения герпетической ин-
фекции, все они обладают рядом недостатков, 
к  которым относятся невысокая биодоступ-
ность, ограниченность применения фазой 
развития патологических элементов, неудоб-
ная схема использования, длительность на-

ступления лечебного действия, развитие ре-
зистентности вирусов, наличие побочных 
эффектов  [3, 4]. Таким образом, поиск новых 
средств и  методов местного лечения пациен-
тов с простым герпесом губ остается актуаль-
ной общемедицинской проблемой.

Цель исследования  – повышение эффек-
тивности комплексного лечения больных про-
стым герпесом губ путем обоснованного мест-
ного применения новой фармакологической 
композиции.

Методы исследования. Нами предложен 
состав новой фармацевтической компози-
ции [5], содержащей противовирусный препа-
рат семейства азолоазинов триазавирин (1%) 
и  в  качестве основы  – кремнийсодержащий 
глицерогидрогель «Силативит» Si(C3H7O3)4·
6C3H8O3·24H2O, проявляющий выраженное 
ранозаживляющее и  эпителизирующее дей-
ствие, а также высокую трансмукозную и про-
тивоотечную активность.

Для изучения клинической эффективности 
комплексного лечения больных простым герпе-
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сом губ с использованием новой фармацевти-
ческой композиции проведено одноцентровое 
рандомизированное клинико-лабораторное от-
крытое контролируемое исследование на  базе 
Стоматологической поликлиники Уральского 
государственного медицинского университета 
(УГМУ). В исследование включено 147 пациен-
тов с диагнозом «Простой герпес губ» (В00.11) 
по  МКБ-10. Для клинического исследования 
эффективности применения новой фармако-
логической композиции в  комплексном лече-
нии пациентов с  простым герпесом губ были 
сформированы 2 группы: исследуемая группа 
и  группа сравнения, при этом всем пациен-
там было проведено комплексное клинико-
лабораторное обследование. Методы обсле-
дования пациентов включали: клинические 
(опрос, осмотр, индексная оценка стоматоло-
гического статуса); социологические (оценка 
уровня боли с помощью визуально-аналоговой 
шкалы боли (ВАШ), оценка качества жизни 
(КЖ) с  помощью специализированного вали-
дированного опросника (OHIP-49 RU); рент-
генологические и  функциональные методы 
обследования (ОПТГ или КЛКТ, ЛДФ); лабо-
раторные методы (исследование мазка эпите-
лия слизистой оболочки рта методом реакции 
иммунофлуоресценции, исследование свойств 
ротовой жидкости (РЖ) (Отдел общей пато-
логии Центральной научно-исследовательской 
лаборатории УГМУ), гематологический и био-
химический анализ).

Всем пациентам было назначено идентич-
ное комплексное лечение простого герпеса 
губ по  общепринятой схеме в  соответствии 
с Клиническими рекомендациями Российского 
общества дерматовенерологов [1]. Пациентам 
исследуемой группы и группы сравнения было 
назначено различное местное лечение: в иссле-
дуемой группе – аппликации новой фармацев-
тической композиции на основе глицерогидро-
геля «Силативит» с  триазавирином; в  группе 
сравнения – традиционный местный противо-
вирусный препарат – мазь ацикловир 5%.

Осмотр пациентов проводился на  3, 5, 7 
и  14 сутки. Динамическое наблюдение осу-
ществлялось также через 12 и 24 месяца.

Основные результаты. Результаты клини-
ческого наблюдения за  больными показали, 
что средние сроки эпителизации патологиче-
ских элементов в  исследуемой группе соста-
вили ~5 суток; в  группе сравнения ~7 суток. 
По  данным ВАШ на  5 сутки комплексного 

лечения снижение показателя уровня боли 
в исследуемой группе было в 1,5 раза больше 
(полное купирование болевого синдрома), 
чем в группе сравнения. Интегральный пока-
затель КЖ в исследуемой группе был наиболее 
значимым на  5 сутки комплексного лечения 
(в 1,33 раза выше, чем в группе сравнения).

Динамика общих и иммунологических по-
казателей РЖ, а  также гематологических по-
казателей свидетельствует о  быстрой нор-
мализации их в  исследуемой группе. Среди 
общих показателей РЖ пациентов наиболее 
информативными для оценки эффективности 
проведенного комплексного лечения являлось 
изменение общего белка и количества лейко-
цитов. После окончания периода наблюдения 
в  исследуемой группе отмечалось снижение 
уровня общего белка РЖ на 42% против 31% 
в  группе сравнения; количества лейкоци-
тов – в 4,68 раз в исследуемой группе против 
3,85 раза в группе сравнения.

При оценке иммунологических показате-
лей РЖ пациентов на 14 сутки комплексного 
лечения установлены наибольшие изменения 
в  уровне лактоферрина (ЛФ). На  14 сутки 
комплексного лечения снижение уровня ЛФ 
в исследуемой группе составило 8310,2±2068,5 
(p≤0,05) против 6934,7±1529,3 нг/мл (p≤0,05) 
в  группе сравнения. Изменение содержания 
SIgA в РЖ пациентов исследуемой группы со-
ставило 117,9±25,6 (p≤0,05) против 114,4±30,0 
(p≤0,05) мг/мл в группе сравнения.

Анализ общих и  иммунологических по-
казателей РЖ свидетельствует об  улучшении 
динамики в исследуемой группе, которая, ско-
рее всего, достигается за  счет выраженного 
противовирусного и  иммуномодулирующего 
действия новой фармацевтической компози-
ции на основе глицерогидрогеля «Силативит» 
с триазавирином.

Вместе с этим анализ показателей РЖ паци-
ентов с  простым герпесом губ выявил отсут-
ствие значительных изменений в  содержании 
интерферона-α (ИФ-а). Так, по окончании пери-
ода наблюдения изменение уровня ИФ-α в ис-
следуемой группе составило 2,50±0,02  пг/ мл, 
p≤0,05, в группе сравнения – 1,80±0,02 пг/мл, 
p≤0,05, что согласуется с литературными дан-
ными о  выраженных иммуносупрессивных 
свойствах герпес-вирусов.

Таким образом, анализ данных клинических, 
лабораторных и социологических методов до-
казал наибольшую эффективность результатов 
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комплексного лечения пациентов с  простым 
герпесом губ в исследуемой группе.
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GLYCEROHYDROGEL “SILATIVIT” WITH TRIAZAVIRIN
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Th e purpose of research was improving of the complex treatment of patients with Herpes simplex of 
lips by local application of the new pharmaceutical composition. Th e basis of the new pharmaceutical 
composition was the silicone-сontaining glycerohydrogel “Silativit”. Th e Triazavirin was used as active 
drug additives. Clinical and laboratory studies showed antiviral and immunotropic properties of the new 
pharmaceutical composition.

Keywords: Triazavirin, silicone-сontaining glycerohydrogel “Silativit”, Herpes simplex of lips.

Актуальность и  цель работы. Пентаци-
клический тритерпеноид бетулин (бетулинол, 
луп-20(29)-ен-3β,28-диол) является основным 
(до 40%) компонентом бересты березы разных 
видов и может быть легко выделен в неогра-

ниченных количествах из  отходов деревоо-
брабатывающего производства. Разнообраз-
ная биологическая активность бетулина (в т. ч. 
противоопухолевая, противовирусная, имму-
номодулирующая, противовоспалительная, 

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ПОЛУСИНТЕТИЧЕСКИХ 

ПРОИЗВОДНЫХ БЕТУЛИНА

 Галайко Н. В.,  Толмачева И. А.,  Гришко В. В.

Институт технической химии УрО РАН, Пермь, Россия

Исследования связаны с  разработкой методов трансформации С2 оксимирован-
ных циклических и  2,3-секопроизводных бетулина  – перспективных структурных плат-
форм для разработки новых химиотерапевтических агентов. Среди синтезированных 
N, O-содержащих линейных, циклических и гетероциклических тритерпеновых произво-
дных выявлены соединения с высоким уровнем противовирусного (ВИЧ-1, вирусы гриппа 
А и везикулярного стоматита) и цитотоксического действия.

Ключевые слова: бетулин, 2,3-секотритерпеноиды, противовирусная активность, цито-
токсическая активность.
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бактерицидная, гепатопротекторная и  т. д.) 
на  фоне отсутствия каких-либо токсических 
эффектов обусловливает постоянный инте-
рес исследователей к  данному соединению, 
как к одному из наиболее перспективных ис-
точников новых фармакологически активных 
агентов. Многочисленные исследования, по-
священные химическим превращениям бету-
лина и его производных, как правило, связаны 
с функционализацией тритерпеновой молеку-
лы. Значительно реже публикуются работы 
о перестроении углеродного остова тритерпе-
ноидов, например, сужении, расширении или 
фрагментации кольца А. При этом практиче-
ски не рассматриваются вопросы дальнейшей 
модификации полученных продуктов.

Материалы и  методы. Наши исследова-
ния связаны с  разработкой методов синте-
за и  трансформацией А-секотритерпеновых 
производных бетулина и оценкой перспектив-
ности продуктов синтеза в качестве химиоте-
рапевтических агентов.

Известные полусинтетические произво-
дные бетулина  – метиловый эфир бетуло-
новой кислоты и  аллобетулон  – активно ис-
пользуются при получении широкого спектра 
N, O-содержащих тритерпеноидов с цикличе-
ской, гетероциклической или фрагментиро-
ванной структурой.

В процессе синтеза новых биологически 
активных соединений в  качестве ключевых 
нами использованы два типа интермедиатов: 
С2 оксимированные циклические тритерпе-
ноиды и  2,3-секоальдегидонитрилы лупано-
вого и 18αН-олеананового типов, полученные 
из  метилового эфира бетулоновой кислоты 
и  аллобетулона соответственно [1]. Основ-
ное внимание при этом уделено превраще-
ниям биологически активных 1-циано-2,3-
секотритерпеноидов, наличие в  структуре 
которых реакционно-активных нитрильной 
и  альдегидной групп открывает новые воз-
можности для разноплановой химической 
модификации и, как следствие, повышает ве-
роятность образования перспективных для 
медицинских целей соединений.

Результаты. Учитывая основные тенденции 
современных исследований в области направ-
ленного синтеза тритерпеновых производных 
с противовирусной и противоопухолевой (ци-
тотоксической) активностью, нами получен 
широкий спектр N, O-содержащих линейных 
(функционализированные гидразоны, ги-

дразиды, альдоксимы, динитрилы, енамины, 
продукты цианэтилирования, амидоксимы), 
циклических (еннитрилы и енаминонитрилы) 
и  гетероциклических (замещенные 1,3,4-ок-
содиазолины, 5-метилизоксазолы, 2-метилок-
сазолы, 1,2,3-триазолы) производных. В  ре-
зультате биологических исследований среди 
продуктов синтеза отобраны соединения с ци-
тотоксической, иммунотропной и противови-
русной активностью.

Так, при тестировании противовирусного 
действия in vitro оксимированных предше-
ственников, 2,3-секопроизводных и  А-пента-
циклических продуктов синтеза в отношении 
оболочечных вирусов гриппа А и ВИЧ-1 в ка-
честве наиболее перспективных соединений 
отобраны лупановые производные – кетоксим 
и 2,3-секоальдоксим, сочетающие противови-
русную активность в отношении ВИЧ-1 и ви-
руса гриппа А (EC50 0.06 мкМ и 12.9–18.2 соот-
ветственно) [2].

Испытание ингибирующих свойств функ-
ционализированных 2,3-секогидразонов в от-
ношении оболочечного вируса везикулярного 
стоматита (ВВС) in vitro позволило выявить 
анти-ВВС активные ацетилгидразоны лупа-
нового и  18αН-олеананового типов [3]. Для 
18αН-олеананового ацетилгидразона, проде-
монстрировавшего также наиболее высокое 
(EC50 0.3 нМ) профилактическое и  вирули-
цидное анти-ВВС действие, противовирусные 
свойства подтверждены на  модели куриных 
эмбрионов. При этом данное соединение не-
токсично и проявляет in vitro / in vivo иммуно-
регуляторные эффекты [4].

Анализ взаимосвязи структура-активность 
18βН-олеананового аналога, а  также продук-
тов функционализации и  гетероциклизации 
лупанового и  18αН-олеананового ацетилги-
дразонов не выявил анти-ВВС значимых сое-
динений, что свидетельствует о ключевой роли 
18αН-олеананового скелета, амидного протона 
и фармакофорного заместителя в проявлении 
анти-ВВС свойств ацетилгидразоном.

Несмотря на  проявленную высокую 
(EC50 0.3-0.6 мкМ) анти-ВВС активность, лу-
пановые 1,3,4-оксадиазолины оказались до-
вольно токсичными и  имели низкий индекс 
селективности (TI 3-5). Более детальное иссле-
дование цитотоксических свойств оксадиазо-
линов в отношении клеток рака легкого А-549, 
меланомы МS и рабдомиосаркомы RD подтвер-
дило их токсический эффект и выявило в каче-
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стве наиболее активного (IC50 5.8–18.6 мкМ) 
соединения 2,3-секолупановый (R)-изомер, 
для которого с  помощью метода проточной 
цитометрии подтвержден проапоптозный ме-
ханизм цитотоксического действия [5].

Расширенный скрининг цитотоксической 
активности продуктов синтеза показал, что 
большая часть соединений, включая про-
дукты цианэтилирования, оксимирования, 
фрагментации и внутримолекулярной цикли-
зации, оказывает слабый или умеренный эф-
фект (≥IC50 40 мкМ) в отношении тестируемых 
опухолевых клеток. В то же время полученные 
на основе С2 оксимированных интермедиатов 
конденсированные тритерпеновые азолы, как 
и  описанный выше замещенный 2,3-секолу-
пановый оксадиазолин, продемонстрировали 
выраженную токсичность в  отношении кле-
ток меланомы. Наиболее высокий уровень 
цитотоксической активности в  отношении 
испытанных линий опухолевых клеток заре-
гистрирован для лупанового 1,2,3-триазола 
(IC50 5.6-16.8 мкМ).

Таким образом, нами экспериментально 
обоснована высокая перспективность 2,3-се-
котритерпеноидов и С2 оксимированных ци-
клических тритерпеноидов, синтезированных 

на основе доступного пентациклического три-
терпеноида бетулина, в качестве структурных 
платформ для разработки новых противоопу-
холевых и  противовирусных агентов. Среди 
продуктов синтеза выявлены соединения, вы-
соко активные в  отношении ВИЧ-1, вирусов 
гриппа А и везикулярного стоматита. Синте-
зированы гетероциклические тритерпеновые 
производные с  высоким уровнем цитотокси-
ческого действия.

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта РФФИ № 13-03-00629.
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF SEMISYNTHETIC 
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Th e research relates to the development of methods for transformation of C2-oximized cyclic deriva-
tives and 2,3-secoderivatives of betulin as of promising structural platforms to develop new chemothera-
peutic agents. Among the synthesized N, O-containing linear, cyclic, and heterocyclic compounds triter-
pene derivatives, compounds featured by high level of antiviral (HIV-1, infl uenza A virus and vesicular 
stomatitis virus) and by cytotoxic action were identifi ed.
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В настоящее время в связи с распространен-
ностью инфекционных заболеваний и  рези-
стентностью микроорганизмов к антибиоти кам 
поиск соединений, обладающих противоми-
кробным действием, является актуальным. 
Известно, что присутствие в  элементарном 
звене полимеров гуанидиновой группы при-
дает им высокую биоцидную активность [1], 
что позволяет широко использовать такие по-
лимеры в  качестве антибактериальных пре-
паратов [2, 3]. Обычно мы изучаем бактерии, 
культивируя их в разбавленных средах. Однако 
природные популяции бактерий существуют 
в основном в виде закрепленных на субстра-
тах биопленок. Микроорганизмы образуют 
биопленки на любых биотических и абиотиче-
ских поверхностях, что создает большие про-
блемы в медицинской практике и в различных 
областях хозяйственной деятельности. Поэто-
му изучение действия антимикробных соеди-
нений на бактериальные биопленки является 
актуальным.

В настоящей работе приведены результаты 
исследования влияния сополимеров 2,2-диа-
ллил-1,1,3,3-тетраэтилгуанидиний хлорида 
(АГХ) с винилацетатом и их нанокомпозитов 
на формирование биопленок S. еpidermidis 33 
и на уже разработанные в течение 24 ч биоплен-
ки. 2,2-Диаллил-1,1,3,3-тетраэтилгуанидиний 
хлорид (АГХ) получали по методике [4]. Ви-
нилацетат (ВА) фирмы “Lancaster” Винила-
цетат фирмы “Lancaster” перегоняли в вакуу-

ме, использовали фракцию с  температурой 
кипения 72ºС, n20

D = 1.3951.
Сополимеризацию АГХ с  ВА проводили 

в массе и растворе органических растворите-
лей в присутствии ДАК. Сополимеры очища-
ли двукратным переосаждением из  раствора 
в метаноле в диэтиловый эфир и сушили в ва-
кууме при 40-50ºС до постоянной массы. Со-
став сополимеров рассчитывали по результа-
там элементного анализа.

Синтез нанокомпозитов серебра и сополи-
мера АГХ с ВА получали по методике [5]. Ком-
позит выделяли осаждением или диализом 
и сушили в вакуумном шкафу.

Спектры ЯМР 13С регистрировали на спек-
трометре “Varian Mercury”. Спектры погло-
щения регистрировали на  спектрофотометре 
СФ  2000. Содержание Ag в  водных растворах 
определяли на  атомно-абсорбционном спек-
трометре iCE 3500 («Th ermo Fisher Scientifi c», 
США). Микрофотографии получали на  атом-
но-силовом микроскопе Solver PRO-M.

Определение противомикробной активно-
сти проводили методом двукратных серийных 
разведений на музейных тест-культурах. Учет 
результатов проводили по  наличию и  харак-
теру роста культур на питательной среде.

Опыты по изучению влияния сополимеров 
и нанокомпозитов на формирование биоплен-
ки S. epidermidis 33 проведены в полистироло-
вых 96-луночных планшетах для иммунофер-
ментного анализа. В  лунки вносили по  50  μl 

НОВЫЕ ГУАНИДИН-СОДЕРЖАЩИЕ 

НАНОКОМПОЗИТЫ СЕРЕБРА: ВЛИЯНИЕ 

НА БИОПЛЕНКИ S. ЕPIDERMIDISS. ЕPIDERMIDIS 3333

 Горбунова М. Н.1,  Лемкина Л. М.2,  Кисельков Д. М.1

1ФГБУН Институт технической химии УрО РАН; 2ФГБУН Институт экологии 
и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Разработаны новые водорастворимые нанокомпозиты на основе серебра и сополиме-
ров 2,2-диаллил-1,1,3,3-тетраэтилгуанидиний хлорида с  винилацетатом. В  статье пред-
ставлены результаты исследования антибактериального действия новых нанокомпозитов 
на биопленки S. еpidermidis 33. Нанокомпозиты сильно ингибируют формирование био-
пленок S. еpidermidis 33. Использование новых нанокомпозитов приводит к значительному 
сокращению жизнеспособности клеток S. еpidermidis 33 в биопленках.

Ключевые слова: гуанидин, сополимеры, нанокомпозиты, биоциды, биопленки.
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каждого разведения сополимера (или на-
нокомпозита) и  50 μl клеточной суспензии 
S. epidermidis 33. В контрольные лунки вноси-
ли 50 μl LB. Планшеты инкубировали в  тер-
мостате при 37° в течение 24 часов. По окон-
чании культивирования из  лунок удаляли 
планктонную культуру и трижды промывали 
их 200 μl 10 mM фосфатного буфера (pH=7,2). 
Планшеты подсушивали в  термостате, после 
чего в каждую лунку вносили по 50 μl 0,1% во-
дного раствора генцианвиолета и окрашивали 
в течение 20 минут. Затем краситель удаляли, 
лунки однократно промывали 200 μl фосфат-
ного буфера и высушивали. Экстракцию свя-
завшегося генцианвиолета проводили 96% 
этанолом путем измерения оптической плот-
ности при 570 нм на микропланшетном риде-
ре Benchmark Plus (Bio Rad Laboratories, USA).

Для изучения влияния сополимеров и  на-
нокомпозитов на уже образованные биоплен-
ки S. epidermidis 33, последние выращивали 
в  планшетах для иммуноферментного анали-
за в  течение 24 часов, после чего биопленки 
трижды промывали 10 mM фосфатным буфе-
ром (pH=7,2), и далее в каждую лунку вносили 
по 100 μl раствора сополимера или нанокомпо-
зита в  LB. Планшеты инкубировали в  термо-
стате при 37° в течение суток. Затем жидкость 
из  лунок убирали, биопленки промывали 
фосфатным буфером, подсушивали и  окра-
шивали генцианвиолетом в течение 20 минут, 
после чего краситель удаляли, содержимое лу-
нок промывали и  высушивали. Экстракцию 
связавшегося генцианвиолета проводили 96% 
этанолом путем измерения оптической плот-
ности при 570  нм на  микропланшетном ри-
дере. В  контрольные лунки вносили равные 
объемы LB.

Синтез нанокомпозитов серебра с  сополи-
мером АГХ-ВА проводили восстановлением 
нитрата серебра боргидридом натрия в  во-
дном растворе сополимера. Реакция проте-
кает с образованием устойчивых коричневых 
золей, из которых были выделены нанокомпо-
зиты, растворимые в спирте и воде.

Проведенные ранее токсикологические ис-
пытания показали, что все указанные сополи-
меры и нанокомпозиты нетоксичны (ЛД50 при 
введении в желудок >> 1000 мг/кг) и могут ис-
пользоваться в медицинских целях. Результаты 
исследований противомикробной активности 
показали, что нанокомпозиты обладают анти-
бактериальной активностью как в  отноше-

нии грам-позитивных, так и грам-негативных 
микроорганизмов. Установлено, что гибель 
Staphylococcus epidermidis 33 отмечена при 
воздействии концентрации 7,8 мкг/ мл нано-
композита. Нанокомпозиты подавляют рост 
стафилококка и микрококка в интервале кон-
центраций 31,2  мкг/мл. Гибель грамположи-
тельной спорообразующей бактерии Bacillus 
subtilis отмечена при воздействии концентра-
ции 15,6 мкг/мл нанокомпозита. Нанокомпо-
зиты в  концентрации 62,5 мкг/мл также вы-
зывают гибель Escherichia coli, в концентрации 
31,2 мкг/мл – Klebsiella pneumoniaе, в концен-
трации 62,5 мкг/мл – Pseudomonas fl uorescens. 
Причем бактерицидная активность наноком-
позитов выше по  сравнению с  сополимером. 
Такая универсальность противомикробного 
действия нанокомпозитов на основе сополиме-
ров 2,2-диаллил-1,1,3,3-тетраэтилгуанидиний 
хлорида с  винилацетатом делает их перспек-
тивными для разработки новых водораство-
римых антисептиков, в  производстве лекар-
ственных препаратов и биотехнологии.

Результаты исследования влияния сопо-
лимеров и  нанокомпозитов на  образование 
биопленки S.  еpidermidis 33 показали, что 
сополимер АГХ-ВА не  оказывает влияния 
на  процесс формирования биопленки, более 
того введение сополимера в  концентрациях 
до  300  мкг/ мл способствует формированию 
пленок S.  еpidermidis 33. Использование нано-
композита в концентрации 15,6 мкг/мл приво-
дит к значительному снижению биомассы био-
пленки, а при использовании нанокомпозита 
в  концентрации более 250 мкг/мл возможно 
практически полностью предотвратить обра-
зование биопленки.

Изучение влияния сополимеров АГХ-ВА 
и  их нанокомпозитов на  уже образованные 
(в  течение 24 ч) биопленки S. epidermidis 33 
показало, что обработка биопленок сопо-
лимером в  концентрации 62,5 мкг/мл и  на-
нокомпозитом в  концентрации 15,6 мкг/мл 
приводит к  снижению биомассы биопленки 
вдвое. Ведение сополимера и  нанокомпозита 
в  концентрации 250 мкг/мл позволяет почти 
полностью разрушить уже сформированную 
(в течение 24 ч) биопленку.

Таким образом, были получены новые во-
дорастворимые устойчивые нанокомпозиты 
серебра и  сополимеров 2,2-диаллил-1,1,3,3-
тетраэтилгуанидиний хлорида с  винилацета-
том. Установлено, что полученные наноком-
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позиты обладают высокой бактерицидной 
активностью, обладающие способностью пре-
пятствовать формированию биопленки S. еpi-
dermidis 33 и разрушать уже сформированную 
биопленку S. еpidermidis 33.
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NEW GUANIDINE-CONTAINING SILVER NANOCOMPOSITES: 

INFLUENCE ON S.  S. ЕPIDERMIDISЕPIDERMIDIS 33 33 BIOFILMS

Gorbunova M. N.1, Lemkina L. M.2, Kisel’kov D. M.1

1Institute of Technical Chemistry of Ural Branch of Russian Academy of Sciences; 
2Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms of Ural Branch of Russian 

Academy of Sciences, Perm, Russia

New water-soluble nanocomposites based on Ag and copolymers of 2,2-diallyl-1,1,3,3-tetraethyl-
guanidiniumchloride with vinylacetate have been developed. Antibacterial action of new silver nanocom-
posites on S. epidermidis 33 biofi lms is reported in this study. Nanocomposites strongly inhibited biofi lms 
formation of S. epidermidis 33. Th e viability of S. epidermidis 33 cells in biofi lms was considerably reduced 
by new nanocomposites.

Ведущую роль в  формировании диабети-
ческого поражения сосудов и  нервов играет 
вызванная длительной гипергликемией ак-

тивация неферментативного гликозилирова-
ния белков (НГБ) и оксидативный стресс [1]. 
Однако в  клинической практике недостаточ-

КОРРЕКЦИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ 

ПРИ АЛЛОКСАНОВОМ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ 

ПРОИЗВОДНЫМИ 1,3,4-ТИАДИАЗИНА

 Емельянов В. В.1,  Саватеева Е. А.1,  Сидорова Л. П.1,  Цейтлер Т. А.1, 

 Булавинцева Т. С.2,  Гетте И. Ф.2,  Данилова И. Г.2,  Максимова Н. Е.1, 

 Мочульская Н. Н.1,  Чупахин О. Н.1,  Черешнев В. А.2
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В проведенном исследовании впервые показана способность синтетических серосодер-
жащих гетероциклических соединений ряда 1,3,4-тиадиазина частично корригировать ме-
таболические нарушения при развитии аллоксанового СД у крыс. Соединения снижают 
выраженность гипергликемии у крыс, накопление гликозилированных белков в их крови 
и в органах, а также оказывают антиоксидантное действие.

Ключевые слова: сахарный диабет, 1,3,4-тиадиазины, оксидативный стресс, нефермен-
тативное гликозилировние белков.
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но средств, корригирующих эти два патоге-
нетических механизма. В  разработке новых 
лекарственных средств для лечения сахарно-
го диабета (СД) широко применяется моде-
лирование данной патологии в  эксперименте 
на животных. Ранее нами была выявлена спо-
собность гетероциклических соединений ряда 
1,3,4-тиадиазина ингибировать реакцию НГБ 
и  проявлять антиоксидантную активность 
в модельной системе [2]. Целью настоящей ра-
боты стала оценка способности производных 
1,3,4-тиадиазина корригировать метаболиче-
ские нарушений при экспериментальном СД.

Эксперимент был проведен на  45 белых 
беспородных крысах-самцах массой 200–250 г. 
Животные содержались в  условиях лабора-
торного вивария, где поддерживалась посто-
янная температура в пределах 22–25ºС и есте-
ственная смена дня и ночи, имели свободный 
доступ к пище и воде. Все манипуляции с жи-
вотными осуществлялись с соблюдением эти-
ческих принципов и в соответствии с Дирек-
тивой 2010/63/EU Европейского парламента 
и Совета от 22 сентября 2010  года по охране 
животных, используемых в научных целях.

Аллоксановый СД моделировали путем 
трехкратного внутрибрюшинного введения 
аллоксана в суммарной дозе 300 мг/кг массы 
животного [3]. Одновременно с  индукцией 
СД начинали введение одного из представите-
лей класса 5-арил-1,3,4-тиадиазин-2-аминов – 
соединений L-14, L-17, L-31, L-91, Н-32, гидро-
бромидов, в  дозе 40  мг/кг массы животного 
(внутримышечно) с  периодичностью 3 раза 
в неделю в течение 4-х недель. Вещества пред-
варительно растворяли в инъекционной воде. 
По  окончании эксперимента в  плазме крови 
животных определяли концентрации глюкозы 
и  общего белка. Для характеристики актив-
ности НГБ, у  животных определяли концен-
трацию фруктозамина (ФА) плазмы и  глико-
зилированного гемоглобина (HbAlc) крови, 
а также концентрацию ФА в приготовленных 
гомогенатах почки и печени. Состояние окси-
дативного стресса оценивали по  концентра-
ции малонового диальдегида (МДА) плазмы 
и активности каталазы цельной крови. Стати-
стическая обработка результатов эксперимен-
та проводилась с применением программного 
комплекса Biostatistica и MS Excel. Для сравне-
ния двух независимых групп по количествен-
ному признаку использован непараметриче-
ский критерий Манна-Уитни. Различия между 

показателями считались статистически значи-
мыми, если уровень значимости p не  превы-
шал 0,05.

Введение аллоксана приводило к  выра-
женной гипергликемии, накоплению гли-
козилированных белков в  крови и  орга-
нах животных. Так, концентрация глюкозы 
в крови крыс составила 34,6±3,4 ммоль/л, что 
в 6-7 раз превышает норму, а HbAlc 9,1±0,8%, 
что превышает норму в 1,5 раза. Гиперглике-
мия служила триггером оксидативного стрес-
са, накопления МДА и снижения активности 
каталазы крови.

Исследованные синтетические серосо-
держащие гетероциклические соединения 
обладали способностью частично корректи-
ровать метаболические нарушения при раз-
витии аллоксанового СД. Ключевым момен-
том корригирующего действия производных 
1,3,4-тиадиазина был антигипергликемиче-
ский эффект. Выраженность этого эффекта 
для производных 1,3,4-тиадиазина в экспери-
менте убывала в ряду L-31 > L-91 > L-17 > H-32 
> L-14, концентрация глюкозы крови при вве-
дении данных соединений составила 10,3±0,9, 
13,7±1,9, 23,7±2,2, 25,2±5,2, 29,3±3,0  ммоль/л, 
соответственно (p<0,05). Концентрация HbA1c 
также статистически значимо снижалась и со-
ставила от 5,3±0,3 до 7,5±0,7% (p<0,05).

Показательно, что соединения L-31 и L-91, 
наиболее активно снижавшие гиперглике-
мию, также увеличивали активность ката-
лазы (до  1025±87 и  1222±70, соответственно, 
против 156±11 мккатал/г гемоглобина в  кон-
троле), в  то  время как другие производные 
1,3,4-тиадиазина этой способностью не  об-
ладали. Это может быть результатом предот-
вращения инактивации каталазы в результате 
неферментативного гликозилирования при 
коррекции гипергликемии данными соеди-
нениями [1, 4]. Статистически значимое сни-
жение концентрации МДА плазмы было до-
стигнуто при применении соединений L-91 
(303 ±43 мкмоль/л) и L-17 (106±27 мкмоль/л) 
по  сравнению с  441±19 мкмоль/л в  контроле 
(p<0,05).

Производные 1,3,4-тиадиазина L-17, L-91, 
H-32, L-14 вызывали снижение концентрации 
ФА в гомогенатах почки (от 15,6±2,2 до 23,9±2,0 
против 45,2±3,8 мкмоль/г белка в  контро-
ле, p<0,05) и  печени (от  5,1±0,9 до  9,5±2,5 
против 20,9±8,0 мкмоль/г белка в  контроле, 
p<0,05). Соединение L-31 отличалось от  дру-



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 489

гих 1,3,4-тиадиазинов тем, что не снижало на-
копления ФА в почках.

Выявленную способность исследованных 
соединений ослаблять метаболические на-
рушения при аллоксановом СД мы связываем 
со  способностью 1,3,4-тиадиазинов транс-
формироваться в  тиольные производные [5]. 
Тиолы, в свою очередь, могут выступать в роли 
блокаторов НГБ и антиоксидантов в крови и ор-
ганах животных, а  также защищать β-клетки 
островков Лангерганса от  гибели в  условиях 
индуцированного аллоксаном оксидативного 
стресса [1, 3]. Таким образом, в проведенном 
исследовании впервые показана способность 
синтетических серосодержащих гетероцикли-
ческих соединений ряда 1,3,4-тиадиазина кор-
ригировать метаболические нарушения при 
развитии аллоксанового СД у крыс.
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CORRECTION OF METHABOLIC DISORDERS 

IN ALLOXAN DIABETES MELLITUS 
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Th e conducted study demonstrates for the fi rst time the ability of synthetic sulfur-containing hetero-
cyclic compounds of 1,3,4-thiadiazine class to partly correct metabolic disorders during development of 
alloxan diabetes mellitus in rats. Th e compounds reduce the severity of hyperglycemia, accumulation of 
glycosylated proteins in blood and organs, and have an antioxidant eff ect.
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Условно патогенный микроорганизм Pseu-
domonas aeruginosa является одним из распро-
страненных возбудителей нозокомиальных 
инфекций. Особенность данного патогена 
заключается в  том, что практически все его 
штаммы высоко резистентны к  большинству 
применяемых в  клинике антибиотиков и  хи-
миотерапевтических средств [3], что обуслав-
ливает актуальность исследований по  разра-
ботке препаратов для иммунопрофилактики 
и  иммунотерапии заболеваний, вызываемых 
синегнойной палочкой.

Полученная ранее рекомбинантная фор-
ма высокоиммуногенного порообразующего 
белка F наружной мембраны (OprF) защи-
щала мышей от  заражения нетоксигенным 
штаммом P. aeruginosa [1]. Так  же, был полу-
чен и исследован рекомбинантный анатоксин 
(нетоксичный вариант экзотоксина А без 106 
С-концевых аминокислотных остатков), спо-
собный защищать мышей от экзотоксина А – 
одного из  основных факторов поражения P. 
aeruginosa [2].

Цель настоящих исследований заключалась 
в разработке препарата способного вызывать 
иммунные реакции против поверхностных ан-
тигенов клетки возбудителя и способствовать 
нейтрализации экзотоксина А. Для достиже-
ния поставленной цели решено использовать 

простую комбинацию отдельных белков либо 
получить гибридный (слитый) белок.

Материалы и методы. С целью получения 
конструкций для экспрессии генов слитых 
белков использована плазмида (рET28-аTох), 
предназначенная для синтеза рекомбинант-
ного анатоксина [2], в которую встроили по-
следовательность гена oprF. Ген oprF был ам-
плифицирован c помощью ПЦР. Матрицей 
являлась плазмидная конструкция для синтеза 
рекомбинантного белка OprF (pQE30-oprF) [1]. 
ПЦР проводили в двух вариантах. При ампли-
фикации первого варианта праймеры имели 
на 5’-концах дополнительный сайт рестрикции 
Xho I, а при втором – использовали праймеры 
с сайтами рестрикции Hind III. В первом вари-
анте, амплификат встроили в плазмиду рET28-
аTох по  сайту Xho I, а  во  втором  – по  сайту 
рестрикции Hind III. Для трансформации ис-
пользовали клетки E. coli штамма BL21 (DE3). 
Секвенирование проводили в  приборе ABI 
Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems).

Синтез рекомбинантных белков индуци-
ровали с  помощью ИПТГ. Очистку рекомби-
нантных продуктов осуществляли методом 
аффинной хроматографии с  использованием 
Ni-сефарозы (Amercham) в 8 М буферном рас-
творе мочевины. Препараты рекомбинантных 

ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО ГИБРИДНОГО 

БЕЛКА OPRF-ATOX PSEUDOMONAS AERUGINOSAPSEUDOMONAS AERUGINOSA 

И ИССЛЕДОВАНИЕ ЕГО ПРОТЕКТИВНЫХ СВОЙСТВ

 Калошин А. А.,  Солдатенкова А. В.,  Леонова Е. И., 

 Михайлова Н. А.

ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И. И. Мечникова, Москва, Россия

Получен рекомбинантный гибридный (слитый) белок ОprF-аТох, который содержал 
последовательности белка F наружной мембраны (OprF) и дефектной формы экзотокси-
на А Pseudomonas aeruginosa. Выявлено, что полученный белок ОprF-аТох защищал мышей 
от экспериментальной инфекции, вызываемой введением штамма РА-103 P. aeruginosa. При 
двукратной иммунизации гибридный белок оказался более эффективным по сравнению 
с  рекомбинантными белками ОprF и  анатоксином вводимыми по  отдельности и  в  виде 
комплекса. Это открывает перспективу использования гибридного белка ОprF-аТох для 
создания антисинегнойной вакцины.

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, белок F наружной мембраны (OprF), экзо-
токсин А, анатоксин, рекомбинантный белок, иммунизация.
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белков растворяли в  физиологическом рас-
творе в результате диализа. Определение кон-
центрации белков проводили в спектрофото-
метре Genesys 6 (Th ermoscientifi c) при длине 
волны 280 нм. При анализе белковых продук-
тов использовали прибор для капиллярного 
электрофореза QIAxel Advanced (QIAGEN). 
В иммуноблоттинге использовали сыворотки 
крови кроликов, иммунизированных реком-
бинантным белком OprF [1] и  рекомбинант-
ным анатоксином [2].

Для иммунизации рекомбинантные белки 
сорбировали на гидроксиде алюминия. Пре-
параты вводили внутрибрюшинно в  объеме 
0,5 мл мышам массой 16-18 г. При индукции 
экспериментальной инфекции животных за-
ражали внутрибрюшинно в  объеме 0,5 мл 
живой вирулентной культурой P. aeruginosa 
штамма РА-103, после чего в  течение семи 
дней, проводили учет погибших и выживших 
животных.

Основные результаты. В  качестве основы 
для создания конструкций для синтеза ги-
бридных белков была использована плазмида 
рET28-аTох, несущая ген анатоксина который 
был встроен по  сайтам рестрикции Hind III 
и Xho I [2]. В одном варианте, ген oprF встраи-
вался со  стороны 3’-конца гена анатоксина, 
то  есть по  сайту рестрикции Xho I. Во  вто-
ром варианте ген oprF встраивался со сторо-
ны 5’-конца гена анатоксина, то есть по сайту 
рестрикции Hind III. В  результате получены 
гены, кодирующие два гибридных варианта: 
аТох-ОprF и ОprF-аТох.

При экспрессии конструкции рET28-oprF-
аTох (второй вариант) в  клетках Е. coli на-
блюдался синтез рекомбинантного продукта 
с  молекулярной массой около 100 кДа, что 
совпадало с  расчетной (105 кДа). В  случае 
первого варианта синтез рекомбинантного 
продукта был незначителен. Очищенный ре-
комбинантный белок OprF-aTox в  иммуно-
блоттинге специфично реагировал с сыворот-
ками иммунными к  рекомбинантным OprF 
и анатоксину.

Гибридный белок ОprF-аТох, а  также ком-
плекс белков OprF и анатоксина были изучены 
по способности защищать мышей от инфекции 
высокотоксигенным штаммом P.  aeruginosa. 

Исследование проводилось в сравнении с от-
дельным введением OprF и анатоксина. Ранее 
были установлены оптимальные дозы введе-
ния на одну мышь для OprF – 25 мкг [1] и для 
анатоксина – 50 мкг [2]. При подготовке ком-
плексного препарата смешивали белки OprF 
и анатоксин в соотношении 1:2, то есть в пре-
парате для одной иммунизации присутствова-
ло 25 мкг OprF и 50 мкг анатоксина. При введе-
нии гибридного белка ОprF-аТох использовали 
дозы 25, 50 и  100 мкг. Контрольная группа 
включала животных той же партии, которым 
вводили физиологический раствор. Через две 
недели после курса иммунизаций мышам вво-
дили 12,5; 50 и  200 млн. микробных клеток 
(млн. м. к.) P. aeruginosa. Животным контроль-
ной группы вводили 6,25; 25 и  100  млн.  м. к. 
ЛД50 для контрольной группы мышей соответ-
ствовала 33 млн. м. к.; для животных иммуни-
зированных OprF  – 61,6  млн.  м. к., анатокси-
ном – 72,4 млн. м. к. Соответственно индексы 
эффективности протективных свойств (от-
ношение ЛД50 для иммунизированных мышей 
к ЛД50 в контрольной группе) OprF и анаток-
сина составили 1,9 и  2,2. При иммунизации 
комплексным препаратом выявлено увеличе-
ние защитных свойств. ЛД50 для данной груп-
пы животных составила 114,9 млн. м. к., а ин-
декс эффективности соответствовал 3,5. Для 
гибридного белка ОprF-аТох установлены сле-
дующие значения ЛД50: 62,7 млн. м. к. – для им-
мунизирующей дозы 25 мкг; 155,1  млн.  м. к. – 
для дозы 50  мкг и  102,3 млн. м. к. – для дозы 
100 мкг. Индекс эффективности оптимальной 
дозы (50 мкг) составил 4,7.

Полученные данные позволяют рассматри-
вать гибридный рекомбинантный белок ОprF-
аТох в  качестве компонента вакцины, пред-
назначенной для профилактики синегнойной 
инфекции.
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OBTAINING THE RECOMBINANT FUSION PROTEIN 

OPRF-ATOX PSEUDOMONAS AERUGINOSAPSEUDOMONAS AERUGINOSA AND ASSESSMENT 

OF ITS PROTECTIVE PROPERTIES

Kaloshin A. A., Soldatenkova A. V., Leonova E. I., Mihailova N. A.

The Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russia

Th e recombinant fusion protein OprF-aTox, which contains the amino acid residues of the outer 
membrane protein F (OprF) and the truncated form of exotoxin A Pseudomonas aeruginosa, has been 
obtained. It was revealed that the obtained protein ОprF-аТох protected the mice from experimental 
infection induced by strain PA103 of P. aeruginosa. Th e fusion protein OprF-aTox aft er two immuniza-
tions was more eff ective in comparison with recombinant proteins OprF and toxoid that were injected 
alone or in the complex. Th is opens up the prospect of using the fusion protein OprF-aTox for creating 
Pseudomonas vaccine.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, outer membrane protein F (OprF), exotoxin A, toxoid, 
recombinant protein, immunization.

Аномальное взаимодействие Т-, В-лимфо-
цитов и  антигенпрезентирующих клеток, за-
пускающее каскад аутоиммунных реакций при 
ревматоидном артрите (РА) послужило научным 
основанием для применения при РА иммуно-
тропных субстанций: антицитокиновых препа-
ратов, моноклональных антител к мембранным 
молекулам межклеточного взаимодействия, 
большинство из  которых производится мето-
дами генной инженерии. Количество генно-
инженерных биологических препаратов (ГИБП) 
при РА неуклонно возрастает во многом из-за 
недостаточной эффективности традиционной 
базисной терапии. В то же время, терапия ГИБП 
не лишена серьезных побочных эффектов, сре-

ди которых инфекционные осложнения, тубер-
кулез, онкозаболевания, другие аутоиммунные 
процессы. Алгоритм применения ГИБП при РА: 
длительность применения, интервалы между 
курсами, замена одного препарата на другой при 
неэффективности лечения требует дальнейшей 
разработки. Важным источником информации, 
позволяющим оптимизировать эффект ГИБП 
в  условиях реальной клинической практики, 
являются т. н. регистры  – базы данных, содер-
жащие сведения о больных РА, принимающих 
ГИБП. Московский Единый Регистр Артритов 
(МЕРА) с 2012 года собирает данные о больных 
РА, получающих лечение ГИБП на амбулатор-
ном этапе.

ГЕННОИНЖЕНЕРНЫЕ ИММУНОТРОПНЫЕ 

БИОПРЕПАРАТЫ У БОЛЬНЫХ РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ 

В УСЛОВИЯХ РЕАЛЬНОЙ КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКИ

 Жиляев Е. В.1,2,  Кольцова Е. Н.1,2

1Европейский медицинский центр; 2Российская медицинская академия 
постдипломного образования, Москва, Россия

Эффективность и  длительность применения иммунотропных генноинженерных био-
препаратов исследовалась в рамках Московского единого регистра артритов (МЕРА). Вы-
явлено, что база данных регистра позволяет своевременно оптимизировать базисную тера-
пию РА и проводить замену недостаточно эффективных иммуномодуляторов. Наибольшая 
длительность терапии отмечалась у пациентов, принимавших ингибитор Т-клеточной ко-
стимуляци абатацепт.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, генноинженерные биопрепараты.
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Целью работы стала общая оценка эффек-
тивности ГИБП при РА в  рамках регистра 
МЕРА и  оценка длительности применения 
различных видов ГИБП

Материалы и  методы: В  рамках настоящей 
работы проанализированы данные о  больных 
РА, входящих в  «МЕРА». Учитывали демо-
графические показатели, данные о  течении РА 
(дебют, дата установления диагноза, характер 
начала заболевания, симптомы РА: повышение 
температуры, потеря массы тела, слабость, боль, 
припухлость суставов, связь РА с инфекциями 
различной локализации и другими факторами).. 
Оценка велась по количеству эпизодов примене-
ния ГИБП, а так же данным, собранным из анам-
неза больных и  медицинской документации. 
Было проанализировано 394 эпизода примене-
ния ГИБП. Использовались следующие группы 
препаратов: ингибиторы ФНО-α (адалимумаб, 
инфликсимаб, этанерцепт, цертолизумаб пэгол), 
моноклональные антитела, к  В-клеточному ре-
цептору СD-20 (ритуксимаб), блокатор кости-
муляции Т-лимфоцитов (абатацепт), блокаторы 
интерлейкна-6 (тоцилизумаб). Средний возраст 
пациентов во всех группах был 51-57 лет, сред-
ний возраст дебюта РА – 37-40 лет. В 320 случаях 
у больных выявлялся ревматоидный фактор.

Результаты и  обсуждение. Анализ измене-
ния степени активности РА по данным индекса 
DAS28 показывает положительную динамику. 
Так, к последнему выполненному визиту DAS-
ремиссия была достигнута 40,7% больных, по-
лучавших ГИБП. Значимое клиническое улуч-
шение было отмечено и у лиц, которым лечение 
ГИБП к  моменту включения в  регистр МЕРА 
уже проводилось на  протяжении длительного 
времени в  среднем  – 19,8 месяцев. Возможное 
объяснение этому  – активное использование 
данных регистра для своевременной коррекции 
традиционной базисной терапии (32,7% среди 
лиц, получавших ГИБП) и учащение смены не-

достаточно результативных ГИБП (37,2%).Для 
интегральной оценки длительности, а, следова-
тельно, переносимости и эффективности ГИБП 
в  394 эпизодах был использован статистиче-
ский метод Каплан-Майера. По нашим данным: 
усредненная максимальная длительность при-
менения препарата «Survival time» (ST) соста-
вила 1655.07 при степени достоверности (РI) 
95% и она отмечалась в группе пациентов, по-
лучавших абатацепт, минимальная ST – 563.70 
(РI 95%) в группе больных, принимавших адали-
мумаб. ST других ГИБП: инфликсимаб – 828.08, 
ритуксимаб – 588.64, тоцилизумаб – 909.56, цер-
толизумаб пэгол – 847.42 находились между ука-
занными цифрами. По  данным МЕРА- замена 
ГИБП на второй препарат отмечалась в 43 слу-
чаях, на третий – в 12 случаях, на четвертый – 
в 2 случаях, и на пятый и шестой – по одному 
случаю. Отмечено снижение эффективности 
лечения с  каждым последующим применени-
ем ГИБП. Демографические факторы не имели 
значительного влияния на длительность приме-
нения препаратов

Таким образом, данные, собранные в  ре-
гистре МЕРА позволяют оптимизировать те-
рапию ГИБП у  больных РА, в  том числе тех, 
кто получал генноинженерные препараты уже 
к  моменту включения в  регистр. Абатацепт, 
блокатор костимуляторного сигнала Т-кле-
точной активации, достоверно отличался наи-
большей продолжительностью применения 
в  реальной клинической практике, в  связи 
с эффективностью и наименьшим риском по-
бочных эффектов, что подтверждает данные 
мировой практики [1,2].
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IMMUNOTROPIC BIOLOGICS IN REAL CLINICAL PRACTICE 

CONDITIONS OF RHEUMATOID ARTHRITIS TREATMENT
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Th e effi  cacy and adverse eff ects of immunotropic bilogics in Rheumatoid arthritis (RA) were studied 
in framework of Moscow United Registry of Arthritis (MERA). Th e registry data allowed to optimize 
RA immunotropic treatment regimens. T-cell Th e longest duration of biologics therapy was found in RA 
patients group treated by T-cells costimulation inhibitor Abatacept.
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Локальная химическая стимуляция жи-
вой ткани в  условиях in vitro является одной 
из  наиболее актуальных методологических 
проблем современной биологии. В первую оче-
редь это касается исследований, проводимых 
на  возбудимой ткани в  случае внешнего воз-
действия на клеточную мембрану [1], однако, 
может быть распространено и  на  иные типы 
клеток, например, иммунокомпетентных, при 
экспериментальном вмешательстве в  каскады 
биохимических процессов, связанных с  регу-
ляцией вторичных мессенджеров и внутрикле-
точного кальция. [2]. Биологически активные 
агенты могут быть доставлены к культивируе-
мой клетке-мишени несколькими способами, 
например, вместе с омывающим ее раствором 
или при помощи локального релиза из  сте-
кленной микропипетки, направляемой мани-
пулятором, посредством ионофореза или под 
давлением [3]. Так или иначе, реагент должен 
обладать способностью к пассивному преодо-
лению биомембраны, либо внедряться непо-
средственно в клетку. Но и в этом случае воз-
действию подвергнется вся клетка целиком 
или их группа в  зоне стимуляции. Дозиро-
ванное воздействие веществ затруднено или 
исключено. Одним из способов решения опи-

санной проблемы является применение так на-
зываемых запакованных фото-активируемых 
соединений. Данный способ основан на хими-
ческой «запаковке» практически любого ак-
тивного вещества, что делает его биологически 
нейтральным, причем таким образом, чтобы 
оно могло быть «распаковано» и  возвращено 
к первоначальному активному состоянию при 
помощи короткой вспышки сфокусирован-
ного луча света от  ультрафиолетового (УФ) 
источника, например, УФ-лазера. Метод УФ-
фотолиза известен около 15 лет и применяется 
для внеклеточной активации нейромедиато-
ров, например, глютамата. [4, 5]. В то же время, 
вопрос о  внутриклеточной доставке и  распа-
ковке фото-активируемых веществ в  области 
микро-доменов остается открытым.

Цель исследования: разработка метода вну-
триклеточной распаковки фото-активируемых 
соединений в  наносекундном временном диа-
пазоне и в клеточных микро-доменах объемом 
менее одного мкм 3.

Материал и методы. В качестве объекта ис-
следования применялась примарная культура 
нейронов и  глии гиппокампа крысы, приго-
товленная в  соответствии с  ранее изложен-
ным методом [6].

МЕТОД ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО ФОТОЛИЗА 

ХИМИЧЕСКИ ЗАПАКОВАННЫХ СОЕДИНЕНИЙ 

С ПРИМЕНЕНИЕМ УФ-ЛАЗЕРА

 Коркотян Э.1,2,  Сегал М.2

1Биологический факультет, ПГНИУ, Пермь, Россия; 2Отдел нейробиологии, 
Институт им. Вейцмана, Реховот, Израиль

Используя импульсы ультрафиолетового (УФ) лазера и  конфокальный сканирующий 
микроскоп, мы описываем относительно дешевый, точный и  эффективный метод бы-
строго импульсного внутриклеточного фотолиза запакованных молекул в синаптических 
микро-доменах культивируемых нейронов гиппокампа. Лазерный свет вводится посред-
ством рабочей оптики, локализуется параллельным красным лазером и способен создать 
сферическую область фотолиза размером менее 1 мкм 3. Воздействие УФ лазера вызывает 
локальный и моментальный фотолиз в головках грибовидных дендритных шипиков. Вну-
триклеточная распаковка кальция и флуоресцеина применена для иллюстрации различ-
ной химической природы и физиологической значимости этих молекул при исследовании 
процессов субмикронной диффузии.

Ключевые слова: запакованные соединения, фотолиз, дендритные шипики, микро-
домен, кальций, ультрафиолетовый лазер.
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Оборудование. В  качестве платформы ис-
пользовался прямой сканирующий конфо-
кальный микроскоп (Pascal, Zeiss), оснащен-
ный аргоновым и  гелий-неоновым лазерами 
(488 и 543нм). Фотолиз осуществлялся лазером 
ND: YAG (New Wave Inc.), чья третья гармони-
ка генерировалась в виде световых импульсов: 
355нм, 3,6 мДж, 4,0нс, 1Гц. Адресация вспышек 
УФ в микроскоп осуществлялась посредством 
дихроичного зеркала с  высокой отражающей 
способностью в области 355нм, но прозрачно-
го в видимом спектре (Locus, Optical Devices  & 
Elements Ltd). Вспышки фокусировались в пло-
скости изображения посредством рабочего 
объектива Achroplan 63×0.9NA, погруженного 
в  среду. Из-за хроматических аберраций УФ 
фокусировался на 20 мкм ниже видимого све-
та. Для исправления аберрации применялась 
линза KPX073 EFL-250 mm (Newport). Для про-
странственной настройки УФ применялся до-
полнительный красный неоновый лазер (Melles 
Griot) (1мВ, 632нм), свет которого вводился 
в оптическую ось УФ лазера посредством одно-
го из ослабляющих УФ светофильтров в роли 
дихроичного зеркала. УФ и 632нм лучи направ-
лялись в  микроскоп оптическим элеватором, 
состоящим из двух высокоэнергетических зер-
кал Y3-1025-45-P (CVI Laser corporation). Три 
УФ светофильтра оптической плотностью в 0.5, 
1 и 2, ослабляли световой поток в 3, 10 и 100 раз 
(CVI Laser Corporation), что соответствова-
ло общей аттенюации в 3000 раз, до 1.2 мкДж. 
Стеклянные элементы оптической системы 
микроскопа дополнительно ослабляли его 
до  300 нДж, что соответствует 6х1011 фотонов 
на импульс, сфокусированный в объеме среды 
менее 1фл (<1 мкм 3).

Запакованные соединения. NP-EGTA (C32 
H43N3O20) (Molecular Probes Inc.) является та-
кой производной хелатора кальция  – ЭГТА, 
чье сродство с Ca 2+ снижается с 80нМ до >1мМ 
под действием УФ. Дополнительная модифи-
кация: NP-EGTA AM способна пассивно пре-
одолевать клеточную мембрану и  накапли-
ваться в клетке, преобразуюсь в NP-EGTA под 
действием эндогенных эстераз. После двухча-
совой инкубации в 10 мкМ растворе при ком-
натной температуре, его концентрация в клет-
ке достигала ~ 600 мкМ.

Дикалиевая соль CMNB-caged fluores-
cein (CMNB-cf) (Molecular Probes) является 
запакованным флуоресцеином, способным 
к свечению только после фотолиза. При дис-

социации в водном растворе, его молекула за-
ряжается отрицательно и не проходит сквозь 
клеточную мембрану. Для доставки в  клет-
ку его 5мМ раствора, применялся ионофо-
рез через тонкую стеклянную микропипетку 
(10-20 МОм, -10В, 2-3с).

Визуализация. После двухнедельного ро-
ста на 13мм покровном стекле, культура ней-
ронов помещалась на моторизованный столик 
микроскопа в  рабочий раствор, содержащий 
(в мМ): NaCl 129, KCl 4, MgCl2 1, CaCl2 2, глюко-
за 4.2, HEPES 10, pH доводился до 7.4 посред-
ством NaOH, а осмотическое давление – саха-
розой. Для блокады спонтанной активности 
нейронов применялся тетродотоксин (1мкМ). 
Визуализация цитоплазматических ионов 
кальция осуществлялась при помощи внутри-
клеточного введения флуоресцентного инди-
катора Fluo-4 (Molecular Probes) (5мМ в микро-
пипетке) светом аргонового лазера (488нм). 
В качестве морфологического маркера приме-
нялся красный флуоресцентный белок DsRed, 
ген которого, в  составе плазмиды, внедрялся 
в  клетку методом трансфекции липофекта-
мином за  неделю до  эксперимента. Для его 
возбуждения применялся гелий-неоновый 
лазер (543нм). Для быстрой визуализации 
Ca 2+ и  флуоресцеина применялся метод ска-
нирования единичной линии со  скоростью 
0.7 мс/линия вдоль микро-домена, состояще-
го из головки дендритного шипика, его ножки 
и прилежащего дендрита. Работа микроскопа 
синхронизировалась с  ND: YAG лазером, ис-
пускающим УФ. Комплексная обработка дан-
ных осуществлялась при помощи программы, 
созданной нами среде MATLAB R2010b.

Результаты и  обсуждение. В  эксперимен-
тах применялись нейроны, заправленные 
NP-EGTA вместе с индикатором Fluo-4, либо 
CMNB-cf, а  также экспрессирующие белок 
DsRed. Морфологическая идентификация 
мик ро-доменов осуществлялась благодаря 
красному свечению белка. Для точного нацели-
вания УФ луча, на головке шипиков объемом 
около 1 мкм 3 фокусировался свет вспомога-
тельного красного лазера. Сигнал индикатора 
Ca 2+ Fluo-4 или флуоресцеина регистрировал-
ся в зеленой области спектра, при активации 
лазером с длиной волны 488нм. Базовый уро-
вень флуоресценции в обоих случаях оставал-
ся стабильным. На фоне одиночного импуль-
са УФ лазера, нацеленного на головку шипика, 
в ней наблюдалось мгновенное (быстрее 0.7 мс) 
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повышение уровня флуоресценции. В  случае 
фотолиза молекулы NP-EGTA, удерживаемый 
ею Ca 2+ выделялся в цитоплазму шипика, где 
соединялся с  индикатором кальция, что вы-
зывало флуоресценцию последнего от  света 
лазера. Флуоресцеин сам по  себе произво-
дит свечение, будучи освещенным лазером 
в  указанном спектре. Его активация объяс-
няется фотолизом, вследствие оптической 
распаковки CMNB-cf. В  обоих случаях, при 
небольшом сдвиге луча УФ от  зоны головки 
шипика за пределы мембраны, в область меж-
клеточного пространства, рост флуоресцен-
ции полностью прекращался. Напротив, если 
луч смещался в  сторону ножки шипика или 
к  дендриту, свечение возникало в  соответ-
ствующих доменах.

Наконец, физиологическое значение гене-
рируемых сигналов определялось динамикой 
спада сигнала. В  случае внутриклеточного 
релиза ионов Ca 2+, их свободное распростра-
нение ограничивается следующими факто-
рами: помпами и  ионными обменниками, 
откачивающими кальций наружу, эндогенны-
ми буферными белками, переводящими его 
в связанную форму, а также работой внутри-
клеточных кальциевых депо. В силу этого, по-
вышенный уровень Ca 2+ в дендритных шипи-
ках ограничивался весьма коротким временем 
в 10-15 мс, после чего свечение возвращалось 
к  исходному уровню. Какой-либо значитель-
ной диффузии Ca 2+ в  дендрит также не  на-

блюдалось. Напротив, молекула флуоресцеи-
на является физиологически нейтральной для 
клетки и  не  подвергается ни  буферизации, 
ни быстрому удалению. Единственным путем, 
по которому молекула распакованного флуо-
ресцеина может покинуть дендритный шипик 
является диффузия в  прилежащий дендрит. 
По этой причине свечение флуоресцеина по-
сле фотолиза длится в течение 1–2 с (в зависи-
мости от  длины и  толщины ножки шипика) 
и медленно спадает, переходя (по мере диффу-
зии флуорофора) в область дендрита.

Таким образом, разработанный нами метод 
внутриклеточного фотолиза запакованных 
соединений действует практически мгновен-
но, максимально локально (<1 мкм 3) и может 
быть применен для решения широкого круга 
задач, требующих тонкого биохимического 
воздействия на клетку.
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METHOD OF INTRACELLULAR PHOTOLYSIS 

OF CAGED COMPOUNDS USING UV LASER

E. Korkotian 1,2, M. Segal 2

1Biological Faculty, Perm State University, Russia; 2Department of Neurobiology, 
The Weizmann Institute, Rehovot, Israel

Using a pulsed ultraviolet (UV) laser in a confocal scanning microscope, we present a relatively cheap, 
accurate and effi  cient method for fast UV laser intracellular fl ash photolysis of caged molecules in the 
synaptic micro-domains of cultured hippocampal neurons. Th e laser light is introduced through the im-
aging optics, can be localized by a parallel red laser and can photolyse a sphere of less than 1 μm3. Th e 
application of UV light evokes local and ultrafast photolysis in the heads of mushroom dendritic spines of 
the imaged neurons. Intracellular uncaging of caged calcium and fl uorescein is used to illustrate a diff er-
ent chemical properties and physiological relevance of these two molecules in the sub-micron resolution 
diff usion studies.
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Успехи современной онкоиммунологии яв-
ляются непосредственным результатом пони-
мания основных механизмов развития проти-
воопухолевого иммунного ответа и открытия 
ряда опухолевых антигенов, которые способ-
ны распознаваться антителами и Т-клетками.

Уникальная иммуномодулирующая актив-
ность дендритных клеток (ДК) сделала их 
привлекательной моделью для иммунотера-
певтической стимуляции иммунного ответа 
как in vitro, так и с последующим возможным 
использованием in vivo [1]. ДК способны до-
ставлять опухолевые антигены, полученные 
из различных источников, что позволяет эф-
фективно привлекать эффекторные иммуно-
компетентные клетки для запуска элиминации 
опухоли. В  качестве антигенов используют 
лизаты и мРНК опухолевых клеток, рекомби-
нантные белки опухоль-ассоциированных ан-
тигенов, а также ДНК-конструкции, кодирую-
щие опухоль-ассоциированные антигены [2].

Существующие способы доставки (лизат, 
РНК, ДНК-конструкции) широко применяют-
ся для создания клеточных вакцин на основе 
дендритных клеток, однако у каждого способа 

(антигенного материала) есть свои преимуще-
ства и ограничения по их использованию.

Целью работы являлась оценка эффектив-
ности стимуляции иммунного ответа в куль-
туре мононуклеарных клеток в  зависимости 
от  способа доставки антигенного материала 
в  виде лизата или РНК опухолевых клеток 
в  дендритные клетки больных раком молоч-
ной железы.

Методы. В работе использовали перифери-
ческую кровь и  образцы опухоли у  11 паци-
ентов с  раком молочной железы I–II стадии, 
проходивших лечение на базе ГКБ № 1 г. Но-
восибирска, забор материала выполнен с ин-
формированного согласия пациентов. Для 
получения зрелых ДК у больных выделяли мо-
нонуклеарные клетки (МНК) из перифериче-
ской крови стандартным методом на градиенте 
фиколла-урографина (ρ=1,077 кг/см3). Из полу-
ченных МНК выделяли клетки с повышенной 
способностью к  адгезии посредством инку-
бации в течение 2ч в среде RPMI-1640 («Био-
лот», Россия) c добавлением 10% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (Hyclone), 40 мкг/ мл 
гентамицина (KRKA, Словения), 200 ЕД/мл 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РАЗЛИЧНЫХ СПОСОБОВ 

ДОСТАВКИ АНТИГЕННОГО МАТЕРИАЛА 

В ДЕНДРИТНЫЕ КЛЕТКИ ДЛЯ СТИМУЛЯЦИИ 
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РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

 Курилин В. В.1,  Шевченко Ю. А.1,  Христин А. А.1,2, 

 Облеухова И. А.1,  Куликова Е. В.1,  Хантакова Ю. Н.1, 

 Сидоров С. В.2,  Сенников С. В.1

1Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научно-исследовательский 
институт фундаментальной и клинической иммунологии»; 2ГБУЗ Городская 

клиническая больница № 1, Новосибирск, Россия

Разные способы доставки антигенного материала (лизат и РНК опухолевых клеток) в ден-
дритные клетки сопоставимо стимулируют цитотоксическую клеточную реакцию против 
аутологичных опухолевых клеток и секрецию цитокинов IFNγ и IL-6 в совместной культуре 
мононуклеарных клеток. Эти результаты свидетельствует о формировании эффективного 
Th 1-ответа, способствующего активации противоопухолевого иммунного ответа.

Ключевые слова: дендритные клетки, лизат и РНК опухолевых клеток, цитотоксичность, 
цитокины.
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бензилпенициллина (ЗАО «Синтез» Курган), 
2 мМ L-глутамина (Биолот, Россия), 5х10–5 M2-
меркаптоэтанола HEPES (Sigma, США), 10 мM 
HEPES (Sigma, США) (далее полная среда 
RPMI-1640) при 5% СО2 и 37ºС. К прилипшей 
фракции МНК добавляли 50 нг/мл rhGM-cSF, 
100 нг/мл rhIL-4 (Biovision, США) для получе-
ния незрелых ДК на протяжении 4 сут. Анти-
генный опухолевый материал доставляли в ДК 
двумя способами: пассивным захватом лизата 
опухолевых клеток (ДК-лизат) и  магнитной 
трансфекцией общей РНК опухолевых кле-
ток (ДНК-РНК). При использовании лизата, 
его добавляли к незрелым ДК в концентрации 
100 мкг/мл. РНК трансфицировали в  зрелые 
ДК посредством набора «MATra-A» для маг-
нитной трансфекции (PromoKine, США). Кон-
тролем были ДК, ненагруженные антигенами 
опухолевых клеток и  МНК. Для созревания 
в течение последующих 24 ч в культуру вно-
сили 25 нг/мл rhTNFα (ФГБУН ГНЦ «Вектор», 
Новосибирск) в  свежей порции культураль-
ной среды эквивалентного объема.

Оценку фенотипа ДК проводили методом 
проточной цитометрии на приборе FACS Aria 
(BD, США), с  использованием соответствую-
щих моноклональных антител СD3- FITC, 
CD14-PE, HLA-DR-FITC, CD11c-PE, CD209-
PerCP-Cy5.5, CD86-FITC, CD83-PE (BD, США). 
Способность ДК к эндоцитозу, как показатель 
функциональной активности, оценивалась 
по  захвату FITC-декстран (Sigma) на  про-
точном цитофлюориметре FACS Aria (BD, 
США) [3]. Фракцию неприлипших клеток со-
храняли в полной среде RPMI-1640 при 5% СО2 
и 37ºС до проведения процедуры ссаживания. 
Совместное культивирование ДК и МНК про-
водили в  параллельных культурах в  соот-
ношении ДК: МНК  – 1:10 для последующего 
проведения различных функциональных те-
стов. Опухолевые клетки получали путём ме-
ханической гомогенизации образца опухоли, 
а  лизат  – путём 3-х циклов замораживания-
оттаивания. РНК из опухолевых клеток выде-
ляли методом фенольно-хлороформной экс-
тракции. Общую концентрацию белка в лизате 
и  РНК определяли на  приборе «NanoDrop» 
(Th ermo Scientifi c, США). Цитотоксический 
эффект оценивали по  содержанию лактатде-
гидрогеназы в кондиционной среде, получен-
ной при совместном культивировании МНК, 
ДК, и  опухолевых клеток, согласно инструк-
ции производителя набора (СytoTox 96® Non-

Radioactive cytotoxicity Assay, Promega, США). 
Содержание иммунорегуляторных цитоки-
нов интерферона-γ (IFN-γ), IL-4, IL-6 и  IL-10 
в  кондиционных средах совместных культур 
МНК с  ДК оценивали с  помощью иммуно-
ферментного анализа с  применением соот-
ветствующих коммерческих тест-систем про-
изводства «Вектор-Бест» согласно протоколу 
производителя. Статистическую обработку 
результатов проводили с помощью программы 
«Statistica 6.0». При ненормальном распреде-
лении выборки для статистической проверки 
использовали непараметрический критерий 
Уилкоксона.

Основные результаты. Полученные при 
культивировании ДК с  использованием ци-
токинов (rhGM-CSF, rhIL-4, TNFα) характери-
зовались увеличением экспрессии маркеров 
созревания CD83, CD83/CD86 и  снижением 
экспрессии CD14 и  захвата FITC-декстрана, 
что свидетельствует об  эффективности ис-
пользуемого протокола для получения культу-
ры зрелых ДК. Основной задачей стимуляции 
протективного противоопухолевого иммуни-
тета является увеличение эффективности ци-
тотоксической реакции против аутологичных 
опухолевых клеток. В результате проведенно-
го эксперимента установлено, что ДК-лизат 
или ДК-РНК, значимо стимулирую цитоток-
сическую реакцию МНК против опухолевых 
клеток по  сравнению с  контрольными груп-
пами в 1,7 и 2,7 раза, достигая значений 30% 
и 50% соответственно. При сравнении между 
собой групп МНК, сокультивированных с ДК-
лизат или ДНК-РНК, не  выявлено значимых 
различий.

В реализации цитотоксического эффекта 
лимфоцитов против опухолевых клеток ак-
тивно участвуют различные иммунорегуля-
торные молекулы (например: IFNγ, IL-4, IL-6 
и  IL-10). Применение ДК-лизат или ДК-РНК 
вызывает повышение секреции IFNγ и  IL-6 
МНК по сравнению с контрольными группа-
ми. Также было выявлено, что ДК-лизат и ДК-
РНК не стимулировали продукцию IL-10 при 
совместном культивировании с МНК, по срав-
нению с группой ДК, без нагрузки опухолевы-
ми антигенами, что позволяет предположить 
отсутствие появления IL-10-продуцирующих 
Т-клеток, которые участвуют в формировании 
толерантности на  опухоль-ассоциированные 
антигены собственных тканей пациента. 
Концентрация IL-4 в  совместных культурах 
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определяли на  уровне пороговых значений, 
и не имело значимых различий по сравнению 
с контрольными группами.

Таким образом, при культивировании зре-
лых аутологичных ДК, нагруженных анти-
генами опухолевых лизатов или РНК, проис-
ходит лизис опухолевых клеток, наработка 
и  секреция цитокинов IFNγ и  IL-6, что сви-
детельствует о  формировании эффективно-
го Th 1-отве та, способствующего активации 
противоопухолевого иммунного ответа. При 
сравнении влияния на стимуляцию противо-
опухолевой иммунной реакции двух разных 
способов доставки опухолевых антигенов (ли-
зат и РНК опухолевых клеток) в ДК, было про-
демонстрировано, что оба способа в  равной 
степени стимулируют как лизис опухолевых 
клеток, так и  секрецию цитокинов, способ-

ствующих реализации эффективного проти-
воопухолевого цитотоксического ответа.

Работа поддержана ФЦП «Исследования 
и разработки по приоритетным направлениям 
развития научно-технологического комплек-
са России на  2014–2020  годы» (Соглашение 
№ 14.607.21.0043). Уникальный идентифика-
тор RFMEFI60714X0043.
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Diff erent methods of delivery of the antigenic material (the lysate of tumor cells and RNA) is com-
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В настоящее время для стимулирования 
защитных механизмов в  медицине использу-
ется большое количество растительных пре-
паратов, которые проявляют иммуномоду-
лирующую активность [4, 5]. Растительные 
им муномодуляторы совместно со стандартной 
терапией ускоряют выздоровление, снижают 
частоту рецидивов [4]. Перспективными рас-
тительными иммуномодуляторами, которые 
применяются при иммунотерапии инфекци-
онных и аутоиммунных заболеваний, а также 
злокачественных новообразований, служат 
агонисты Toll-подобных рецепторов (Toll like 
receptors – TLR) [1].

Одним из таких иммуномодуляторов явля-
ется фукоидан japonica – препарат, созданный 
на основе бурых морских водорослей. Он об-
ладает иммуномодулирующей активностью 
в  отношении различных иммунокомпетент-
ных клеток: лимфоцитов, дендритных клеток, 
натуральных киллеров и нейтрофилов, играет 
важную роль в  противоопухолевой защите, 
а  также обеспечивает мобилизацию гемато-
поэтических стволовых клеток [2, 3]. Однако 

сведений о  влиянии фукоидана на  морфоло-
гические особенности лимфоидных органов 
и  функциональные свойства иммунокомпе-
тентных клеток недостаточно.

Цель исследования  – изучить влияние фу-
коидана на  иммунофенотипические и  функ-
циональные характеристики мононуклеарных 
лейкоцитов (МЛ) селезёнки, на структуру и кле-
точный состав лимфоидных органов мышей.

Материалы и методы. В работе применялся 
очищенный фукоидан, полученный из  мор-
ских водорослей Laminaria japonica Areshoug 
и  Kjellmaniella gyrate Miyabe. Эксперимен-
ты проводили на  мышах линии СВА в  двух 
группах. Первую (контрольную) составляли 
интактные животные, во  вторую (опытную) 
входили мыши, получавшие фукоидан внутри-
брюшиннов в дозе 200 мкг на мышь. Выделение 
мононуклеарных лейкоцитов осуществляли 
по общепринятой методике в градиенте плот-
ности фиколл-урогафин (Pharmacia, США, 
плотностью 1,077 г/см 3), образовавшие интер-
фазное кольцо, собирали пипеткой и концен-
трацию клеток доводили до 1·106 кл/мл.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК И МОРФОЛОГИЯ 

ЛИМФОИДНЫХ ОРГАНОВ МЫШЕЙ ПРИ ВВЕДЕНИИ 

РАСТИТЕЛЬНОГО ИММУНОМОДУЛЯТОРА
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Изучено влияние сульфатированного полисахарида – фукоидана из бурой водоросли 
Laminaria japonica на морфологическую характеристику лимфоидных органов, субпопуля-
ционный состав мононуклеарных лейкоцитов, продукцию цитокинов и цитотоксическую 
активность спленоцитов мышей. Установлено, что фукоидан способствует активации гемо-
поэза и пролиферации лимфоидных клеток в первичных и вторичных органах иммуноге-
неза, увеличению экспрессии маркёров CD19, NK, NКТ, CD25, MHC II, TCR, TLR2 и TLR4, 
цитотоксической активности спленоцитов и продукции иммунорегуляторных и провос-
палительных цитокинов, что свидетельствует об  активации эффекторных механизмов 
врождённого иммунитета и развитии адаптивного иммунного ответа по Th -1 типу.

Ключевые слова: фукоидан, врождённый иммунитет, морфология лимфоидных органов, 
цитокины, цитотоксическая активность.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 501

Оценку субпопуляционной структуры 
лимфоцитов проводили методом проточной 
цитометрии с применением моноклональных 
антител (МКА) (Caltag Laboratories, США) 
против клеточных антигенов (CD3, NK1.1., 
CD3/NK1.1., CD4, СD25, CD4/CD25, СD8а, 
I-AK, CD19, СD5.2, СD40, CD5.2/CD40). Ана-
лиз иммунофенотипа МЛ проводился также 
при введении в культуры спленоцитов изучае-
мого препарата – фукоидана japonica – в дозе 
10 мкг/мл. Концентрацию цитокинов в  сы-
воротке крови определяли иммунофермент-
ным методом с  использованием тест-систем 
фирмы Bender MedSystems (США) согласно 
инструкции производителя. Цитотоксиче-
скую активность селезёночных МЛ выявляли 
на NK-за висимой линии клеток эритробласт-
ного лейкоза К-562 в тесте восстановления 3- 
(4,5-диметилтиазол-2-ил) –2,5-дифенилтетра-
золия бромида (МТТ-тест).

Парафиновые срезы кроветворных и  лим-
фоидных органов (красного костного мозга, 
тимуса, селезёнки и  лимфатических узлов), 
забранных через 4 и  24 часа после введения 
препарата, окрашивали гематоксилином и эо-
зином, по методу Ван Гизона, метиловым зелё-
ным и пиронином по Браше и Шифф-йодной 
кислотой по  Мак-Манусу. Статистическую 
обработку данных проводили с применением 
t-критерия Стъюдента, используя стандарт-
ный пакет статистических программ Windows 
2003 (StatSoft  6.0).

Результаты исследования. После введения 
фукоидана в  культуры МЛ селезёнки мышей 
в культуральной взвеси статистически значимо 
увеличивается количество натуральных килле-
ров, НКТ-клеток, активированных Т-хелперов, 
В-лимфоцитов. Обращает на  себя внимание 
выраженная экспрессия толл-подобных рецеп-
торов (TLRs) на поверхности клеток.

Иммунофенотипический анализ показал, 
что внутрибрюшинное введение животным 
фукоидана приводит к увеличению в селезён-
ке в  1,5-2 раза числа натуральных киллеров 
(NK1.1+) и натуральных киллеров – Т-клеток 
(НКТ – CD3+/NK1.1+), в 2-6 раз – количества 
активированных Т- и В-лимфоцитов (CD25+). 
Полученные результаты указывают на  воз-
можное влияние фукоидана на  процессы ак-
тивации клеток, участвующих в  антителоо-
бразовании, включая антигенпредставляющие 
клетки и Т-хел перы, так и на дифференциров-
ку В-лим фоци тов в  зрелые антителопроду-

центы. Всё это выражается в  усилении гумо-
рального иммунного ответа.

Для фукоидана характерна дозозависимая 
активация цитотоксичности при введении 
его в культуры мононуклеарных лейкоцитов. 
Максимальная цитотоксическая активность 
МЛ  (39,0±0,6%) отмечена при концентрации 
фукоидана в культуральной жидкости в дозе 
10 мкг/мл. Исследование цитотоксической 
способности мононуклеарных лейкоцитов 
селезёнок мышей по  отношению к  NK-чув-
стви тельной опухолевой линии К-562 после 
внутрибрюшинного введения фукоидана по-
казало, что после некоторого снижения ин-
декса цитотоксической активности МЛ через 
4 часа после введения препарата в дальнейшем 
наблюдается повышение данного показателя, 
достигающего максимальных значений через 
24 часа после инъекции фукоидана.

При изучении уровня цитокинов в сыворот-
ке крови мышей при внутрибрюшинном введе-
нии фукоидана установлено, что под влиянием 
иммуномодулятора только через 96 часов после 
инъекции возрастает экспрессиия IL-6, IL-10 
и в значительной степени – TNF-α (в 40 раз).

Морфологические исследования выявили, 
что под влиянием фукоидана происходит ак-
тивация как лимфоидного, так и миелоидного 
ростков. Об  этом свидетельствуют признаки 
активного гемопоэза в красном костном моз-
ге, пролиферативных процессов в  лимфоид-
ной ткани и первичных (тимус), и вторичных 
(селезёнка, лимфатические узлы) органов им-
муногенеза. Причём пролиферация лимфо-
идных клеток наблюдается в  равной степени 
в Т- и В-зависимых зонах вторичных органов 
и  в  корковом веществе долек тимуса. Обра-
щает на себя внимание выраженный характер 
макрофагальной реакции в  селезёнке и  лим-
фатических узлах при внутрибрюшинном вве-
дении препарата.

Таким образом, проведённые исследования 
показали, что иммуномодулятор растительно-
го происхождения – фукоидан japonica – моду-
лирует активность эффекторов врождённого 
и адаптивного иммунитета и приводит к про-
лиферации лимфоидных клеток в первичных 
и  вторичных лимфоидных органах. Перспек-
тивность использования этого иммуномоду-
лятора в  биотерапии определяется также его 
способностью стимулировать экспрессию 
толл-подобных рецепторов на  поверхности 
мононуклеарных лейкоцитов.
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EFFECT OF SULFATED POLYSACCHARIDES FROM 

BROWN SEAWEED LAMINARIA JAPONICA ON THE MORPHOLOGY 

OF LYMPHOID ORGANS AND FUNCTIONAL CHARACTERISTICS 

OF THE IMMUNOCOMPETENT CELLS

Lebedynskaya O. V.1, Lebedynskaya E. A.1, Makarenkova I. D.2, 

Akhmatova N. K.2

1Perm State medical University, Perm; 2The Mechnikov Research Institute 
of Vaccines and Sera, Moscow, Russia

Th e eff ect of sulfated polysaccharide – fucoidan from the brown seaweed Laminaria japonica on 
the morphological characteristics of lymphoid organs, subpopulations of mononuclear leukocytes, cy-
tokine production and cytotoxic activity splenocytes of mice was studied. Found that fucoidan pro-
motes activation and proliferation of lymphoid hematopoietic cells in primary and secondary organs 
immunogenesis, increase expression of CD19, NK, NKT, CD25, MHC II, TCR, TLR2 and TLR4, the 
cytotoxic activity of splenocytes and production of immunoregulatory and infl ammatory cytokines, in-
dicating that activate the eff ectors mechanisms of innate immune and the development of the adaptive 
immune response to Th -1 type.

Keywords: fucoidan, innate immunity, morphology of lymphoid organs, cytokines, cytotoxic 
activity.

УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ МАРКЕРОВ АКТИВАЦИИ 

ЛИМФОЦИТОВ И МОНОЦИТОВ В ОБРАЗЦАХ 

ПУПОВИННОЙ КРОВИ

 Ляпунов В. А.,  Ремизова И. И.,  Чистякова Г. Н., 

 Устьянцева Л. С.,  Газиева И. А.

ФГБУ «Уральский научно-исследовательский институт охраны материнства 
и младенчества» Минздрава России, Екатеринбург, Россия

С целью оценки основных популяций лимфоцитов и  активированных CD95+-, 
CD3+CD95+- и  CD14+HLA-DR+-клеток проведено обследование 20 детей гестационного 
возраста 27-32 недель и 20 детей – с гестационным возрастом 33-36 недель. У детей мень-
шего срока гестации установлено снижение содержания CD3+-, CD4+-, CD8+-лимфоцитов, 
высокий уровень экспрессии рецептора CD95 на лимфоцитах и уменьшение количества 
активированных CD14+HLA-DR+-моноцитов пуповинной крови, что может быть связано 
c низкой степенью пролиферативной активности и дифференцировки клеточных популя-
ций к данному сроку. К гестационному возрасту 33-36 недель активизируются процессы 
пролиферации и дифференцировки клеток, численность лимфоцитов и моноцитов дости-
гает уровня доношенных новорожденных.

Ключевые слова: пуповинная кровь, активация лимфоцитов и моноцитов
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Актуальность и цель работы. Активирован-
ные субпопуляции лейкоцитов несут на своей 
поверхности специализированные молекулы, 
посредством которых осуществляется регуля-
ция вступления клетки в реакции иммунитета. 
Маркер CD95, экспрессированный на поверх-
ности лимфоцитов, свидетельствует о  готов-
ности клетки к  апоптотическому процессу, 
а  его лиганды (СD95L) играют важную роль 
в  удалении активированных зрелых T-кле-
ток [1]. При помощи моноцитарного рецептора 
HLA-DR осуществляется процесс презентации 
антигена Т-клеткам. По  данным литературы, 
содержание лейкоцитарного антигена моно-
цитов человека HLA-DR ниже у  недоношен-
ных младенцев, причем данный показатель 
не коррелирует с фагоцитарной активностью 
клеток [2]. Уменьшение экспрессии этого мар-
кера на  клеточной поверхности наблюдалось 
на  циркулирующих моноцитах в  образцах 
пуповинной крови после внутриутробного 
сепсиса [3]. Данные маркеры считаются не-
обходимыми для адекватного иммунного от-
вета в  эмбриональный период. Исследование 
основных популяций лимфоцитов и моноци-
тов, несущих добавочные вспомогательные 
сигнальные молекулы, является актуальным 
в области репродуктивной иммунологии.

Цель исследования: оценить популяцион-
ный состав лимфоцитов и содержание активи-
рованных CD3+CD95+-, CD14+HLA-DR+  - клеток 
в образцах пуповинной крови новорожденных 
разного гестационного возраста.

Материалы и методы. В ходе исследований 
анализировались образцы пуповинной крови 
20 новорожденных с гестационным возрастом 
27-32 неделя (1-я группа) и 20 детей в возрас-
те 33-36 недель (2-я группа). Группу сравнения 
составили 15 условно здоровых доношен-
ных новорожденных. Методом проточной 
цитофлуориметрии определялось содержа-
ние субпопуляций лимфоцитов (CD3, CD19, 
CD4, CD8, CD16/56), количество клеток, по-
зитивных по  маркеру готовности к  апопто-
зу (CD3+CD95+), а  также уровень экспрессии 
маркера HLA-DR на  моноцитах. Статистиче-
скую обработку результатов исследований 
проводили с использованием пакета приклад-
ных программ Statistica 6. Данные представля-
ли в виде медианы (Ме), нижнего и верхнего 
квартилей (Р25 и  Р75). Проверку статисти-
ческих гипотез осуществляли с помощью не-
параметрического U-критерия Манна-Уитни. 

Уровень значимости межгрупповых разли-
чий (р) принимали равным ≤0,017.

Результаты. При сопоставлении результа-
тов исследования основных групп и  группы 
сравнения были идентифицированы отличия 
по уровню экспрессии как маркеров субпопу-
ляций лимфоцитов, так и рецепторов актива-
ции. В образцах пуповинной крови новорож-
денных 1-й группы отмечалось статистически 
значимое снижение процентного содержа-
ния CD3+- и CD4+-клеток – 42,5 (19–47)% и 30 
(14,25-36,75)% против 55 (43–57)% и  37 (32–
40)% у  детей 2-й группы и  60 (56-64,5)% и  45 
(40–47)% в группе сравнения (p<0,017 во всех 
случаях). Аналогичное снижение было зафик-
сировано при оценке относительного содер-
жания CD8+ лимфоцитов с параметрами детей 
2-й группы и  доношенных новорожденных 
12,0 (7,5–13,5)% против 15,0 (12,0–22,0)% и 16 
(13–18)%, (p<0,017 во  всех случаях). Наи-
более низкое количество активированных 
моноцитов (CD14+HLA-DR+) также регистри-
ровалось у  новорожденных 1-й группы  – 45 
(19,75-64,25)% против 65 (54–74)% во  2-й 
группе и 67,0 (64,0–72,0)% в группе сравнения 
(p<0,01 во всех случаях). Уровень экспрессии 
маркера готовности клеток к  апоптозу в  об-
щем пуле лимфоцитов в группе детей меньше-
го гестационного возраста был статистически 
значимо выше по  сравнению с  показателями 
детей 2-й группы и  группы сравнения  – 8,5 
(6,0–11,5)% против 4,5 (3,0–5,25)% и 3,5 (3–4)% 
соответственно, (p<0,001 во  всех случаях). 
Аналогичная тенденция к  повышению реги-
стрировалась и для CD3+CD95+-лимфоцитов – 
7,0 (5,0–9,75)% у детей 1-й группы против 3,0 
(2,0–3,25)% и 1,0 (1,0–1,0)% 2-й группы и груп-
пы сравнения (p<0,001 во  всех случаях). Аб-
солютное количество CD95+- и  CD3+CD95+-
лимфоцитов также было достоверно высоким 
у  детей меньшего гестационного возрас-
та  – 0,39 (0,25–0,62)×109/л против 4,5 (3,0–
5,25)  ×109/л и  0,18 (0,11–0,21)×109/л соответ-
ственно, а также 0,16 (0,08–0,19)×109/л против 
0,04 (0,02–0,05)×109/л и  0,03 (0,02–0,05)×109/л 
(p<0,001 во всех случаях). Во 2-й группе детей 
все показатели иммунной системы были сопо-
ставимы с параметрами доношенных новорож-
денных. В количестве NK-клеток (CD16/56) 
статистически значимых различий между груп-
пами детей не выявлено.

В результате проведенных исследований 
установлено, что у детей с гестационным воз-
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растом 27-32 недели на фоне сниженной экс-
прессии HLA-DR моноцитами пуповинной 
крови и  повышенном содержании лимфоци-
тов с маркером CD95 отмечается уменьшение 
количества CD3+-, CD4+- и  CD8+-клеток, что 
является, прежде всего, показателем наруше-
ния процессов пролиферации и дифференци-
ровки основных субпопуляций лимфоцитов 
у детей, рожденных до 33-й недели. К возра-
сту 33-36 недель гестации активизируются 
процессы пролиферации и дифференцировки 

клеток, численность популяций лимфоцитов 
и активированных моноцитов достигает уров-
ня у доношенных детей.
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THE LEVEL OF EXPRESSION OF LYMPHOCYTE AND MONOCYTE 

ACTIVATION MARKERS IN CORD BLOOD SAMPLES

Lyapunov V. A., Remizova I. I., Chistyakova G. N., 

Ustyantseva L. S. Gazieva I. A.
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In order to assess the major populations of lymphocytes and activated CD95+ -, CD3+ CD95+ – and 
CD14+HLA-DR+ -cells there were examined 20 children in gestational age 27-32 weeks and 20 children – 
with a gestational age of 33-36 weeks. Children of less gestational age demonstrated a reduction of CD3+ -, 
CD4+ -, CD8+ lymphocytes, a high level of the CD95 receptor expression on lymphocytes and decrease in 
the number of activated CD14+HLA-DR+ monocytes in the umbilical cord blood, which can be associated 
with low proliferative activity and diff erentiation of cell populations by this time. By gestational age of 
33-36 weeks the processes of cell proliferation and diff erentiation are activated, the number of lympho-
cytes and monocytes approaches these in the full-term newborns.

РОСТ ПАНКРЕАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК 

В МНОГОКЛЕТОЧНЫХ 3D КУЛЬТУРАХ

 Мырсикова Е. В.,  Коцарева О. Д.

Институт биоорганической химии им. академиков М. М. Шемякина 
и Ю. А. Овчинникова Российской академии наук, Москва, Россия

Разработка моделей in vitro для изучения клеточной биологии и  физиологии клеток 
имеет большое значение в области биотехнологии, исследованиях рака и разработки про-
тивоопухолевых препаратов. Трехмерные многоклеточные сфероиды (3D культуры) пред-
ставляют собой in vitro приближение к росту опухоли в организме. Однако культивируе-
мые клеточные линии могут значительно отличаться между собой. Сравнение параметров 
роста различных линий клеток для изучения эффекта противоопухолевой терапии, а так-
же физиологии опухолей позволит выбрать адекватную модель. В данной работе проведе-
но сравнение параметров роста в 3D культурах панкреатических линий клеток. 3D куль-
туры шести панкреатических клеточных линий BxPC-3, T3M4, Colo-357, ASPC-1, PANC-1 
и MiaPaCa-2 получали на антиадгезивной пленке. При сравнении параметров роста пока-
зали, что клетки BxPC-3 и T3M4 в 3D условиях останавливались в росте, что было связано 
с высокой степенью апоптоза и некроза в этих клетках в 3D условиях.

Ключевые слова: многоклеточные опухолевые сфероиды, рак поджелудочной железы, 
пролиферация.
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Введение. Разработка моделей in vitro для 
изучения клеточной биологии и  физиологии 
клеток имеет большое значение в области био-
технологии, исследованиях рака и разработки 
противоопухолевых препаратов. Трехмер-
ные многоклеточные сфероиды (3D культу-
ры) представляют собой in vitro приближение 
к росту опухоли в организме [1]. Однако куль-
тивируемые клеточные линии могут значи-
тельно отличаться между собой. Сравнение 
параметров роста различных линий клеток 
для изучения эффекта противоопухолевой 
терапии, а также физиологии опухолей позво-
лит выбрать адекватную модель. Рак подже-
лудочной железы является одним из наиболее 
тяжелых видов онкозаболеваний. Выживание 
в течение 5 лет после постановки диагноза со-
ставляет менее 10%. В данной работе проведе-
но сравнение параметров роста в 3D культу-
рах шести панкреатических линий клеток.

Методы. В работе использовали панкреа-
тические клеточные линии BxPC-3, T3M4, 
Colo-357, ASPC-1, PANC-1 и MiaPaCa-2. Для 
получения 3D культур использовали антиад-
гезивную пленку PolyHEMA. Для получения 
адгезивных культур использовали обычный 
культуральный пластик. Для анализа роста 
клетки рассевали в 6-ти луночные планшеты 
в 2D или 3D условиях. Клетки анализировали 
в  динамике роста. Для анализа клеточности 
культуры обрабатывали трипсином и  под-
считывали на  камере Горяева. Анализ экс-
прессии Е-кадгерина проводили методом кон-
фокальной микроскопии с  помощью антител 
к  Е-кадгерину (SantaCruz). Для этого клетки 
в 2D культурах выращивали на покровных сте-
клах и окрашивали прижизненно антителами 
к Е-кадгерину, после чего клетки фиксировали 
1% параформальдегидом и  окрашивали вто-
рыми антителами, меченными AlexaFluor594. 
Для анализа апоптоза и некроза в 3D культу-
рах использовали йодистый пропидий. Окра-
шенные сфероиды анализировали методом 
конфокальной микроскопии.

Результаты. После внесения клеток на ан-
тиадгезивную пленку через 24 ч линии BxPC-

3 и  T3M4 формировали плотные округлые 
сфероиды с  выраженной границей. Клет-
ки Colo-357 и  ASPC-1 формировали мелкие 
кластеры нерегулярной формы без выра-
женной границы. Клетки линий MiaPaCa-2 
и PANC-1 собирались в комки без видимого 
межклеточного контакта. Через 48 ч размер 
кластеров линий Colo-357 и  ASPC-1 увели-
чивался. Анализ клеточности культур про-
водили через 24, 48, 72, 96 и 144 ч. Показали, 
что клетки линий BxPC-3 и T3M4, формиру-
ющих плотные крупные сфероиды, останав-
ливались в росте в 3D культурах, остальные 
линии продолжали расти. В  2D культурах 
наблюдали сравнимый рост всех клеточных 
линий. Для понимания различий в  скоро-
сти роста анализировали жизнеспособность 
клеток в  3D культурах с  помощью окраски 
йодистым пропидием, который проникает 
в  клетку при нарушении целостности кле-
ток, то  есть в  апоптотические и  некротиче-
ские клетки, где связывается с  ДНК клеток. 
Показали, что количество мертвых клеток 
было значительно выше в культурах BxPC-3 
и T3M4 уже через 24 ч культивирования, чем 
в остальных, что объясняет остановку роста 
этих клеток.

Для понимания различия в форме сферои-
дов провели анализ экспрессии Е-кадгерина, 
который формирует межклеточные контакты 
между эпителиальными клетками [2, 3]. По-
казали, что линии BxPC-3, T3M4, Соlo-357 
и ASPC-1 экспрессировали Е-кадгерин на вы-
соком уровне, тогда как PANC-1 и MiaPaCa-2 
его почти не экспрессировали, что объясняет 
различия в  формирование сфероидов, но  не 
объясняет различия между плотными и рых-
лыми сфероидами.
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GROWTH OF PANCREATIC CELL LINES 

IN MULTICELLULAR 3D CULTURES

Myrsikova E. V., Kotsareva O. D.

M. M. Shemyakin and Yu.A. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, RAS, Moscow, Russia

Development of in vitro cancer models is important for cell biology and physiology studies, biotech-
nology and cancer research, chemotherapeutic drug testing. Multicellular spheroids (3D cultures) closely 
reproduce the growth of cancer cells in vivo. However, cell lines can diff er signifi cantly in their ability 
to form 3D spheroids. A comparison of growth in 3D cultures of diff erent cells lines can help to select 
appropriate models to study physiology and tumors and to test antitumor drugs. In this work we have 
compared the growth of pancreatic cell lines in 2D and 3D conditions. 3D cultures of six pancreatic lines 
BxPC-3, T3M4, Colo-357, ASPC-1, PANC-1 and MiaPaCa-2 were generated on anti-adhesive fi lm. We 
demonstrated that in 3D conditions BxPC-3 and T3M4 cells completely stopped proliferation. Th e block 
in proliferation was associated with high level of apoptosis and necrosis in these cells.

Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) 
являются исходным элементом становления 
кроветворной и  иммунной систем. Мульти-
потентные стромальные клетки (МСК) функ-
ционируют как бы разнонаправлено. С одной 
стороны, они представляют собой один из глав-
ных компонентов костномозговых и тимусных 
ниш ГСК и предшественников Т-лимфоцитов, 
поддерживающих кроветворение и формиро-
вание клеточного состава иммунной системы. 
С  другой, по-видимому, вне ниш МСК обла-
дают выраженным иммуносупрессивным дей-
ствием в отношении характеризующих клеточ-
ный иммунитет реакций. In vivo супрессивная 
активность МСК проявляется в эффективной 
регуляции трансплантационного иммуните-

та. Однако, несмотря на приведенные данные, 
влияние трансплантированных в нормальный 
организм МСК и ГСК на иммунитет, в частно-
сти, гуморальный, и  формирование реакций 
гиперчувствительности замедленного типа 
(РГЗТ) изучено недостаточно.

Исследования иммунобиологии МСК прово-
дятся преимущественно с клетками костномоз-
гового, жирового и  пуповинно-плацентарного 
происхождения. При этом, как бы априори, при-
нимается положение о том, что тканевое проис-
хождение МСК не сказывается на их иммуноак-
тивных функциональных свойствах. Разумеется, 
этот вопрос нуждается в освещении.

Показано, что МСК тимуса обладают про-
тиворадиационной активностью, но  не ясно, 

ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 

ТРАНСПЛАНТАТОВ СИНГЕННЫХ КЛЕТОК ФЕТАЛЬНОЙ 

ПЕЧЕНИ И МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК

 Никольский И. С.,  Никольская В. В.

ГУ Институт генетической и регенеративной медицины НАМН Украины, 
Киев, Украина

Исследование влияния трансплантации сингенных клеток 13-дневной фетальной печени, 
мультипотентных стромальных клеток тимуса или фетальных кожно-мышечных нормаль-
ным мышам до или после иммунизации эритроцитами барана показало, что оба типа клеток 
могут влиять на гуморальный иммунный ответ и не изменяют реакцию гиперчувствитель-
ности замедленного типа. Действие на антителообразование определяется фазой иммунного 
ответа, тканевым происхождением МСК и контактным взаимодействием клеток.

Ключевые слова: иммунитет, гемопоэтические клетки фетальной печени, мультипотент-
ные стромальные клетки.
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может ли этот эффект быть связанным с им-
мунобиологической активностью клеток [1].

Необходимо также отметить, что поддерж-
ка МСК жизнедеятельности ГСК и супрессия 
ими иммунитета создают условия для лучше-
го приживления трансплантированных ГСК. 
Установлено, что контактное взаимодействие 
МСК и ГСК усиливает иммунобиологическую, 
регенеративную и противорадиационную ак-
тивность последних [2].

Нужно также учитывать, что не только МСК 
могут стимулировать ГСК, но и наоборот; кон-
такт с гемопоэтическими клетками стимулиру-
ет линейную дифференцировку МСК [3].

Основываясь на  изложенном, мы изучили 
влияние на антителогенез и РГЗТ введения нор-
мальный мышам сингенных клеток фетальной 
печени 13-14 дней гестации (КФП), МСК тиму-
са (МСКт), кожно-мышечных фетальных МСК 
(МСКф), КФП, индуцированных контактом 
с МСКт или МСКф, а также МСКт и МСКф, ин-
дуцированных контактом с КФП.

Чтобы определить влияние клеток на  про-
дуктивную и индуктивную фазы иммунного от-
вета, внутривенное введение КФП (106) и МСК 
(5×104) проводили за сутки до или сутки после 
иммунизации мышей эритроцитами барана 
(ЭБ). Через 4 дня делали разрешающую инъек-
цию ЭБ в подушечку задней лапы и через день 
исследовали РГЗТ и содержание гемагглютини-
нов и гемолизинов в сыворотке, а также количе-
ство антителообразующих клеток в селезенке.

Установлено, что введенные КФП перед 
иммунизацией стимулировали антителогенез 
(log2 титра гемагглютининов 8,3±0,2 против 
6,3±0,9 у нормальных иммунизированных жи-
вотных; р<0,05), а введенные после иммуниза-
ции эти клетки на синтез антител не влияли. 
А вот МСКт активировали антителогенез, бу-
дучи введенными и до, и после иммунизации 
(соответственно log2 титра гемагглютининов 
8,2±0,6 и  6,4±0,6 против 4,9±0,5 в  контроле; 
р<0,05). На фоне устоявшихся представлений 
об  иммуносупрессивном действии МСК это 
несколько неожиданный эффект. Хотя сти-
муляция формирования АОК при первичном 
иммунном ответе in vitro МСКт, но  не МСК 
костного мозга или селезенки, показана [4]. 
Стимуляция гуморального ответа МСК мо-
жет в  определенной мере объяснить, почему 
введение летально облученным мышам МСКт, 
из которых не может быть регенерирована им-
мунная система, приводит к увеличению про-

должительности жизни [1]. Вполне вероятно, 
что, активируя антителогенез, МСК тормозят 
углубление инфекционного компонента кост-
номозгового радиационного синдрома.

Индукция КФП МСКф приводила к стиму-
ляции антителогенеза, а таковая МСКт отме-
няла стимулирующее действие индуцирован-
ных клеток, как и  индукция КФП МСКт, что 
подтверждает наличие иммуноактивных раз-
личий в действии МСК разного происхожде-
ния и  существование двустороннего процес-
са. Можно было также наблюдать, что МСКт 
и МСКф различались по влиянию на антите-
логенез: МСКф его не стимулировали.

Поскольку ни  ГСК, ни  МСК не  влияли 
на формирование РГЗТ, можно предположить, 
что в исследованных условиях оба типа клеток 
заметно не  действуют на  дендритные клетки, 
развитие ТН1, макрофаги, в том числе, активи-
рованные, и их межклеточные взаимодействия.

Стимуляция антителообразования ГСК в ин-
дуктивную фазу и  отсутствие такового в  про-
дуктивную позволяет думать об эффективном 
воздействии ГСК на  распознавание антигена 
В-лимфоцитами, развитие ТН2 и  взаимодей-
ствия в иммунном синапсе. МСК, действующие 
эффективно в  обеих фазах, могут оказывать 
сходное влияние во время индукции иммунно-
го ответа, а их активность в продуктивную фазу, 
возможно, обусловлена поддержкой функцио-
нальных свойств В-лимфоцитов [5], реализация 
которой МСК в  отношении гемопоэтических 
клеток известна.

Полученные результаты свидетельству-
ют, что влияние трансплантаций ГСК и МСК 
на  антителообразование у  нормальных жи-
вотных может определяться тканевым проис-
хождением МСК, контактным взаимодействи-
ем клеток и фазой иммунного ответа.
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IMMUNOBIOLOGICAL ACTIVITY OF SYNGENEIC FETAL LIVER CELLS 

AND MULTIPOTENT STROMAL CELLS TRANSPLANTS

Nikolsky I. S., Nikolskaya V. V.

Institute of Genetic and Regenerative Medicine, Academy of Medical Sciences of Ukraine, 
Kiev, Ukraine

In this paper we investigated the eff ect of transplantation to normal mice of syngeneic cells 13-day fetal 
liver, thymic multipotent stromal cells or fetal musculocutaneous multipotent stromal cells before or aft er 
immunization with sheep red blood cells. It is shown that both types of cells may infl uence the humoral im-
mune response and does not alter the delayed-type hypersensitivity reaction. Eff ect on antibody production 
is determined by the phase of the immune response, tissue origin of MSC and the contact cells interaction.

Протегрин 1 (ПГ-1) – пептид системы врож-
денного иммунитета, имеющий широкий спектр 
антимикробного действия, а также обладающий 
и противоопухолевой активностью [1]. Однако 
экспериментальных данных о  механизме дей-
ствия этого пептида недостаточно. 

Целью настоящей работы было выявление 
возможных клеточно-молекулярных механиз-
мов антимикробного действия ПГ-1. Данные 
об  эффектах ПГ-1 на  искусственные мембра-
ны  [2] позволяют предположить образование 
пор в  мембранах бактериальных клеток. Из-
учена кинетика изменения проницаемости 
мембран E.coli ML35p, имеющей β-лактамазу 
в периплазме и β-галактозидазу в цитоплазме, 
при отсутствии лактопермеазы. Были подобра-
ны субстраты для данных ферментов, которые 

дают флюоресцентные продукты реакции, что 
позволяет детектировать их появление. Ин-
тактные мембраны E.coli непроницаемы для 
субстратов, продукты реакции могут появить-
ся в растворе только в случае повышения про-
ницаемости мембран, вызванной, например, 
антимикробными пептидами. Можно судить 
о воздействии на внутреннюю и внешнюю мем-
браны избирательно. Субстратом β-лактамазы 
и  маркером проницаемости внешней мембра-
ны служил GeneBlazer (Invitrogen, USA), мар-
кером проницаемости внутренней мембраны 
был DiFMUG (Invitrogen, USA) [3]. Суспензии 
бактерий (5x106 КОЕ/мл) в 10 мМ натрий-фос-
фатном буфере рН 7.4, содержащем 10 мкМ 
DiFMUG или GeneBlazer, инкубировали с ПГ-1, 
проводя с интервалом в 1 мин измерения при 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ ПЕПТИДА 

ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА ПРОТЕГРИНА 1 

НА МЕМБРАНЫ БАКТЕРИИ E.COLIE.COLI ML35P

 Орлов Д. С.1,2,  Артамонов А. Ю.1,  Жаркова М. С.1, 

 Копейкин П. М.1,  Орлов С. Б.3
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В работе исследованы молекулярно-клеточные механизмы антибактериального дей-
ствия пептида системы врожденного иммунитета – протегрина-1. Полученные данные по-
зволяют сделать вывод, что основным механизмом действия ПГ-1 на E.coli ML35p является 
нарушение барьерной функции мембран бактерий, формирование в них пор с диаметром 
около 2 нм, утечка из внутриклеточного пространства ионов калия, приводящие к осмоти-
ческому набуханию и разрушению бактериальных клеток.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, антимикробные пептиды, протегрин-1.
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длине волны возбуждающего флюоресцен-
цию излучения  – 380 нм, эмиссионного 460 
нм. Проницаемость внешней мембраны E.coli 
резко возрастала при внесении в  среду ПГ-1 
(5мкг/ мл), о чем свидетельствовал рост флюо-
ресценции вследствие появления во  внекле-
точной среде продукта гидролиза GeneBlazer. 
Рост проницаемости наблюдался, начиная 
с  8  минуты после внесения пептида, и  дости-
гал максимума к 15 минуте эксперимента, в от-
личие от  контроля. Проницаемость внутрен-
ней мембраны детектировалась с  6-7 минуты 
после внесения пептида в  инкубационную 
среду, максимума флюоресценция достигала 
к 30 минуте. В контроле роста проницаемости 
не  наблюдалось. Маркер проницаемости вну-
тренней мембраны DiFMUG (с  молекулярной 
массой 374.29) начинал проникать в  клетку 
раньше, чем маркер для внешней мембраны 
(с  молекулярной массой 856.23), возможно 
из-за роста диаметра пор в  мембранах. Рост 
проницаемости мембран ведет к утечке в вне-
клеточное пространство ионов калия. Утечка 
калия снижает осмолярность внутри клеток, 
препятствуя входу молекул воды, способной 
привести к  осмотическому разрушению кле-
ток [4]. Электрохимическое определение выхо-
да калия [5], показало, что с 2 минуты от внесе-
ния ПГ-1 (25мкг/ мл) до 5 минуты эксперимента 
клетки теряли 85% общего содержания калия. 
В тоже время, методом подсчета колоний пока-
зано практически полное отсутствие в суспен-
зии живых бактерий к  этому моменту време-
ни. Воздействие меньших концентраций ПГ-1 
отличалось только процентом выхода калия: 
2.5 мкг/мл ПГ-1–60%, 10 мкг/мл – 80% общего 
количества внутриклеточного калия выходило 
из клеток. В контроле содержание калия в су-
спензии не  менялось и  его выхода из  клеток 
не  наблюдалось. Данные подтверждают пред-
положение о  том, что в  основе антимикроб-
ного действия протегрина-1 на  клетки E.coli 
лежит повышение проницаемости бактериаль-
ных мембран. Кроме того, потеря калия может 
рассматриваться как обязательная стадия в ме-
ханизме антимикробного действия ПГ-1. Если 
пептид вызывает формирование пор в мембра-
нах бактерий, а внутренняя среда обладает вы-
сокой осмолярностью (до 300 мОсм) [4], то со 
временем это должно приводить к набуханию 
клеток, входу в них воды и осмотическому раз-
рушению. Увеличение размеров клеток может 
быть детектировано по изменению оптической 

плотности суспензии клеток. Условия экспе-
риментов, проведенных нами, были те же, что 
и в опытах по изучению проницаемости клеток 
с помощью флюоресцентных маркеров. Отли-
чие состояло лишь в том, что регистрировалась 
оптическая плотность при длине волны 420 нм. 
Установлено, что внесение в суспензию клеток 
E.coli пептида в концентрации 25 мкг/мл при-
водило к росту оптической плотности (от 0.02 
до 0.08), что свидетельствует о набухании кле-
ток. Набухание развивалось через 3 мин после 
внесения ПГ-1, к 5 мин рост оптической плот-
ности достигал плато. В контроле, в отсутствие 
пептида, рост оптической плотности не  на-
блюдался. Полученные данные могут рассма-
триваться как подтверждение предположения 
о  порообразовании как основном механизме 
антимикробного действия ПГ-1.

Оценка размеров формируемых этим анти-
микробным пептидом пор была произведена 
путем внесения в суспензию бактерий полиэти-
ленгликолей (ПЭГ 200, 300, 400, 600, 1000, 2000; 
0.3M; Sigma, USA) – нейтральных молекул с раз-
личной молекулярной массой и гидродинами-
ческим радиусом. В присутствии во внеклеточ-
ной среде ПЭГ с  гиродинамическим радусом, 
превосходящим диаметр предполагаемых пор, 
набухания и  нарушения барьерной функции 
мембран не наблюдалось. Ранее подобный экс-
периментальный подход был описан в  лите-
ратуре для экспериментов с  искусственными 
мембранами. Нами показано что при обработ-
ке бактерий протегрином-1 (25 мкг/мл) рост 
оптической плотности, свидетельствующий 
о  набухании клеток, не  наблюдался в  присут-
ствие ПЭГ с массой от 1000 Да. Учитывая ги-
дродинамический радиус полиэтиленгликоля 
ПЭГ1000, диаметр протегриновых пор может 
быть рассчитан и  составил 2 нм. Аналогич-
ные данные были получены и в экспериментах 
по изучению влияния ПГ-1 на проницаемость 
мембран E.coli: в присутствии ПЭГ с массой бо-
лее 1000 Да подавляется индуцированный ПГ-1 
рост проницаемости мембран. Эти результаты 
согласуются с данными зарубежных исследова-
телей для искусственных мембран, моделирую-
щих мембраны клеток E.coli [2].

Полученные данные позволяют сделать вы-
вод, что основным механизмом действия ПГ-1 
на E.coli ML35p является нарушение барьерной 
функции мембран бактерии, формирование 
в  них пор с  диаметром около 2 нм, повыше-
ние проницаемости бактериальных мембран, 
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утечку из внутриклеточного пространства ио-
нов калия, что приводит к дальнейшему осмо-
тическому набуханию и разрушению клеток.

Работа поддержана грантом РФФИ № 13–
04–02102а и Программой «Протеом человека».
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MOLECULAR MECHANISMS OF ACTION OF A PEPTIDE OF THE INNATE 

IMMUNE SYSTEM PROTEGRIN-1 ON E.COLIE.COLI ML35P MEMBRANES

Orlov D. S.1,2, Artamonov A. Yu.1, Zharkova M. C.1, 

Kopeykin P. M.1, Orlov S. B.3

1Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg; 2Saint Petersburg State University, 
Saint Petersburg; 3Saratov State Medical University, Saratov, Russia

Th is work is devoted to elucidation of molecular mechanisms of the antiobacterial action of prote-
grin  1  – a peptide of the innate immune system. Th e obtained data allow concluding that the pivotal 
mechanism of action of protegrin-1 on E.coli ML35p consists in an impairment of a barrier function of 
bacterial membranes, formation of pores with a diameter of 2 nm, release of intracellular potassium lead-
ing to osmotic swelling and destruction of bacterial cells.

Key words: innate immunity, antimicrobial peptides, protegrin-1.

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА Fc ФРАГМЕНТОВ 

IgG КРЫС, НЕСУЩИХ ДЕТЕРМИНАНТЫ ДЛЯ АНТИТЕЛ, 

ПОДАВЛЯЮЩИХ АУТОИММУННЫЕ РЕАКЦИИ

 Сидоров А. Ю.,  Терентьев А. С.

ФГБОУ ВПО «Удмуртский Государственный Университет», Ижевск, Россия

В ранее проведенных исследованиях мы обнаружили, что ключевым фактором регу-
ляции аутоиммунных реакций, предотвращающим развитие аутоиммунных заболеваний, 
являются лимфоциты, продуцирующие ревматоидный фактор (РФ). Также было показано, 
что антигенные детерминанты, стимулирующие РФ-продуцирующие лимфоциты, можно 
индуцировать на Fc-фрагментах гомологичного IgG. Однако образующиеся в результате 
папаинового протеолиза Fc-фрагменты разнообразны по физико-химическим свойствам, 
что предполагает неоднородность антигенных свойств и биологической активности препа-
рата Fc фрагментов. Целью работы являлась разработка методов разделения Fc-фрагментов 
IgG и выяснение физико-химических свойств Fc фрагментов IgG, несущих антигенные де-
терминанты для ревматоидного фактора. Обнаружено, что Fc фрагменты IgG крысы, не-
сущие детерминанты для ревматоидного фактора, подавляющего аутоиммунные реакции, 
имеют электрофоретическую подвижность отличную от подвижности фрагментов, не не-
сущих детерминанты для РФ и могут быть очищены от нецелевых Fc фрагментов методом 
анионообменной хроматографии на DEAE-сефарозе.

Ключевые слова: Fc-фрагменты IgG крыс, ревматоидный фактор, анионообменная 
хроматография.
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Актуальность и цель работы. В ранее про-
веденных исследованиях мы обнаружили, что 
ключевым фактором регуляции аутоиммун-
ных реакций, предотвращающим развитие ау-
тоиммунных заболеваний, являются лимфо-
циты, продуцирующие ревматоидный фактор 
(РФ) [1]. На модели экспериментального артри-
та показано, что стимуляция лимфоцитов, про-
дуцирующих ревматоидный фактор, ведет к по-
давлению аутоиммунных реакций и  редукции 
симптомов заболевания [2]. Поэтому лимфоци-
ты, продуцирующие РФ, могут рассматриваться 
как биомишень, воздействуя на которую можно 
подавлять активность аутоиммунных реакций. 
Также нами было показано, что Fc-фрагменты 
гомологичного IgG, полученные методом па-
паинового протеолиза, могут нести антигенные 
детерминанты для РФ-продуцирующих лим-
фоцитов [2] а, следовательно, Fc-фрагменты 
могут быть использованы для создания нового 
лекарственного средства от аутоиммунных за-
болеваний, направленного на  восстановление 
механизмов аутореактивности. Однако обра-
зующиеся в  результате папаинового протео-
лиза Fc-фрагменты разнообразны по  физико-
химическим свойствам, что предполагает 
неоднородность антигенных свойств и  биоло-
гической активности препарата Fc фрагментов. 
Поэтому целью работы являлась разработка 
методов разделения Fc-фрагментов IgG и выяс-
нение физико-химических свойств Fc фрагмен-
тов IgG, несущих антигенные детерминанты для 
ревматоидного фактора.

Материалы и  методы. Объектом исследо-
вания были Fc фрагменты IgG крысы. Наличие 
антигенных детерминант для ревматоидного 
фактора на  Fc фрагментах IgG крыс опреде-
ляли по способности Fc фрагментов вызывать 
продукцию ревматоидного фактора у интакт-
ных крыс. Популяцию РФ, подавляющего ау-
тоиммунные реакции, определяли методом 
агглютинации танизированных нагруженных 
гомологичным IgG эритроцитов. Иммуно-
глобулин G получали из  сульфатного осад-
ка глобулиновой фракции сыворотки крыс 
следующими способами: аффинная хромато-
графия на  протеин G-сефарозе. Фрагменты 
получали методом папаинового протеолиза 
по следующим схемам: последовательное рас-
щепление папаином и  восстанавливающим 
агентом (метод Утсуми); расщепление па-
паином, с  предварительной обработкой вос-
станавливающим агентом без его удаления; 

расщепление иммобилизованным папаином 
из  набора для получения фрагментов Pierce 
по  прилагающейся к  набору методике с  ис-
пользованием буферных систем из набора. Fc 
фрагменты IgG крысы очищали от  цельного 
IgG методом эксклюзионной хроматографии 
на колонке 24/400 с сорбентом Sephacryl S-100, 
от Fab-фрагментов аффинной хроматографи-
ей на протеин G – сефарозе [3]. Fc фрагменты 
IgG исследовали методом ДСН-электрофореза 
в ПААГ в диссоциирующих условиях.

Результаты. Обнаружено, что катионооб-
менная хроматография на КМ-сефарозе не по-
зволяет разделять Fc-фрагменты IgG крыс 
на  отдельные фракции. Методом анионооб-
менной хроматографии на DEAE-сефарозе Fc-
фрагменты IgG крыс можно разделить на три 
фракции. Первая фракция не  связывается 
с  DEAE-сефарозой, при нанесении в  0,015 М 
нат рий-фосфатном буфере рН 7,5, вторая элю-
ируется градиентом хлорида натрия в натрий-
фосфатном буфере в диапазоне проводимости 
раствора 2,8–15 mS, третья элюируется в диапа-
зоне проводимости 15-25 mS. В ответ на имму-
низацию крыс фракциями Fc фрагментов IgG, 
а также гомологичным нативным IgG, продук-
ция ревматоидного фактора наблюдалась толь-
ко в случае иммунизации фракцией, элюируе-
мой градиентом хлоридом натрия в диапазоне 
проводимости раствора 2,8–15 mS.

Физико-химические свойства Fc фрагмен-
тов IgG крысы, полученных с  использовани-
ем разных схем протеолиза, не  отличаются. 
Схемы протеолиза также не  влияют на  спо-
собность получаемых Fc фрагментов вызвать 
продукцию ревматоидного фактора in vivo.

Однако мы заметили, что электрофорети-
ческая подвижность Fc фрагментов IgG крыс, 
полученным одним и  тем  же способом, но  из 
разных партий иммуноглобулина G, отличает-
ся. Изменение электрофоретической подвиж-
ности ассоциировано с потерей способности Fc 
фрагментов IgG вызывать продукцию ревмато-
идного фактора у крыс. Необходимо выяснить, 
какими свойствами должен обладать препарат 
иммуноглобулина G крысы для получения Fc 
фрагментов, несущих антигенные детерминан-
ты для ревматоидного фактора. Таким обра-
зом, выяснены физико-химические свойства Fc 
фрагментов IgG, несущих антигенные детерми-
нанты для ревматоидного фактора, подавляю-
щего аутоиммунные реакции, разработан метод 
их выделения. Fc фрагменты IgG крысы, несу-
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щие детерминанты для ревматоидного фактора, 
подавляющего аутоиммунные реакции, имеют 
электрофоретическую подвижность отличную 
от подвижности фрагментов, не несущих детер-
минанты для РФ, обладают сродством к DEAE-
сефарозе и могут быть очищены от нецелевых 
Fc фрагментов методом анионообменной хро-
матографии на DEAE-сефарозе.
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PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES OF FC-FRAGMENTS OF RAT 

IGG CARRYING THE ANTIGENIC DETERMINANTS FOR RHEUMATOID 

FACTOR TO SUPPRESS THE AUTOIMMUNE REACTION

Sidorov A. Yu., Terentiev A. S.

FSEI HPE «Udmurt State University», Izhevsk, Russia

Previously, we have discovered that the main factor of regulation the autoimmune reactions and sup-
pression of autoimmune diseases is lymphocytes producing the rheumatoid factor (RF). Also, we showed 
that antigenic determinants for lymphocytes producing the rheumatoid factor can be induced on Fc-
fragments of homologous IgG. However, Fc-fragments obtained by papain proteolysis diff er in physical 
and chemical characteristics and this suggests the diff erence it antigenic properties and biological activity. 
Th e aim of our research is to develop methods of IgG Fc-fragments’ separation and study physical and 
chemical properties of Fc-fragments that carry antigenic determinants for lymphocytes producing the 
rheumatoid factor. It was found that the Fc-fragments of rat IgG that carry antigenic determinants for 
rheumatoid factor diff er in electrophoretic mobility as compared with the fragments that do not carry the 
antigenic determinants for rheumatoid factor and can be cleared of the unnecessary Fc-fragments using 
the method of anion exchange chromatography on DEAE-sepharose.

Являясь наиболее π-избыточным гетероци-
клом среди пятичленных гетероциклов с  од-
ним гетероатомом, тиофен нашел широкое 
применение в качестве удобного объекта для 
получения разнообразных органических ма-
териалов с  нелинейными оптическими свой-
ствами [1, 2], построения макроциклических 

соединений [3] и т. п. В то же время работ, по-
священных поиску новых противомикробных 
препаратов, практически нет – можно упомя-
нуть только весьма старую монографию Лип-
кина и Бучина [4].

Представляло интерес изучить поведение 
карбонильных соединений замещенных тио-

ПОИСК ДЕСКРИПТОРОВ В РЯДУ КАРБОНИЛЬНЫХ 

ПРОИЗВОДНЫХ ТИОФЕНА

 Шкляев Ю. В.

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт 
технической химии Уральского отделения Российской академии наук, Пермь, Россия

Показано, что ПМА тиосемикарбазонов ряда эфиров тиенил-2-глиоксиловой кислоты 
линейно зависит от их липофильности. Корреляции между дипольным моментом соедине-
ний и проявляемой ими ПМА не установлено.

Ключевые слова: замещенные тиофены, противомикробная активность.
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фенов и полученных из них гидразонов по от-
ношению к  грамположительным (St. aureus 
209-P) и  грамотрицательным (E. coli 675) ми-
кробам, а также найти факторы, которые вли-
яют на проявляемую активность.

Для выяснения влияния характера и  роли 
заместителей в  тиофеновом ядре нами были 
синтезированы этиловые эфиры тиенил-2-
глиоксиловых кислот как для незамещенного 
в ядре тиофена, так и содержащего арильные, 
арил-метильные, диарильные и  5-фенил-4- 
(4’-фторфенил) – заместители.

Полученные карбонильные производные 
тиофенового ряда были испытаны на  актив-
ность против кишечной палочки и золотисто-
го стафилококка. Как было установлено, все 
соединения проявляют низкую антимикроб-
ную активность, однако отмечено возрастание 
активности от 1000 мкг/мл до 62.5 мкг/мл при 
переходе от  этилового эфира тиенил-2-гли-
оксиловой кислоты к этиловому эфиру 4,5-ди-
фенилтиенил-2-глиоксиловой кислоты [5].

Как отмечено в [4], активность самих карбо-
нильных производных тиофена сравнительно 
невелика, однако она возрастает при появлении 
в молекуле азометиновой связи. Исходя из этого 
были получены тиосемикарбазоны (TSC) ряда 
этоксиглиоксилзамещенных тиофенов и испы-
тана их активность против E. coli 675 и St. aureus 
209-P, причем TSC производных тиофенглиок-
силовых кислот оказались вполне активными 
против E. coli 675 и St. aureus 209-P. Так, наи-
меньшая бактерицидная активность для TSC 
этилового эфира тиофен-2-глиоксиловой кис-
лоты (1) составила 250 мкг/мл и  125 мкг/ мл, 
TSC этилового эфира 5-фенилтиенил-2-гли ок-

силовой кислоты (2) – 125 мкг/мл и 62.5 мкг/ мл, 
аналогичных производных 3-метил-5-фенил-
тиофена  (3)  – 62.5  мкг/ мл, 4,5-дифенилтио-
фена (4) – 12.5 и 6.25 мкг/мл, соответственно. 
Несколько неожиданно активность произво-
дного 4-метил-2,3-дифенилтиофена (5) резко 
снизилась против E.  coli 675  – до  100 мкг/ мл 
и  столь  же резко повысилась для St. aureus 
209-P – до 0.78 мкг/ мл.

С помощью программ ChemBioDraw Ult-
ra 11.0 и HyperChem 8.0, были рассчитаны ли-
пофильность и дипольный момент исследован-
ных соединений.

ПМА производных тиофена хорошо корре-
лирует с липофильностью соединений для St. au-
reus 209-P (коэффициент корреляции 0.9661), 
и несколько хуже – для ПМА E.coli 675 (коэффи-
циент корреляции 0.682), в то время как данные 
по дипольным моментам соединений 1-5 стати-
стической обработке не поддаются.
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It is shown that antimicrobial activity (AMA) of thiosemicarbazone ethers of thieny-2-glyoxylic acid 
sequence depends on their lypophilicity. Correlation between the dipole moment and the shown AMA 
was not detected.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Иммунобиотехнология и медицинская химия514

Разработка новых лекарственных средств 
для местного лечения заболеваний кожи, мяг-
ких тканей и  слизистой оболочки различной 
этиологии с  использованием иммунотропных 
веществ приобретает особую актуальность, ко-
торая обусловлена резистентностью микроорга-
низмов к антибактериальным средствам, изме-
нениями иммунных функций у населения из-за 
роста нарушений нейро-иммуно-эндокринных 
взаимодействий, наличием маскирующих форм 
иммунопатологий, обусловливающих прогрес-
сирование патологии и терапевтическую толе-
рантность. При этом отмечается, что местное 
использование иммунотропных средств в ряде 
случаев является более эффективным, чем си-
стемное введение, когда возможны выражен-
ные побочные эффекты.

Учитывая актуальность использования 
иммунотропных средств, в  том числе, и  для 
местного применения, нами синтезирован но-
вый фармакологически активный кремний-
цинксодержащий глицерогидрогель на  осно-
ве тетраглицеролата кремния Si[OCH2CH 
(OH)CH2OH] 4 и  моноглицеролата цинка 
Zn [OCH2CH(CH2OH)O] [1, 2]. Известно, что 
моноглицеролат цинка обладает разнообразной 
фармакологической активностью: антибакте-
риальной, противовирусной и дерматопротек-

торной. При этом эссенциальный микроэлемент 
цинк в организме человека принимает участие 
во  многих ферментативных реакциях, повы-
шает устойчивость к  инфекционным заболе-
ваниям, принимает непосредственное участие 
в формировании T- и В-клеточного иммуните-
та. Дефицит микроэлемента цинка в организме 
человека приводит к нарушению функциониро-
вания клеток иммунной системы – иммунных 
функций. Эссенциальный микроэлемент крем-
ний в биологически активной форме (в форме 
глицеролатов) оказывает выраженное репара-
тивное и регенерирующее действие на все виды 
тканей организма [3].

Нами было показано, что синтезированный 
кремнийцинксодержащий глицерогидрогель 
нетоксичен, проявляет умеренную антибакте-
риальную активность (in vitro), оказывает вы-
раженное ранозаживляющее и  регенерирую-
щее действие [1, 2].

Целью данной работы являлась оценка им-
мунотропного действия кремнийцинксодер-
жащего глицерогидрогеля.

Методы исследования. Оценку эффектив-
ности кремнийцинксодержащего глицеро-
гидрогеля в  обеспечении иммунозависимых 
функций проводили на модели осложненного 
раневого процесса у крыс (механическая трав-

КРЕМНИЙЦИНКСОДЕРЖАЩИЙ ГЛИЦЕРОГИДРОГЕЛЬ – 

ПОТЕНЦИАЛЬНЫЙ ИММУНОТРОПНЫЙ ПРЕПАРАТ 

ТОПИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ

 Штанько И. Н.1,  Ваневская Е. А.2,  Мандра Ю. В.2, 

 Хонина Т. Г.1,  Тузанкина И. А.3,4,  Чупахин О. Н.1,4
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государственный медицинский университет Минздрава России; 3Институт 

иммунологии и физиологии УрО РАН; 4Уральский федеральный университет имени 
первого Президента России Б. Н. Ельцина, Екатеринбург, Россия

Изучено влияние кремнийцинксодержащего глицерогидрогеля на репарацию повреж-
денных участков кожи крыс на фоне иммуносупрессии, а также на процесс заживления 
патологических элементов у пациентов с простым герпесом губ. Полученные результаты 
показывают, что кремнийцинксодержащий глицерогидрогель можно рассматривать в ка-
честве потенциального иммунотропного препарата топического применения с антибакте-
риальной, противовирусной и ранозаживляющей активностью.

Ключевые слова: кремнийцинксодержащий глицерогидрогель, иммунотропное дей-
ствие, герпес, топическое применение.
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ма нижней части спины) популяции Wistar 
на фоне иммуносупрессии, вызванной введе-
нием гидрокортизона по  методике, описан-
ной в  статье [4]. Животные были разделены 
на 3 группы по 15 особей в каждой: крысам 1-й 
группы гидрокортизон не  вводили, крысам 
2-й и 3-й групп в течение всего эксперимента 
ежедневно внутримышечно вводили гидро-
кортизон в дозе 40 мг/кг. Крысам 3-й группы 
на  место ранения наносили кремнийцинксо-
держащий глицерогидрогель; животные 1-й 
и 2-й групп лечения не получали.

В ходе эксперимента фиксировали сроки 
ранозаживления, а также проводили гистоло-
гическое и  иммуногистохимическое исследо-
вание участков кожи крыс после заживления 
ран. В иммуногистохимическом исследовании 
оценивали клетки с маркерами CD68.

После завершения доклинических исследо-
ваний на экспериментальных животных, а так-
же стандартизации кремнийцинксодержаще-
го глицерогидрогеля [5] нами было проведено 
клиническое исследование на  ограниченном 
числе пациентов-добровольцев с  простым 
герпесом губ (В00.11, МКБ-10) в  Стоматоло-
гической поликлинике Уральского государ-
ственного медицинского университета. Для 
этого были отобраны 2 группы пациентов: 
исследуемая и контрольная, при этом всем па-
циентам было проведено комплексное обсле-
дование и  назначено лечение. В  исследуемой 
группе в комплексной терапии простого гер-
песа губ в  качестве местного лекарственного 
средства был назначен кремнийцинксодержа-
щий глицерогидрогель. В контрольной группе 
проводили только системное лечение, местные 
средства не  использовали. Эффективность 
лечения оценивали путем определения сро-
ков эпителизации патологических элементов 
на красной кайме губ; также проводили оцен-
ку динамики изменения общих и  иммуноло-
гических показателей ротовой жидкости.

Основные результаты. При изучении влия-
ния кремнийцинксодержащего глицерогидро-
геля на  репарацию поврежденных участков 
кожи крыс на  фоне иммуносупрессии было 
установлено, что на  14-й день эксперимента 
полная эпителизация ран в 100% случаев на-
блюдалась в  1-й группе (без лечения) и  3-й 
группе (лечение кремнийцинксодержащим 
глицерогидрогелем). У крыс 2-й группы к ука-
занному сроку полной эпителизации не  на-
блюдалось.

При гистологическом исследовании образ-
цов кожи, полученных в  ходе лечения, наи-
более выраженная положительная динамика 
с улучшенными морфоструктурными показа-
телями наблюдалась для кремнийцинксодер-
жащего глицерогидрогеля.

В иммуногистохимическом исследовании 
было показано, что для образцов травмиро-
ванной кожи, обработанных кремнийцинк-
содержащим глицерогидрогелем, значимо 
определяются макрофаги (CD68+), что под-
тверждает положительный эффект, обеспе-
ченный топическим воздействием исследуе-
мого геля на механизмы иммунитета.

Результаты клинического исследования 
показали, что сроки эпителизации патологи-
ческих элементов в  исследуемой группе па-
циентов составили 4–5 суток, в контрольной 
группе ~ 7 суток. Анализ общих и иммуноло-
гических показателей ротовой жидкости пока-
зал более быструю их нормализацию в иссле-
дуемой группе, что свидетельствует, вероятнее 
всего, о  противовирусном и  иммунотропном 
действии кремнийцинксодержащего глицеро-
гидрогеля.

Полученные результаты показывают, что 
кремнийцинксодержащий глицерогидрогель 
можно рассматривать в качестве потенциаль-
ного иммунотропного препарата топического 
применения с антибактериальной, противови-
русной и ранозаживляющей активностью, что 
представляет интерес для дальнейшего более 
углубленного изучения с  целью возможного 
внедрения в медицинскую практику.

Работа выполнена при финансовой под-
держке РФФИ (проект № 15–03–01770) и Пре-
зидиума УрО РАН.
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Актуальность и цель работы. Для предот-
вращения вирусных инфекций требуется ак-
тивация цитотоксических Т-лимфоцитов, что 
обеспечивается процессингом антигена через 
цитозольный путь. Наиболее эффективную 

защиту обеспечивают вакцины на  основе 
ослабленных штаммов вирусов, способных 
проникать в  цитозоль клеток. Однако у  лю-
дей с  ослабленным иммунитетом аттенуи-
рованные вакцины могут вызывать разви-

SILICONE-ZINC-CONTAINING GLYCEROHYDROGEL AS POTENTIAL 

IMMUNOTROPIC DRUG FOR TOPICAL APPLICATION

Shtan’ko I. N.1, Vanevskaya E. A.2, Mandra J. V.2, Khonina T. G.1, 

Tuzankina I. A.3,4, Chupakhin O. N.1,4
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Th e infl uence of silicone-zinc-containing glycerohydrogel on the reparation of rats damaged skin on 
the background of immunosuppression, as well as on the healing process of the pathological elements in 
patients with the Herpes simplex of lips were studied. Th e results obtained have shown that silicone-zinc-
containing glycerogel could be considered as a potential immunotropic drug for topical application with 
antibacterial, antiviral and wound-healing activities.

Keywords: silicone-zinc-containing glycerohydrogel, immunotropic activity, Herpes simplex, 
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ЭФФЕКТ ВКЛЮЧЕНИЯ ПРОИЗВОДНЫХ ХИТОЗАНА 

НА ИММУНОГЕННЫЕ СВОЙСТВА БЕЛКОВЫХ 

НАНОЧАСТИЦ
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В настоящее время нет эффективных противовирусных вакцин, что связано с трудно-
стью индукции цитотоксического ответа на синтетические антигены. В данной работе изу-
чали влияние включения в наночастицы лактоферрина (НЛ) производных хитозана на ин-
дукцию гуморального и цитотоксического клеточного ответа. Получили три типа частиц: 
НЛ, НЛ с включением сукциноилхитозана (НЛС) и дополнительно покрытые хитозаном 
(НЛСХ). НЛ и НЛС получали методом контролируемой термической обработки. Получен-
ные НЛС дополнительно покрывали низкомолекулярным хитозаном за счет образования 
полиэлектролитного комплекса. Мышей BALB/c иммунизировали в/б суспензией наноча-
стиц без дополнительных адъювантов. Антиген-специфическую продукцию IgG и клеточ-
ный иммунный ответ оценивали после 3-хкратной иммунизации. Показали, что во всех 
группах формировался сравнимый гуморальный ответ. Пролиферация Т-клеток была до-
стоверно выше в группах, иммунизированных хитозан-содержащими НЛ. Различий в доле 
CD4+ и CD8+ Т-клеток между группами не было. Таким образом, введение хитозана в со-
став вакцины приводит к усилению клеточного ответа при сохранении гуморального.

Ключевые слова: хитозан, лактоферрин, вакцины, гуморальный иммунный ответ, кле-
точный иммунный ответ.
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тие заболевания. В связи с этим в настоящее 
время разрабатываются более безопасные 
субъединичные вакцины. Такие вакцины не-
патогенны, не  вызывают побочных реакций 
на введение вакцины и легко стандартизуют-
ся. Недостатком субъединичных вакцин явля-
ется их низкая эффективность, так как при их 
использовании защитный эффект обусловлен 
стимуляцией выработки антител при отсут-
ствии цитотоксического клеточного ответа, 
который необходим для защиты от вирусных 
инфекций. Поэтому в  настоящее время вни-
мание исследователей сосредоточено на  соз-
дании композиций, способных индуцировать 
клеточный ответ, основанный на  активации 
CD8+ Т-клеток. В качестве носителя антигена 
для создания таких композиций широко при-
меняются липосомы, наночастицы на  основе 
PGA, PLGA, PLA, а также частицы на основе 
хитозана и его производных [1]. В данной ра-
боте исследуется зависимость гуморального 
и клеточного иммунного ответа на наночасти-
цы на  основе лактоферрина и  производных 
хитозана с разным зарядом. Ранее нами пока-
зано, что положительно заряженные произво-
дные хитозана попадают в цитоплазму клеток 
минуя эндосомы и лизосомы [2].

Материалы и  методы. Лактоферрин (ЛФ) 
был выделен из  сыворотки коровьего молока 
методом ионообменной хроматографии. Хито-
зан с молекулярной массой (ММ) 20 кДа и 50кДа 
и степенью дезацетилирования (СД) 90% полу-
чали методом кислотного гидролиза высоко-
молекулярного хитозана (ММ = 1000 кДа, СД = 
87%). Наночастицы ЛФ-НЛ получали методом 
контролируемой термической обработки [3] 
при температуре 80-85ºС. Для получения НЛС 
использовали сукциноилхитозан (С) (полу-
ченный из  хитозана с  ММ = 50 кДа) со  степе-
нью замещения 70%. Частицы НЛС получены 
в  массовом соотношении Л/С=1/1 c добавле-
нием 20% ПЭГ 2000. Частицы НЛСХ получали 
из НЛС ресуспендированием в растворе хито-
зана с ММ = 20 кДа. Полученные частицы про-
мывали фосфатным буфером и  отделяли цен-
трифугированием. Размер наночастиц и  заряд 
определяли с  помощью метода динамического 
светорассеяния (Brookhaven, США). Для анали-
за морфологии наночастиц использовали метод 
атомно-силовой микроскопии (NTEGRA-Prima, 
Россия) в полуконтактном режиме.

Мышей BALB/c трехкратно иммунизирова-
ли в/б 100 мкл суспензии наночастиц, содер-

жащей 25 мкг белка. Повторные иммунизации 
проводили через 4 сут. На третьи сутки после 
последней иммунизации получали сыворотки 
крови из  ретроорбитального синуса и  ана-
лизировали продукцию IgG методом ИФА. 
На двадцатые сутки после первой иммуниза-
ции мышей забивали и  выделяли селезенки 
для анализа.

Клеточный ответ оценивали по пролифера-
ции спленоцитов в ответ на 20, 40 и 80  мкг/ мл Л. 
Долю пролиферирующих бластных форм, 
а  также количество CD4+ и  CD8+ Т-клеток 
оценивали с  помощью проточной цитоме-
трии на приборе FACScan (BD, США) на 3 и 5 
сут, для чего клетки окрашивали конъюги-
рованными с  красителем антителами против 
TCR, CD4 и CD8, мертвые клетки исключали 
окрашиванием йодистым пропидием. Анализ 
пролиферации также оценивали на 3 и 5 сут 
инкубации клеток с использованием реактива 
CellTiter-Blue (Promega) и МТТ.

Результаты и  обсуждение. Для формиро-
вания частиц было подобрано массовое соот-
ношение ЛФ: СХ=1:1, при котором частицы 
были наиболее стабильны и содержали около 
50% белка. Введение ПЭГ в  смесь полимеров 
способствовало повышению выхода частиц 
и  позволило снизить температуру формиро-
вания частиц с  90  °C до  80  °C. Частицы НЛ, 
НЛС и НЛСХ имели размер 110, 200 и 300 нм 
и ζ-потенциал 23, -15 и 19 мВ соответственно.

При исследовании уровня антител IgG, спец-
ифичных к Л, было показано, что все исследо-
ванные типы частиц стимулировали сравни-
мый уровень синтеза антител. Таким образом, 
добавление хитозана в  частицы не  влияло 
на выработку гуморального ответа.

Для исследования активации первичные 
культуры спленоцитов стимулировали раз-
личными дозами антигена, после чего опре-
деляли пролиферацию клеток в  зависимости 
от  дозы антигена. Максимум пролиферации 
достигался при концентрации Л 40 мкг/мл как 
на 3, так и на 5 сут культивирования. На тре-
тьи сутки инкубации индексы пролиферации, 
при исследовании методом проточной цито-
метрии, в ряду контроль-НЛ-НЛС-НЛСХ со-
ставили 1,6-1,7-2,1-2,1 соответственно.

Анализ количества активированных (бласт-
ных) CD4+ и  CD8+ Т-клеток показал их до-
стоверное увеличение в  группах, иммуни-
зированных НЛС и  НЛСХ, по  сравнению 
с группой НЛ и контролем. Различий между 
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EFFECT OF CHITOSAN DERIVATIVE INCORPORATION 

ON IMMUNOGENIC PROPERTIES OF PROTEIN NANOPARTICLES

Shcherbinina T. S.1, Zubareva A. A.1, Varlamov V. P.1, 

Svirshchevskaya E. V.2

1Centre “Bioengineering” of the RAS; 2M.M. Shemyakin and Yu.A. Ovchinnikov Institute 
of bioorganic chemistry of the RAS, Moscow, Russia

Modernly there are no eff ective antiviral vaccines due to inability to induce cytotoxic cellular im-
mune response by synthetic antigens. Th e aim of this work was to study the eff ect of chitosan deriva-
tive incorporation into lactoferrin nanoparticles (LN) on humoral and cellular immune response against 
lactoferrin. We have developed three types of particles: LN, LN with succinoyl-chitosan incorporation 
(LNS), and LNS coated by chitosan (LNSC). LN and LNS were obtained by controlled thermal treatment. 
LNS were additionally coated by low molecular weight chitosan via polyelectrolyte complex formation. 
BALB/c mice were immunized i. p. by nanoparticles without additional adjuvants. Antigen specifi c IgG 
production and humoral immune response was estimated aft er 3 immunizations. We showed that a com-
parable humoral response was formed in all groups. T-cell proliferation was signifi cantly higher in mice 
immunized with chitosan incorporating particles. Th ere was no diff erence between proliferating CD4+ 
и CD8+ Т-cell numbers in LNS and LNSC groups. We concluded that chitosan incorporation into protein 
vaccines stimulates cellular response while preserving humoral one.

группами, иммунизированными конструк-
циями с разным зарядом, не выявили. Таким 
образом, включение полисахаридов в состав 
белковых наночастиц модифицирует им-
мунный ответ и  вызывает усиление проли-
ферации как в популяции CD4+, так и CD8+-
лимфоцитов.
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АКТИВАЦИЯ МОНОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ, 

СТИМУЛИРОВАННЫХ ИММУННЫМИ КОМПЛЕКСАМИ, 

СОДЕРЖАЩИМИ АНТИГЕНЫ ВИЧ

 Королевская Л. Б.,  Шмагель К. В., 

 Слободчикова С. В.

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Проведена оценка участия иммунных комплексов, сформированных на  основе анти-
генов ВИЧ и  противовирусных антител, в  активации мононуклеарных клеток ВИЧ-
инфицированных больных, не  получающих противовирусную терапию. Выявлено, что 
стимуляция моноцитов как ВИЧ-инфицированных, так и  здоровых людей иммунными 
комплексами приводит к существенному повышению интенсивности люминолзависимой 
хемилюминсценции. Установлено, что в  отличие от  клеток здоровых доноров, реакция 
моноцитов ВИЧ-инфицированных больных на иммунные комплексы не приводит к уве-
личению доли CD14+ клеток, синтезирующих IL-6, что, по-видимому, связано с высокой 
степенью активации клеток врожденного иммунитета инфицированных пациентов.

Ключевые слова: иммунные комплексы, ВИЧ-инфекция, активация иммунитета, анти-
генпрезентирующие клетки.

Существуют различные гипотезы, объяс-
няющие причины истощения CD4+ Т-лимфо-
цитов при ВИЧ-инфекции. Установлено, что 
основой патогенеза и  сильным прогности-
ческим фактором развития заболевания яв-
ляется иммунная активация [1, 2]. Точные 
причины ее остаются малопонятными. На се-
годняшний день наиболее популярна гипоте-
за микробной транслокации, согласно кото-
рой бактериальные продукты, поступающие 
из  кишечника, стимулируют клетки врож-
денного иммунитета, которые вызывают ак-
тивацию Т-лимфоцитов [3]. Касаясь вопроса 
о роли антигенпрезентирующих клеток, нами 
была представлена модифицированная гипо-
теза активации иммунокомпетентных клеток 
при ВИЧ-инфекции [4]. Ее суть: активация 
Т-лим фоцитов происходит под влиянием ан-
тигенпрезентирующих клеток, стимулирован-
ных иммунными комплексами.

Целью настоящей работы была оценка спо-
собности иммунных комплексов, в состав ко-
торых входят антигены ВИЧ, активировать 
моноциты периферической крови.

Методы исследования. В  работе была 
использована венозная кровь, полученная 

от 10  здоровых доноров и 10 ВИЧ-инфици-
рованных пациентов, не принимающих про-
тивовирусную терапию. От  каждого участ-
ника исследования получено письменное 
информированное согласие. Средний возраст 
здоровых и  ВИЧ-ин фи цированных людей 
составил 38,2±4,2 лет и  33,3±3,2 лет соответ-
ственно, в  каждой группе преобладали жен-
щины (70%). Мононуклеарные клетки выде-
ляли путем центрифугирования в  градиенте 
плотности диаколла общепринятым методом. 
Модельные иммунные комплексы форми-
ровали на  основе антигенов ВИЧ (планшет, 
в лунках которого сорбирована смесь реком-
бинантных антигенов ВИЧ) и специфических 
противовирусных антител, присутствующих 
в плазме крови ВИЧ-ин фи цированных паци-
ентов (Аг+Ат+). Контрольные пробы содержа-
ли антигены ВИЧ с плазмой крови здоровых 
добровольцев без вирус-специфических ан-
тител (Аг+Ат-) и антигены ВИЧ с раствором 
Хэнкса (Аг+). После внесения мононукле-
арных клеток пробы культивировали в  те-
чение суток. Оценку внутриклеточной экс-
прессии IL-6 в популяции CD14+ моноцитов 
проводили методом проточной цитометрии 
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(BD  FACSCalibur) с  использованием моно-
клональных антител anti-human CD14 FITC, 
IL-6 PE и  соответствующих изотипических 
контролей (BioLegend). Взаимодействие мо-
ноцитов периферической крови с модельны-
ми иммунными агрегатами оценивали по ге-
нерации клетками активных форм кислорода 
в  люминолзависимой хемилюминисценции 
(Luminoskan Ascent). Достоверность разли-
чий между группами проводили на  основе 
t-критерия Стьюдента.

Результаты. Моноциты периферической 
крови, стимулированные in vitro, продуциру-
ют IL-6 независимо от наличия или отсутствия 
иммунных комплексов в пробе. Вместе с тем, 
установлено, что уровень продукции цитоки-
на клетками здоровых доноров возрастает при 
их активации комплексами антиген-антитело. 
Относительное количество IL-6+ моноцитов, 
стимулированных иммунными комплексами, 
состоящими из антигенов ВИЧ и противови-
русных антител (Аг+Ат+), было значительно 
выше по  сравнению с  соответствующим по-
казателем, установленным в  пробах, не  со-
держащих иммунных агрегатов (Аг+Ат-). Доля 
CD14+IL-6+ моноцитов составила 57,1±4,4% 
и 39,4±5,3% соответственно (P<0,05). Относи-
тельное число IL-6+ клеток, стимулированных 
только антигенами ВИЧ (Аг+), было ниже и со-
ставило 29,6±4,5% (Pк группе Аг+Ат+<0,001).

Продукция данного цитокина моноцита-
ми ВИЧ-ин фицированных людей не зависела 
от  того, находится антиген в  составе иммун-
ного комплекса или присутствует в  свобод-
ном состоянии. Относительное количество 
CD14+IL-6+ клеток, стимулированных иммун-
ными комплексами (Аг+Ат+) и  антигенами 
ВИЧ (Аг+), составило 63,2±3,8% и 65,0±7,0% со-
ответственно. В пробе, содержащей антигены 
ВИЧ и плазму крови без вирус-специфических 
антител (Аг+Ат–), доля CD14+IL-6+ моноцитов 
составила 66,0±6,5%. Можно предположить, 
что изначальный уровень IL-6-продуцентов 
в  крови больных был предельно высоким и, 
вероятно, не мог быть увеличен дополнитель-
ной стимуляцией.

Вместе с тем в клетках ВИЧ-инфицирован-
ных людей сохранялась способность к продук-
ции активных форм кислорода при взаимодей-
ствии с иммунными агрегатами. Установлено 
значительное повышение интенсивности лю-
минолзависимой хемилюминесценции моно-
цитов, стимулированных иммунными ком-

плексами, в  состав которых входят антигены 
ВИЧ. Сила свечения в  пробах, содержащих 
(Аг+Ат+) и  не  содержащих (Аг+Ат–) специфи-
ческих антител, формирующих иммунные 
комплексы, составила 28,8±3,5 RLU и  9,1±1,4 
RLU соответственно (P<0,001). Аналогичные 
результаты были получены при стимуляции 
моноцитов крови здоровых добровольцев. 
Интенсивность свечения в  отсутствии им-
мунных агрегатов (Аг+Ат–) была относитель-
но невысокой и  составила 7,0±0,9 RLU. При 
этом взаимодействие моноцитов с иммунны-
ми комплексами, сформированными на осно-
ве антигенов ВИЧ и  специфических антител 
(Аг+Ат+), сопровождалось существенным по-
вышением интенсивности люминисценции 
клеток. Ее уровень составил 20,4±4,0 RLU 
(P<0,01). Следует отметить, что при стиму-
ляции клеток только антигенами ВИЧ (Аг+) 
интенсивность свечения моноцитов как ВИЧ-
ин фицированных, так и здоровых людей была 
относительно невысокой. Уровень люминис-
ценции клеток составил 3,7±0,5 RLU и 2,8±0,7 
RLU соответственно. Эти показатели досто-
верно отличались от  соответствующих зна-
чений, полученных в  пробах, не  содержащих 
комплексов антиген-антитело (P<0,01).

Таким образом, на основании полученных 
данных установлено, что иммунные комплек-
сы, в  состав которых входят антигены ВИЧ, 
способны активировать антигенпрезентирую-
щие клетки. Взаимодействие моноцитов здо-
ровых доноров с  иммунными комплексами, 
сформированными антигенами ВИЧ и  про-
тивовирусными антителами, приводит к  зна-
чительному увеличению относительного ко-
личества CD14+ клеток, продуцирующих IL-6. 
Кроме того, стимуляция моноцитов перифе-
рической крови такими комплексами сопро-
вождается существенным усилением генера-
ции активных форм кислорода.

Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ-Урал № 13–04–96012-р_урал_а.
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ACTIVATION OF PERIPHERAL BLOOD MONOCYTES STIMULATED 

WITH IMMUNE COMPLEXES CONTAINING HIV ANTIGENS
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Role of the immune complexes formed on the basis of HIV antigens and antiviral antibodies in the 
activation of mononuclear cells of HIV-infected patients not receiving antiviral therapy was assessed. 
Immune complexes stimulation-mediated monocytes luminal-dependent chemiluminescence signifi cant 
increase was revealed in both HIV-infected and healthy subjects. In contrast to healthy donor cells the 
reaction of HIV-infected patient monocytes on immune complexes did not increase the proportion of 
CD14+ cells expressing IL-6, which is apparently due to the high degree of activation of innate immune 
cells in infected patients.

Введение. Экзема – острое или хроническое 
рецидивирующее аллергическое заболевание 
кожи, формирующееся под влиянием экзоген-
ных и эндогенных триггерных факторов и харак-
теризующееся появлением полиморфной сыпи, 
острой воспалительной реакцией, обусловлен-
ной серозным воспалением кожи, и  сильным 
зудом. [1]. Среди множественных форм экземы 
наиболее частой разновидностью является ми-
кробная, составляющая более 50% всех клини-
ческих вариантов дерматоза. [1, 2, 3, 4]

Важность иммунных нарушений в  патоге-
незе экземы не  вызывает сомнений. [1, 2, 3, 5] 
Определено значение иммуногенетических осо-

бенностей (ассоциации с антигенами HLA-В22 
и  HLA-С1), иммунного воспаления в  коже 
на фоне подавления клеточного и гуморального 
иммунитета, угнетения неспецифической рези-
стентности. Участие Т-лимфоцитов, в  частно-
сти Th 1, индуцирующих целый ряд провоспа-
лительных цитокинов, таких как ИЛ-1, ИЛ-2, 
ФНОα, ИФН-γ, дало основание некоторым ав-
торам назвать это заболевание «цитокиновым 
дерматозом». Кроме того, иммунные девиации 
у больных экземой выявлены в самой коже, где 
отмечаются реакции, частично медиированные 
Th 2 лимфоцитами (на  ранних стадиях) и  Th 1 
лимфоцитами (на  поздних стадиях) [2, 3, 5]. 

ОСОБЕННОСТИ ГУМОРАЛЬНОГО ЗВЕНА ИММУНИТЕТА 

И ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ У БОЛЬНЫХ 

ИНФЕКЦИОННОЙ ЭКЗЕМОЙ

 Лукьянчикова Л. В.,  Лысенко О. В.

ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» 
Министерства здравоохранения РФ; ГБУЗ «Областной кожно-венерологический 

диспансер № 3», Челябинск, Россия

Цель исследования – Изучить изменения в некоторых показателях гуморального звена 
иммунитета и цитокинового профиля у больных инфекционной экземой, для дальнейшей 
оптимизации терапии заболевания. Материал и методы. Проведено обследование 100 боль-
ных инфекционной экземой, в сравнении с 30 условно здоровыми лицами. Производилась 
оценка уровней Ig А, Ig M, IgG, IgE, ЦИК, концентрации цитокинов IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-17, 
а также лактоферрина. Результаты. У больных инфекционной экземой в процессе развития 
заболевания сформировалось значительное изменение иммунной реактивности. Наиболее 
существенные отклонения от показателей здорового контингента выявлены в содержании 
ЦИК, IgA, IgM, IgG, IL-2 и IL-17.

Ключевые слова: инфекционная экзема, цитокиновый профиль, гуморальный им-
мунитет.
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В конечном итоге, выход простагландинов, лей-
котриенов, гистамина и т. д., вызывающих раз-
витие в тканях воспаления, клинически прояв-
ляется ранним аллергическим ответом в  виде 
гиперемии, отека, зуда [2, 3, 5].

Не меньший интерес вызывают изменения 
гуморального звена и цитокинового профиля 
у  больных инфекционной экземой, девиации 
которых изучены в меньшей степени.

Цель исследования. Изучить изменения 
в некоторых показателях гуморального звена 
иммунитета и цитокинового профиля у боль-
ных инфекционной экземой, для дальнейшей 
оптимизации терапии заболевания.

Материалы и  методы. Для достижения по-
ставленной цели в  2009–2013 г. проведено 
исследования иммунного статуса у 100 паци-
ентов с инфекционной экземой, в сравнении 
с 30 условно здоровыми лицами. Определение 
в сыворотке крови концентрации иммуноглобу-
линов классов A, M, G проводилось с помощью 
иммуноферментного анализа с тест-системами 
производства ВЕКТОР БЕСТ (г. Новосибирск). 
Концентрация общего иммуноглобулина Е 
в сыворотке крови выявлялась методом твёрдо-
фазного иммуноферментного анализа («Вектор-
Бест», г. Новосибирск). Уровень IL-17, IL-4, 
IFN-γ оценивали методом иммуноферментного 
анализа в  микропланшетном формате с  реги-
страцией результатов на ридере «MultiscanPlus» 
фирмы «Labsystems» (Финляндия) с применени-
ем реактивов фирмы ООО «Цитокин» (г. Санкт-
Пе тербург). Статистический анализ данных 
проводили с  помощью пакетов прикладных 
программ Microsoft Excel 2007 и STATISTICA 6.0 
(forWindows; «StatSoft , Inc.», 2001).

Результаты и  обсуждения. Исследование 
некоторых показателей гуморального иммуни-
тета и  цитокинового профиля у  больных ин-
фекционной экземой выявило широкий спектр 
девиаций различного уровня. Уровень цир-
кулирующих иммунных комплексов в  группе 
наблюдения был достоверно увеличен и  до-
стиг 46,31±1,98, что в два раза выше его коли-
чества в контрольной группе. При инфекцион-
ной экземе наблюдалось снижение содержания 
Ig А  в  сравнении с  контролем (0,89±0,04 г/л 
и 1,63±0,01 г/л соответственно, p<0,01), подоб-
ные же отклонения имелись в отношении Ig М 
(1,01±0,04 г/л и  1,18±0,09 г/л, соответственно; 
p<0,05). Уровень IgG, напротив оказался увели-
ченным (19,31±0,23 г/л; контроль 11,31±0,21 г/л; 
p<0,001). Содержание в  сыворотке крови IgE 

было повышено у  лиц с  инфекционной экзе-
мой (10,32±1,32 МЕ/мл), в сравнении с контро-
лем (1,68±0,22 МЕ/мл). Учитывая патогенети-
ческую значимость в развитии инфекционной 
экземы, в  сыворотке крови определена кон-
центрация IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-17, а  также 
лактоферрина. Выявлено достоверно большее 
содержание IL-2 (4,62±0,05 пг/мл, по  срав-
нению с  контролем 1,63±0,12 пг/мл, p<0,01), 
что может свидетельствовать об  активном 
островоспалительном процессе на системном 
уровне. Содержание IL-4 при инфекционной 
экземе не отличалось от показателей контро-
ля. Отмечено достоверное повышение уровня 
IL-17 (20,78±0,93 пг/мл, относительно по-
казаний контроля 16,32±1,77 пг/мл, p<0,001) 
что, вероятно, связано с  участием данного 
цитокина в  развитии аллергического вос-
паления, а также с тем, что основной физио-
логической функцией этого цитокина явля-
ется защита от  инфекций. Количество IFN-γ 
оказалось также достоверно повышенным 
(24,30±1,23 пг/ мл) по сравнению с контролем 
(13,04±2,29 пг/ мл). Содержание лактоферри-
на в сыворотке крови было, напротив, досто-
верно ниже, чем в  контрольной группе и  со-
ответствовало 897±30,10 нг/мл при контролле 
1136±90,92 нг/мл. Возможно, в некоторых слу-
чаях данное снижение может нарушать устой-
чивость к развитию бактериальной инфекции 
у пациентов с инфекционной экземой.

Таким образом, у  больных инфекционной 
экземой в  процессе развития заболевания 
сформировалось значительное изменение им-
мунной реактивности. Наиболее существен-
ные отклонения от  показателей здорового 
контингента выявлены в  содержании ЦИК, 
IgA, IgM, IgG, IL-2 и IL-17.
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FEATURES OF HUMORAL IMMUNITY AND CYTOKINE PROFILE 

IN PATIENTS WITH INFECTIOUS ECZEMA
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Th e aim of the study was to examine the changes in some indicators of humoral immunity and cytokine 
profi le in patients with infectious eczema, for further optimization of the therapy of the disease. Material 
and methods. A study of 100 patients with infectious eczema, in comparison with 30 healthy individu-
als. Th e assessment was made Ig A, Ig M, IgG, IgE, CIC, the concentration of cytokines IFN-γ, IL-2, IL-4, 
IL-17, as well as lactoferrin. Results. In patients with infectious eczema in the process of development of 
the disease formed a signifi cant change in immune reactivity. Th e most signifi cant deviations from that of 
a healthy contingent identifi ed in the content of the CIC, IgA, IgM, IgG, IL-2 and IL-17.

Keywords: infectious eczema, cytokine profi le, humoral immunity.

Актуальность и  цель работы. Изучение 
протективного иммуногенеза при чуме оста-
ется актуальным вопросом современной им-
мунологии, обусловленным, как особенностя-
ми взаимодействия возбудителя с организмом 
хозяина – способностью Yersinia pestis избегать 
эффективного иммунного ответа за счет про-
дукции целого ряда защитных факторов (обра-
зование капсулы, наличие секреции 3-го типа, 
термоиндуцибельная модификация липопо-
лисахарида и др.), так и отсутствием современ-

ных вакцинных препаратов, обеспечивающих 
длительный протективный иммунитет против 
всех форм инфекции. Живая чумная вакци-
на (ЖЧВ) – аттенуированный штамм Y. pestis 
EV НИИЭГ  – остается единственной в  мире 
лицензированной вакциной, эффективной 
против бубонной и легочной формы, и пред-
ставляет собой уникальную модель для про-
яснения механизмов иммуногенеза при чуме. 
Предполагается, что ЖЧВ преимущественно 
стимулирует клеточный Th 1-иммунитет [1], 

ХАРАКТЕРИСТИКА КЛЕТОЧНОГО ИММУННОГО 
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 Ляпина А. М.1,  Федорова В. А.1,  Мотин В. Л.2

1ФГБНУ «Саратовский научно-исследовательский ветеринарный институт», 
Саратов, Россия; 2Университет Техаса, Медицинский факультет, Галвестон, США

Живая чумная вакцина EV НИИЭГ (ЖЧВ) является уникальной моделью для изуче-
ния механизмов протективного иммуногенеза при чуме. В работе был исследован клеточ-
ный ответ и продукция Th 1/Th 2/Th 17-цитокинов на основные иммунодоминатные анти-
гены чумного микроба  – F1 и  LcrV, очищенные и  содержащие примеси бактериального 
липополисахарида (ЛПС), лимфоцитами доноров, многократно вакцинированных ЖЧВ. 
Несмотря на зафиксированный низкий уровень клеточной пролиферации, показана Th 1-
направленность специфического ответа на F1 у вакцинированных. Продемонстрирована 
тенденция к снижению Th 2- и Th 17- цитокинов, индуцированная очищенными от ЛПС F1 
и LcrV, и к усилению их продукции при воздействии ЛПС-содержащих антигенов.

Ключевые слова: Yersinia pestis, EV НИИЭГ, F1, LcrV, Th1/Th2/Th17- цитокины, вакци-
нированные доноры.
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однако характеристика последнего на  сегод-
няшний день не является достаточно полной. 
Недавно на модели дефицитных по В-клеткам 
мышей, вакцинированных штаммом Y. pestis, 
аттенуированным за счет продукции шестиа-
цильного ЛПС, была показана значительная 
роль Th 17-опосредованного иммунитета в за-
щите против экспериментальной чумы [2], од-
нако на модели ЖЧВ подобных исследований 
не проводилось.

Целью работы являлось изучение специфи-
ческой клеточной пролиферации и продукции 
Th 1-, Th 2- и Th 17-ассоциированных цитоки-
нов лимфоцитами доноров, вакцинированных 
ЖЧВ, в ответ на стимуляцию иммунодоминат-
ными антигенами Yersinia pestis – F1 и LcrV.

Материалы и методы. Для изучения спец-
ифической активации лимфоцитов и  оценки 
антиген-стимулированной продукции IFN-γ, 
IL-4, IL-17A использовали метод бластной 
трансформации лимфоцитов с  последующим 
количественным определением цитокинов 
в супернатантах от стимулированных моно-
нуклеаров периферической крови (МНК). 
МНК выделяли из  гепаринизированной кро-
ви доноров с различным количеством вакци-
наций ЖЧВ (группа A, 12 человек) и невакци-
нированных контрольных доноров (группа  B, 
2 человека) на градиенте плотности 1,077 г/ мл 
и  культивировали по  общепринятой мето-
дике. Для специфической стимуляции кле-
ток использовали рекомбинантные антигены 
Y.  pestis F1 и LcrV, полученные путем клониро-
вания и экспрессии в E. coli в форме гистидин-
меченных белков и  очищенные аффинной 
хроматографией на Ni2+-содержащей матрице 
до (обозначены как F1-LPS и LcrV-LPS) и после 
(F1 и LcrV, соответственно) их освобождения 
от примесей липополисахарида (ЛПС) E. coli. 
Каждый антиген добавляли в  лунки с  МНК 
в  концентрациях 2 мкг/мл (F1) и  5 мкг/ мл 
(LcrV, F1-LPS, LcrV-LPS). В качестве контролей 
использовали МНК без стимуляции антигена-
ми, а также конканавалин А (ConA) (1 мкг/мл) 
и  двухсуточные инактивированные бактери-
альные взвеси вакцинного штамма EV НИИЭГ, 
выращенные при температурах 26 °C (EV-26) 
и  37  °C (EV-37). Клеточную пролиферацию 
оценивали на шестые сутки культивирования 
с применением хемилюминесцентного набора 
по  измерению включения BrdU в  ДНК деля-
щихся лимфоцитов (Roche). Индекс проли-
ферации определяли по  формуле: ИП = rlu/s 

в  стимулированной культуре / rlu/s в культу-
ре без антигена. Концентрации IFN-γ, IL-4, 
IL-17A измеряли в супернатантах, отобранных 
на пятые сутки культивирования, с использо-
ванием отечественных коммерческих наборов 
для определения цитокинов человека.

Результаты и  обсуждение. МНК как вак-
цинированных, так и  контрольных доноров 
демонстрировали высокие индексы пролифе-
рации в  лунках с  положительными контро-
лями (ConA, EV-26, EV-37). Оценка антиген-
индуцированного бластообразования показала, 
что стимуляция лимфоцитов группы А антиге-
нами F1, LcrV, F1-LPS, LcrV-LPS вызывала невы-
сокий уровень пролиферации: M±m ИП (F1) – 
1,22±0,18; M±m ИП (LcrV)  – 1,22±0,13; M±m 
ИП (F1-LPS) – 2,28±0,32; M±m ИП (LcrV-LPS) – 
1,2±0,14. При этом была отмечена некоторая 
иммуносупрессия, в  большей степени выра-
женная при стимуляции F1 (ИП<1 у  41,7%). 
Аналогичный показатель для F1-LPS составил 
8,3%, для LcrV и LcrV-LPS – 33,3%. Повышение 
ИП при стимуляции F1-LPS скорее всего объ-
ясняется примесью бактериального ЛПС, об-
ладающего способностью к  неспецифической 
поликлональной активации лимфоцитарных 
клеток [3]. Лимфоциты невакцинированных 
доноров в целом активнее (в 1,5 раз) отвечали 
на воздействие всех использованных вариантов 
антигенов. Продукция IL-4 и IL-17A у доноров 
обеих групп демонстрировала большое разно-
образие. Cпонтанная продукция IL-4 и IL-17A 
в  культуре нестимулированных лимфоцитов 
наблюдалась у 75% и 33,3% вакцинированных, 
соответственно, и  у  100% контрольных доно-
ров. При этом уровень IL-4 у последних в пять 
раз превышал таковой у  вакцинированных, 
тогда как спонтанная продукция IL-17A была 
незначительно (в  1,14 раз) выше в  опытной 
группе. Антигенная стимуляция индуцирова-
ла однонаправленные изменения уровней IL-4 
и IL-17A в обеих группах: F1 и LcrV вызывали 
снижение продукции цитокинов у  большего 
числа доноров, а  ЛПС-содержащие антигены 
F1-LPS и LcrV-LPS – их повышение. Вероятно, 
продукция IL-4 и  IL-17A была ассоциирована 
с неспецифическим воздействием бактериаль-
ного ЛПС. Изучение продукции IFN-γ не  вы-
явило детектируемых концентраций данного 
цитокина в супернатантах от нестимулирован-
ных лимфоцитов в  обеих группах доброволь-
цев. Стимуляция F1 индуцировала продукцию 
IFN-γ у 25%, а F1-LPS – у 66,7% вакцинирован-
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ных при отсутствии ответа в контрольной груп-
пе. Специфическая стимуляция V-антиге на 
независимо от наличия/отсутствия ЛПС в пре-
парате не индуцировала образования детекти-
руемых уровней IFN-γ в  супернатантах обеих 
групп доноров, что согласуется с наблюдения-
ми о способности LcrV подавлять продукцию 
провоспалительных цитокинов [4].

Таким образом, полученные в  настоящем 
исследовании данные свидетельствуют о  до-
статочно низком уровне специфического кле-
точного ответа на известные иммунодоминат-
ные антигены чумного микроба  – F1 и  LcrV. 
Нами была зафиксирована продукция IFN-γ 
у 25% доноров группы А при стимуляции F1, 
что характеризует Th 1-направленность отве-
та на  данный антиген у  иммунореактивных 
вакцинированных ЖЧВ доноров. Оценка ци-
токинового профиля при стимуляции LcrV 
не  позволяет сделать однозначного вывода 
о преобладании того или иного типа иммунно-
го ответа и требует дальнейшего прояснения. 

Влияние примесей бактериального ЛПС, опи-
санное в  данном исследовании (увеличение 
ИП, продукции IFN-γ, IL-4, IL-17A), должно 
всегда учитываться при изучении клеточного 
иммунитета, поскольку может вуалировать 
(IFN-γ) и даже изменять на противоположный 
характер синтеза основных цитокинов (IL-4, 
IL-17A). Несмотря на  то, что в  исследовании 
не  было получено данных, подтверждающих 
Th 17-зависимый характер иммунного ответа 
на F1 и LcrV у вакцинированных ЖЧВ, изуче-
ние данного вопроса представляется перспек-
тивным.
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CHARACTERISTICS OF CELLULAR IMMUNE RESPONSE TO F1 AND LcrV 

IN HUMANS IMMUNIZED WITH LIVE PLAGUE VACCINE

Lyapina A. M.1, Feodorova V. A.1, Motin V. L.2

1Saratov Scientifi c and Research Veterinary Institute, Saratov, Russia; 
2University of Texas Medical Branch, Galveston, USA

Live plague vaccine (LPV) represents a unique model to examine the immune mechanisms involved 
in eliciting protection against plague. In our study cellular immune response and Th 1/Th 2/Th 17-polari-
sation to major immunodominant antigens, such as F1 and LcrV, containing traces of bacterial lipopoly-
saccharide (LPS) and LPS-free, were investigated among donors vaccinated with LPV. Although the level 
of lymphocyte proliferation was low, it was possible to register Th 1- mediated immune response to F1 
antigen in vaccinees. Moreover, the LPS-free F1 and LcrV had a tendency to reduce the production of 
Th 2- and Th 17-cytokines, while LPS-containing antigens provided their stimulation.
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Актуальность. В  настоящее время иммун-
ный ответ при бронхолегочных заболеваниях 
у детей рассматривается как сложный комплекс 
антигенспецифических и неспецифических им-
мунологических реакций воспаления, регули-
руемых широким спектром «эндогенных имму-
номодуляторов». Обязательным компонентом 
патогенеза вирусных инфекций считается не-
специфическая иммуносупрессия, механизмы 
формирования которой и её патогенетическая 
роль, в частности при бронхопневмонии, дис-
кутируются [3, 4]. Рядом исследований проде-
монстрирована взаимосвязь между выражен-
ностью неспецифической иммуносупрессии 
и  интенсивностью специфического антитель-
ного ответа на вирус-возбудитель, в частности 
при бронхопневмонии, отягощенной TORCH 
инфекциями, у новорожденных, детей первого 
года жизни и  от  1 года до  6 лет [1, 2]. По-ви-
димому, формирование разных типов иммун-
ного ответа, с  преобладанием тех или иных 
эффекторных механизмов иммунологической 
защиты тесно связано с уровнем и естествен-
ной, и приобретенной резистентности к возбу-
дителю инфекции.

Вышесказанное иллюстрирует тот факт, что 
механизмы выздоровления детей от бронхоле-
гочной патологии будут неодинаковыми. Это 
ставит вопрос о  целесообразности разработ-
ки принципиально новых, дифференцирован-

ных подходов к лечению детей в зависимости 
от реализуемого типа иммунного ответа.

Цель исследования: изучить некоторые па-
раметры клеточного и гуморального иммуни-
тета у детей с острой пневмонией, ассоцииро-
ванной с TОRСН инфекцией.

Материалы и  методы. Иммунологические 
исследования были выполнены в  Институте 
Иммунологии АН РУз и включали определение 
количества Т-лимфоцитов (СD3) и субпопуля-
ций: Т-хелперов (СD4), Т-супрессоров (СД8), 
естественных киллеров (СD16), В-лимфо-
цитов (СD19) модифицированным методом 
Гариба Ф. Ю. (1995), а также концентрацию сы-
вороточных иммуноглобулинов A, M, G в пе-
риферической крови – по методу Manchini G. 
et al (1965); фагоцитарную активность нейтро-
филов по методу Петрова Р. В. (1988). В основу 
работы положены результаты исследований 
проведенных у 45 детей, больных острой пнев-
монией ассоциированной с TORCH инфекци-
ей. Обследование и лечение проводилось в от-
делении пульмонологии, возраст пациентов, 
находящихся на  стационарном лечении, со-
ставлял от 6 месяцев до 3 лет (20 мальчиков, 
25 девочек). Анализ лабораторных исследова-
ний позволил нам разделить детей с выявлен-
ной инфекцией на 2 группы: 1-я группа с ви-
русом простого герпеса (ВПГ) – 18 (40%) и 2-я 
группа детей со смешанной инфекцией – ВПГ 

ОСНОВНЫЕ ПАРАМЕТРЫ ИММУННОГО 

СТАТУСА У ДЕТЕЙ С ОСТРОЙ ПНЕВМОНИЕЙ, 

АССОЦИИРОВАННОЙ С TORCH ИНФЕКЦИЕЙ

 Мирсалихова Н. Х.

Республиканский специализированный научно-практический медицинский центр 
Педиатрии МЗ РУз, Ташкент, Узбекистан

Результаты иммунологических исследований выявили в 1-й группе больных детей сни-
жение уровня CD3+, CD4+ и CD8+. Как в первой, так и во второй группе, был достоверно 
снижен уровень CD20+, что может свидетельствовать о слабой противоинфекционной ре-
зистентности организма. Содержание иммуноглобулинов A, G, M у детей 1-й группы было 
в пределах нормы, хотя те или иные отклонения в их содержании. Во второй группе имело 
место достоверное, по отношению к контролю и к 1-й группе, снижение содержания IgG 
и  IgM и  повышение IgA. Таким образом, проведенные иммунологические исследования 
показали, что иммунные нарушения при инфекционных заболеваниях способствуют усу-
гублению иммунодефицита.

Ключевые слова: острая пневмония, дети, TORCH инфекция, иммунитет.
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и микоплазма – 27 (60%). Контрольную груп-
пу составили 20 практически здоровых детей 
того  же возраста. Обоснованием для поста-
новки диагноза являлись жалобы, данные 
анамнеза, общеклинических (физикальных 
данных) и рентгенологических исследований. 
Для подтверждения диагноза TORCH инфек-
ции применяли реакцию непрямой иммуноф-
люресценции и  полимеразную цепную реак-
цию (институт иммунологии АНРУз).

Результаты и  их обсуждение. Результаты 
иммунологических исследований выявили 
следующие особенности иммунного статуса 
у  детей с  острой пневмонией, ассоциирован-
ной ТОRСH-ин фекцией. В 1-й группе больных 
детей снижение уровня CD3+, CD4+ и  CD8+ 
наблюдалось только у 1/4 больных. В среднем 
по группе изменения этих субпопуляций были 
недостоверны. Как в  первой, так и  во  второй 
группе, был достоверно снижен уровень В-лим-
фоцитов (CD20+), что может свидетельствовать 
о  слабой противоинфекционной резистентно-
сти организма. Содержание иммуноглобули-
нов A, G, M у детей 1-й группы было в преде-
лах нормы, хотя те или иные отклонения в их 
содержании (чаще всего повышение уров-
ня IgA и/или снижение  – IgG) наблюдались 
у 2/3 больных детей. Во второй группе имело 
место достоверное, по  отношению к  контро-
лю и к 1-й группе, снижение содержания IgG 
и IgM и повышение IgA.

Таким образом, проведенные иммуноло-
гические исследования показали, что иммун-
ные нарушения у данных детей способствуют 
усугублению иммунодефицита. Характер им-
мунной патологии при осложненном течении 
TORCH-инфекции, а в особенности сочетан-

ной формы инфекции имеет ряд особенно-
стей. Угнетение в Т-звене настолько глубоко, 
что затрагивает все изучавшиеся субпопуля-
ции Т-лимфоцитов. Особенности состояния 
факторов иммунитета у детей 2-й группы сви-
детельствуют о преобладании иммуносупрес-
сивных реакций иммунитета, способствую-
щих персистенции инфекции, диссеминации 
ее в  организме, что клинически выражается 
хронизацией процесса, торпидностью тече-
ния, многоочаговостью поражения, склонно-
стью к формированию осложнений.

Выводы. У  детей с  острой пневмонией, 
ассоциированной с  TОRСН инфекцией на-
блюдается более выраженная иммунная дис-
функция, выражающаяся в изменении содер-
жания основных субпопуляций лимфоцитов 
и  недостаточности гуморального звена им-
мунитета.

Характер иммунной патологии при этом 
в  особенности сочетанной формы инфекции 
имеет ряд особенностей. Угнетение в Т-звене 
настолько глубоко, что затрагивает все изу-
чавшиеся субпопуляции Т-лимфоцитов.
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BASIC PARAMETER OF THE IMMUNE STATUS IN CHILDREN WITH 

ACUTE PNEUMONIA ASSOCIATED WITH TORCH INFECTION

Mirsalikhova N. Kh.

Republican Specialized Scientifi c and Practical Medical Center of Pediatrics 
Ministry of Health of the Republic of Uzbekistan, Tashkent, Uzbekistan 

It is well known that during active development of acute pneumonia there is observed activation of 
phagocytosis. Some authors reported about low values of neutrophile phagocytary activity (NPA) in the 
active period of bronchopneumonia. Th ere were revealed specifi c diff erences in the intensity of changes 
of the immunoglobulin levels in relation to premorbid state. Th us, our investigations showed that during 
treatment of pneumonia with herpes virus infection with use of traditional methods body immunological 
response to infl ammatory process has been preserved during the period of clinical recovery. Th e inhibi-
tion of relative and absolute quality of T-cells may be related with block of T-lymphocyte receptors or their 
damage due to eff ect of viruses.

Key words: acute pneumonia, children, TORCH infection, immunity.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ПОЛИФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 

КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ ЛЕГКИХ

 Пантелеев А. В.,  Никитина И. Ю.,  Васильева И. А.,  Лядова И. В.

ФГБНУ «ЦНИИТ», Москва, Россия

В связи с распространением заболеваемости туберкулезом большое значение имеет раз-
работка методов выявления заболевания в  активной форме на  основе анализа доступного 
биологического материала, в первую очередь – образцов крови. Недавно для дифференци-
альной диагностики активного ТБ и  латентной туберкулезной инфекции, был предложен 
подход, основанный на определении процентного содержания в крови полифункциональных 
(ПФЛ) Mtb-специфичных лимфоцитов CD4, продуцирующих одновременно несколько ци-
токинов (INF-γ+TNF-α+IL-2+), а  также лимфоцитов, продуцирующих только TNF-α (INF-γ–

TNF-α+IL-2– ). В  работе проведен пилотный анализ содержания этих клеток у  больных ТБ, 
условно здоровых доноров и лиц, имеющих длительный контакт с ТБ инфекцией («контак-
тов»). Показано, что у больных ТБ отмечается более низкое содержание ПФЛ (0,096±0,020%), 
чем у здоровых доноров (0,240±0,043%) и «контактов» (0,135±0,028%). Согласно полученным 
пилотным данным, содержание ПФЛ позволяет различать больных и здоровых доноров с чув-
ствительностью 72,7% и специфичностью 88,2%. Среди других популяций наибольшие раз-
личия между больными ТБ, «контактами» и условно здоровыми донорами отмечались по со-
держанию монофункциональных лимфоцитов INF-γ–TNF-α+IL2–, их содержание составило 
0,17±0,05%, 0,07±0,01% и 0,08±0,01%, соответственно (p=0.001 по сравнению с «контактами» 
и p=0.01 по сравнению с условно здоровыми донорами). Построение ROC кривых показало, 
что содержание лимфоцитов INF-γ–TNF-α+IL2– позволяет различать больных ТБ и «контак-
тов» с чувствительностью 66,7% и специфичностью 82,4% (пороговое значение показателя – 
0,079%, AUC-0,82). Возможность использования данных показателей для определения актив-
ности ТБ инфекции требует дополнительных исследований.

Ключевые слова: туберкулез, полифункциональные лимфоциты, проточная цитофлю-
ориметрия.

Актуальность и цель работы. Заболеваемость 
туберкулезом (ТБ) продолжается оставаться се-
рьезной глобальной проблемой для медицины. 
Несмотря на значительные успехи клинической 
и  лабораторной диагностики ТБ, сохраняется 
потребность в разработке метода, позволяюще-
го быстро выявлять наличие заболевания в ак-
тивной форме путем анализа доступного биоло-
гического материала, в первую очередь, крови. 
К методам иммунологической диагностики ТБ, 
основанным на использовании образцов крови, 
относятся «интерфероновые» тесты (IGRAs), 
в которых о наличии инфекции судят по уров-
ню продукции IFN-g (тест «QuantiFERON®TB 
Gold In-Tube») или частоте IFN-g продуцирую-
щих клеток (тест T-SPOT.TB) в образцах крови, 
стимулированных in vitro антигенами, специ-
фичными для микобактерий ТБ (Mtb). Однако 
методы IGRAs не позволяют определять актив-
ность ТБ инфекции и  дифференцировать ак-
тивный ТБ и степень инфицирования. В связи 
с этим в мире активно ведутся разработки но-

вых подходов к иммунологической диагностике 
ТБ, позволяющих судить об активности тубер-
кулезного процесса. Одним из недавно предло-
женных подходов является метод, основанный 
на определении содержания в крови полифунк-
циональных (ПФЛ) Mtb-спе цифичных лимфо-
цитов CD4. Полифункциональными принято 
называть лимфоциты, которые в  ответ на  сти-
муляцию антигенами продуцируют одновре-
менно несколько цитокинов, например, INF-γ, 
TNF-α и  IL2. Данные литературы о  различиях 
в  содержании Mtb-специфичных ПФЛ у  боль-
ных ТБ и лиц с латентной туберкулезной инфек-
цией противоречивы. По данным одних авторов 
у лиц с латентной инфекцией содержание ПФЛ 
выше, чем у больных активным ТБ [1]. По дан-
ным других – картина обратная  – содержание 
ПФЛ выше у больных активным ТБ [2].

Целью настоящего исследования явился 
анализ содержания Mtb-специфичных ПФЛ 
CD4 у больных ТБ, здоровых доноров и лиц, 
имеющих длительный контакт с ТБ инфекци-
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DETERMINATION OF POLYFUNCTIONAL CELLS IN PATIENTS 

WITH PULMONARY TUBERCULOSIS

Panteleev A. V., Nikitina I. Yu., Vasil`eva I.A., Lyadova I. V.

Central Tuberculosis Research Institute (CTRI), Moscow, Russia

It is important to develop methods of identifying active form of tuberculosis (TB) based on the analysis 
of blood samples. Recently, an approach to diff erentiate active and latent TB infection has been proposed, 
which is based on the analysis of polyfunctional (PFL) Mtb-specifi c CD4 lymphocytes able to produce sev-
eral diff erent cytokines (i. e., INF-γ+TNF-α+IL-2+) and monofunctional lymphocytes that produce TNF-α 
(i. e., INF-γ–TNF-α+IL-2–). We have examined the contents of Mtb-specifi c CD4 PFL in TB patients (PTB), 
healthy donors (HD) and individuals having the records of TB exposure (TBC). PTB had lower content 
of PFL cells (0,096±0,020%) as compared to HD (0,240±0,043%) and TBC (0,135±0,028%). Th e content 
of PFL allowed distinguishing between PTB and HD with a sensitivity of 72.7% and a specifi city of 88.2%. 
Among other subsets, the most pronounced diff erences between PTB, TBC and HD were in the content 
of monofunctional lymphocytes INF-γ–TNF-α+IL2–. Th ese cells comprised 0,17±0,05%, 0,07±0,01% and 
0,08±0,01% of CD4 lymphocytes, respectively (p=0.001 compared to TBC and p=0.01 compared to HD). 
ROC curves showed that the content of INF-γ–TNFα+IL2– lymphocytes distinguished TBP and TBC with 
a sensitivity of 66.7% and a specifi city of 82.4% (threshold, 0,079%, AUC-0, 82). Further investigations are 
needed to clarify if the determination of poly- and mono-functional lymphocytes can be used for active 
TB diagnostics.

ей («контактов»), а также анализ возможности 
использования определения содержания ПФЛ 
CD4 для оценки активности ТБ процесса.

Материалы и методы. В исследование были 
включены 17 больных, поступивших в ФГБНУ 
«ЦНИИТ» для лечения туберкулеза легких 
(7 женщин, 10 мужчин; возраст от 18 до 80 лет), 
17 человек, имеющих длительный (более 1 года) 
контакт с больными ТБ (13 женщин, 4 мужчин; 
возраст от 25 до 65 лет) и 11 здоровых доноров 
(5 женщин, 6 мужчин; возраст от 25 до 60 лет). 
Среди больных ТБ у 8 пациентов был установ-
лен диагноз инфильтративный туберкулез, 
у 4 – фиброзно-кавернозный туберкулез, у 5 – 
диссеминированный туберкулез.

Для определения содержания Mtb-специфич-
ных ПФЛ клетки крови стимулировали in-vitro 
PPD и  определяли процент лимфоцитов CD4, 
продуцирующих INF-γ, IL-2 и TNF-α методом 
проточной цитометрии. При проведении ана-
лиза определяли процентное содержание по-
пуляций, продуцирующих INF-γ, IL-2 и TNF-α 
одновременно (INF-γ+TNF-α+IL-2+) или в раз-
личных комбинациях (INF-γ+TNF-α–IL-2–, 
INF-γ–TNF-α+IL-2+, INF-γ+TNF-α–IL-2+ и  т. д., 
всего 8 популяций).

Результаты. Содержание ПФЛ (клеток 
с  фенотипом INF-γ+TNF-α+IL-2+) у  больных 
ТБ было достоверно ниже, чем у условно здо-
ровых доноров (p=0.0022), однако не отлича-
лось от содержания этих клеток у «контактов» 
(p=0.10). Среди других популяций наибольшие 
различия между больными ТБ, «контактами» 

и  условно здоровыми донорами отмечались 
по  содержанию монофункциональных лим-
фоцитов INF-γ–TNF-α+IL2–, их содержание со-
ставило 0,17%±0,05, 0,07%±0,01 и 0,08%±0,01, 
соответственно (p=0.001 по сравнению с «кон-
тактами» и p=0.01 по сравнению с условно здо-
ровыми донорами). Построение ROC кривых 
показало, что содержание лимфоцитов INF-γ–

TNF-α+IL2– позволяет различать больных ТБ 
и  «контактов» с  чувствительностью 66,7% 
и специфичностью 82,4% (пороговое значение 
показателя – 0,079%, AUC-0,82).

У больных активным ТБ отмечается досто-
верно более высокое содержание монофункци-
ональных лимфоцитов INF-γ–TNF-α+IL2– чем 
у  условно здоровых доноров и  «контактов» 
и  более низкое содержание ПФЛ CD4, чем 
у  условно здоровых доноров. Возможность 
использования данных показателей для опре-
деления активности ТБ инфекции требует до-
полнительных исследований.
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Воспалительные заболевания лимфоэпите-
лиального глоточного кольца широко распро-
странены среди детского населения (20-50%), 
что связано с  функциональной незрелостью 
слизистых барьеров и  иммунитета в  целом. 
Как правило, первым звеном в цепи повреж-
дений становятся аденоиды, воспаление 
в которых нередко приобретает хронический 
характер и  может приводить к  серьезным 
осложнениям, одним из  которых является 
экссудативный средний отит (ЭСО) [1]. Эф-
фективность защитных реакций на  слизи-
стых покровах у  детей во  многом определя-
ется состоянием врожденного иммунитета, 
важной частью которого являются компо-
ненты фагоцитарного звена [2]. 

Целью исследования стало изучение струк-
турно-функциональных особенностей нейтро-
фильных (Нф) гранулоцитов у детей с хрони-
ческим аденоидитом (ХА), ассоциированным 
с ЭСО.

Исследованы мазки периферической крови, 
мазки-отпечатки со  слизистой носа, назаль-
ные смывы 87 детей в  возрасте от  3 до  7  лет 
(38 детей с ХА и 33 – с ХА, осложненным ЭСО, 
в состоянии ремиссии и 16 практически здо-
ровых детей) без отягощенного аллергологи-

ческого анамнеза. Изучалось: число Нф в  ге-
мограмме и риноцитограмме (%); содержание 
миелопероксидазы, катионных белков, кислой 
фосфатазы и щелочной фосфатазы в Нф кро-
ви (с определением среднего цитохимического 
коэффициента); концентрация интерлейкина 
(IL)-8 (иммуноферментным методом) и  ак-
тивность эластазоподобных протеиназ в  на-
зальных смывах. Критический уровень значи-
мости различий принимался, равным 0,05.

Анализ показал, что число Нф в лейкограм-
ме крови у больных детей в среднем не отли-
чалось от  значений здоровых. Не  получено 
каких-либо различий и  в  насыщенности гра-
нулоцитов катионными белками, кислой и ще-
лочной фосфатазой. Однако, цитохимическая 
оценка миелопероксидазы показала, что в Нф 
детей, больных ХА, ассоциированным с ЭСО, 
ее содержание было существенно снижено 
(2,23 (1,93–2,84)) как в  отношении контроль-
ных значений (2,78 (2,42–2,96), р=0,006), так 
и  показателей пациентов с  не  осложненным 
ХА (2,74 (2,34–2,89), р=0,02).

Изучение назальных смывов продемон-
стрировало нарушение миграции Нф на сли-
зистые оболочки у  всех больных детей, что 
проявилось в  уменьшении их числа в  рино-

НАРУШЕНИЕ СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СВОЙСТВ 

НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ КАК ФАКТОР РИСКА 

РАЗВИТИЯ ЭКССУДАТИВНОГО СРЕДНЕГО ОТИТА У ДЕТЕЙ 

С ХРОНИЧЕСКИМ АДЕНОИДИТОМ

 Плешко Р. И.1,2,  Кологривова Е. Н.1,2,  Щербик Н. В.1,2, 

 Староха А. В.1,2,  Акбашева О. Е.1,  Шевцова Н. М.1, 

 Аргунова Н. А.1,  Ситникова А. В.1

1Сибирский государственный медицинский университет; 2Томский филиал ФГБУ 
«Научно-клинический центр оториноларингологии ФМБА», Томск, Россия

Изучены содержание миелопероксидазы, катионных белков, кислой и щелочной фосфа-
тазы в нейтрофилах (Нф) крови, число Нф в мазках-отпечатках со слизистой носа, актив-
ность эластазы и концентрация IL-8 в назальных смывах у детей с хроническим аденои-
дитом, осложненным экссудативным средним отитом. Выявлено значительное снижение 
содержания миелопероксидазы в  Нф крови, уменьшение числа Нф на  слизистой носа 
и концентрации IL-8 в назальных смывах, что может приводить к нарушению микроби-
цидности слизистой оболочки и распространению воспаления.

Ключевые слова: нейтрофилы, микробицидность, хемокины, аденоидит, отит.
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цитограмме до  12 (3–21)% при не  осложнен-
ном ХА (р=0,01) и 7 (3–26)% при ХА, ассоции-
рованным с ЭСО (62 (40–83)% – у практически 
здоровых детей, р=0,001). Это сочеталось с вы-
раженным уменьшением в  назальных смы-
вах IL-8, концентрация которого снижалась 
у  детей с  не  осложненным ХА до  345 (158–
418)  мг/ г-белка (416 (379–501) мг/ г-белка  – 
в  контроле; р=0,001) и  приобретала мини-
мальные значения у  пациентов с  ЭСО (190 
(130–269) мг/г-белка, р=0,001). Известно, что 
IL-8 является главным хемокином для Нф, 
и  низкая его концентрация на  слизистой 
носа может свидетельствовать о нарушении 
процессов трансэпителиальной миграции 
лейкоцитов.

Биохимические исследования не  выявили 
статистически значимых различий в показате-
лях средней активности эластазы в назальных 
смывах у больных и здоровых детей. В связи 
с  этим были проанализированы индивиду-
альные значения активности эластазы, по-
зволившие разделить каждую клиническую 
группу на 3 подгруппы: с высокими показате-
лями активности фермента (0,55–1,11 мкмоль 
БАНЭ/мл×мин), со  сниженными значениями 
активности (0,15–0,25 мкмольБАНЭ/мл×мин) 
и с параметрами, характерными для практиче-
ски здоровых детей (0,38–0,48 мкмольБАНЭ/
мл×мин). Оказалось, что среди больных ХА 
преобладали лица с пониженной протеолити-
ческой активностью (50%), у 17% детей актив-
ность фермента была повышена, а у 33% нахо-
дилась в пределах нормы. В то же время у 50% 
детей с  осложненным ХА чаще наблюдалась 
повышенная, по  сравнению с  референтными 
значениями, активность эластазы (р=0,001) 
и  только у  29% детей активность фермента 
была снижена (р=0,018).

Известно, что даже у практически здоровых 
лиц в условиях респираторной нагрузки отме-
чается приток нейтрофилов с хорошей погло-
тительной активностью, появляются эозино-
филы и макрофаги. Микробицидная функция 
Нф зависит от количества и активности вну-
триклеточных ферментов. Миелопероксидаза 
относится к ключевым антимикробным энзи-
мам, т. к. продуктами катализируемых реакций 
являются сильные окислители (в  частности, 
гипохлорит), реактивные производные азота 

и  свободные радикалы. Биосинтез миелопе-
роксидазы начинается в миелоцитах костного 
мозга и продолжается в ходе их дифференци-
ровки до выхода зрелых гранулоцитов в кро-
веносное русло. Выявленное нами существен-
ное уменьшение этого фермента в  Нф крови 
может свидетельствовать о  наличии неких 
дефектов в системе гранулоцитопоэза (врож-
денных или приобретенных) у детей с ослож-
ненной формой ХА. Вероятно, возникающее 
при этом снижение антимикробного потен-
циала микрофагоцитов могло стать основой 
для хронизации воспалительного процесса 
в аденоидах и его распространения в полость 
среднего уха.

Одним из  патогенетических аспектов про-
лонгации воспаления и вовлечения близлежа-
щих регионов могла быть усиленная активность 
другого фермента  – эластазы, секретируемой 
в  зоне воспаления нейтрофилами и  способ-
ной к  гидролизу эластиновых волокон соеди-
нительной ткани, протеогликанов, коллагена. 
Гисто- и  цитолитические процессы, иниции-
руемые действием этого энзима, безусловно, 
могли стать важным условием формирования 
ЭСО у детей с хроническим аденоидитом.

Нарушение барьерных функций верхних 
дыхательных путей у детей с ЭСО может быть 
связано и  с  выявленным нами уменьшением 
числа Нф в назальных смывах. Исследования 
последних лет говорят о  важном значении 
трансэпителиальной элиминации фагоци-
тов для успешного разрешения воспаления 
на  слизистых покровах [3].Снижение числа 
Нф на  поверхности носоглотки может быт 
опосредовано, в том числе, нарушением про-
дукции IL-8, являющегося главным хемоат-
трактантом для этих гранулоцитов.

Таким образом, при осложненном течении 
ХА снижена микробицидная способность Нф 
и  угнетена их эмиграция на  слизистые обо-
лочки носоглотки.
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THE DISORDER OF NEUTROPHILS STRUCTURAL AND FUNCTIONAL 

PROPERTIES AS A RISK FACTOR OF THE DEVELOPMENT OTITIS MEDIA 
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Th e contents of myeloperoxidase, cationic proteins, acid and alkaline phosphatases in neutrophils in 
the blood, the number of neutrophils in the impression smears from the nasal mucosa, activity of elastase 
and concentration of IL-8 in nasal washes was investigated in children with chronic adenoiditis and otitis 
media with eff usion. Th ere was a signifi cant decrease in the content of myeloperoxidase in blood neu-
trophils, decrease of the number of neutrophils in the nasal mucosa and concentration of IL-8 in nasal 
washes, which may lead to the disturbance of the microbicidal activity of the mucosa and promote the 
extension of the infl ammation.

Актуальность и цель работы. В большинстве 
случаев назначение антиретровирусной тера-
пии (АРТ) сопровождается подавлением вирус-
ной нагрузки ВИЧ с последующим повышени-
ем численности CD4+ T-лимфоцитов в  крови. 
Однако у  10–30% пациентов количество этих 
клеток не увеличивается в течение длительно-
го времени (дискордантный ответ на терапию). 
Причины неэффективного восстановления им-
мунной системы у части ВИЧ-инфицированных 
больных остаются неизвестными.

Важную роль в  контроле ВИЧ-инфекции 
играют цитотоксические CD8+ Т-лимфоциты, 
сдерживающие репликацию вируса и  замед-
ляющие развитие заболевания [1]. Из-за по-
стоянной иммунной активации, вызванной 

вирусными и  бактериальными продуктами, 
CD8+ Т-клетки подвергаются функционально-
му истощению, что выражается в постепенной 
потере способности к пролиферации, синтезу 
цитокинов и цитолитических агентов [2, 3]. 

Целью данной работы было установление 
уровня функционального истощения различ-
ных субпопуляций CD8+ T-лимфоцитов в за-
висимости от эффективности восстановления 
иммунной системы пациентов на фоне анти-
ретровирусной терапии.

Материалы и методы. Обследовано 80 ВИЧ-
инфицированных пациентов и  20 условно 
здоровых добровольцев без ВИЧ-инфекции 
(контрольная группа  – К). Каждый пациент 
дал письменное информированное согласие 

ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ ИСТОЩЕНИЕ 

CD8+ Т-ЛИМФОЦИТОВ НА ФОНЕ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ

 Сайдакова Е. В.1,  Королевская Л. Б.1,  Шмагель Н. Г.2, 

 Шмагель К. В.1

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 2Пермский краевой 
центр по борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями, Пермь, Россия

Исследована экспрессия маркера истощения (PD-1) на четырех основных субпопуляци-
ях CD8+ Т-лимфоцитов ВИЧ-инфицированных пациентов с различной эффективностью 
восстановления иммунной системы при проведении антиретровирусной терапии. Пока-
зано, что у больных с неэффективным ответом на лечение происходит увеличение содер-
жания CD8+PD1+ Т-лимфоцитов, затрагивающее, в основном финальные этапы функцио-
нального созревания клеток, а именно терминальные эффекторы.

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, АРТ, CD8+ Т-лимфоциты, истощение.
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на участие в исследовании. Все инфицирован-
ные больные до  начала АРТ имели уровень 
CD4+ T-клеток в крови < 200/мкл, находились 
на  терапии не  менее двух лет, и  к  моменту 
обследования репликация ВИЧ у  них была 
полностью подавлена. Исходя из  уровня эф-
фективности ответа на  АРТ, больные были 
разделены на 2 группы: 1) ВИЧ+, число CD4+ 
T-клеток < 350/мкл (n=38)  – дискордантный 
ответ на терапию (ДОТ); 2) ВИЧ+, число CD4+ 
T-клеток > 350/мкл (n=42) – стандартный от-
вет на терапию (СОТ).

Выделенные из  венозной крови на  гради-
енте плотности диаколла цитотоксические 
Т-клет ки с  фенотипом CD27+CD45RA+CCR7+ 
определяли как наивные; CD27+CD45RA–CCR7+ 
лимфоциты – как клетки центральной памяти; 
CD27–CD45RA–CCR7– лимфоциты – как клетки 
эффекторной памяти, а CD27–CD45RA+CCR7– 
лимфоциты  – как терминальные эффекторы. 
Наличие поверхностного белка PD-1 рассма-
тривалось как признак функционального исто-
щения клетки. В выборке определяли медиану. 
Сравнение величин проводили по U-критерию 
Манна-Уитни.

Результаты. Распределение CD8+ Т-клеток 
между исследованными субпопуляциями (наи-
вные Т-лимфоциты, клетки центральной и эф-
фекторной памяти, терминальные эффекторы) 
не имело статистически достоверных отличий 
у пациентов групп ДОТ, СОТ и К (P>0,05 при 
сравнении всех групп между собой). У группы 
ДОТ по сравнению с группой К было отмече-
но снижение абсолютного количества наивных 
CD8+ Т-клеток в 1,8 раза (P<0,01), но трехкрат-
ное увеличение числа CD8+ Т-клеток эффектор-
ной памяти (P<0,01). При этом статистически 
достоверных отличий абсолютного количества 
CD8+ Т-лимфоцитов у  пациентов групп ДОТ 
и СОТ ни в одной субпопуляции обнаружено 
не было (P>0,05).

Показано, что у больных группы ДОТ про-
исходит увеличение доли PD-1+ «истощенных» 
клеток в  общей субпопуляции CD8+ T-лим-
фоцитов относительно соответствующих по-
казателей группы СОТ (P<0,01) и  группы К 
(P<0,01). Однако этап функционального со-
зревания, на  котором цитотоксические CD8+ 
Т-кле тки подвергаются истощению у ВИЧ-ин-
фицированных пациентов с  дискордантным 
ответом на лечение, остается неизвестным.

Исследование экспрессии PD-1 на  клетках 
различных субпопуляций CD8+ Т-лимфоцитов 

выявило, что наивные T-лимфоциты мало под-
вержены истощению, как при ВИЧ-инфекции, 
так и  при дискордантном ответе на  терапию 
(P>0,05 при сравнении трех групп между со-
бой). Лишь небольшая доля этих клеток 
(не многим более 1%) экспрессировала маркер 
PD-1. Существенно больший уровень экспрес-
сии PD-1 был отмечен на CD8+ T-клетках, ранее 
встречавших соответствующий антиген. Даже 
у  относительно здоровых добровольцев доля 
PD-1+ Т-лимфоцитов среди клеток централь-
ной памяти составила 50%. При этом у  ВИЧ-
ин фицированных пациентов групп ДОТ и СОТ 
отклонений от  контрольных значений обна-
ружено не  было (52% и  49% соответственно; 
P>0,05 при сравнении трех групп между собой). 
Доля CD8+PD-1+ Т-клеток эффекторной памя-
ти также была достаточно высокой. В  группе 
СОТ отмечалось снижение уровня истощенных 
CD8+ T-клеток эффекторной памяти (35,8%) от-
носительно соответствующих значений группы 
ДОТ (45,9%; PCОТ-ДОТ<0,01) и группы К (50%; 
PСОТ-К<0,05). В субпопуляции терминальных 
эффекторов было выявлено увеличение доли 
CD8+PD-1+ Т-клеток у пациентов группы ДОТ 
(18,5%) относительно больных группы СОТ 
(14,9%; P<0,05). Следует отметить, что экспрес-
сия молекулы PD-1 индуцируется постоянной 
стимуляцией лимфоцита через Т-клеточный 
рецептор [4]. Это объясняет низкий уровень 
экспрессии PD-1 на наивных CD8+ Т-клетках, 
ранее не встречавших соответствующий анти-
ген, и значительно (в десятки раз) увеличенное 
число CD8+PD-1+ Т-лимфоцитов среди клеток 
памяти субъектов, зараженных ВИЧ.

Таким образом, проведенное исследова-
ние наглядно показало, что истощение CD8+ 

T-лимфоцитов наблюдается не у всех больных 
ВИЧ-инфекцией, но только лишь у пациентов 
с  дискордантным ответом на  АРТ. При этом 
истощение затрагивает в  основном финаль-
ные этапы созревания CD8+ Т-лимфоцитов, 
а именно терминальные эффекторы.
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CD8+ T CELL FUNCTIONAL EXHAUSTION 

DURING HIV-INFECTION
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PD-1 expression on the four major CD8+ T cell subsets of HIV infected patients with diff erent ef-
fi ciency of the antiretroviral therapy mediated immune restoration was studied. It is shown that patients 
with poor response to the treatment have an increased content of CD8+PD1+ T lymphocytes, especially at 
the fi nal cell maturational stages, namely terminal eff ectors.

Актуальность и цель работы. Результатом 
антиретровирусной терапии (АРТ) являются 
снижение уровня репликации ВИЧ и увели-
чение абсолютного количества перифери-
ческих CD4+ Т-лимфоцитов. Однако у  части 
больных, получающих АРТ, не  происходит 
восстановление иммунной системы несмотря 
на эффективное снижение вирусной нагруз-
ки – так называемый «дискордантный ответ 
на терапию». Ранее было показано, что у та-
ких пациентов наблюдается функциональное 
истощение Т-лимфоцитов [1]. Это состояние 
реализуется в  снижении пролиферативной 
активности клеток и уменьшении продукции 
цитокинов. В  то  же время один из  важных 

механизмов реставрации иммунной систе-
мы  – гомеостатическая пролиферация кле-
ток  – зависит от  присутствия достаточного 
количества ряда цитокинов, продуцируемых 
Т-лимфоцитами. 

Целью настоящей работы было исследовать 
концентрации гомеостатических цитокинов 
IL-7 и IL-2 в крови ВИЧ-инфицированных па-
циентов с  различной эффективностью ответа 
иммунной системы на антиретровирусную те-
рапию.

Материалы и  методы. План работы был 
одобрен этическим комитетом Пермского 
краевого центра по  борьбе со  СПИД и  ин-
фекционными заболеваниями (IRB00008964). 

РОЛЬ ГОМЕОСТАТИЧЕСКИХ ЦИТОКИНОВ IL-2 И IL-7 

В НЕЭФФЕКТИВНОМ ВОССТАНОВЛЕНИИ ИММУННОЙ 

СИСТЕМЫ ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ ПРИ 

ПРОВЕДЕНИИ АНТИРЕТРОВИРУСНОЙ ТЕРАПИИ

 Сайдакова Е. В.1,  Шмагель Н. Г.2
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центр по борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями, Пермь, Россия

Исследованы концентрации гомеостатических цитокинов в плазме крови и количество 
Т-лимфоцитов, несущих клеточный рецептор к IL-7, у ВИЧ-инфицированных пациентов 
с различной эффективностью восстановления иммунной системы при проведении анти-
ретровирусной терапии. Показано, что у больных с неэффективным ответом на лечение 
по  сравнению с  людьми, дающими адекватный ответ на  терапию, снижено содержание 
IL-2, IL-7, а также количество CD4+CD127+ и CD8+CD127+ Т-клеток. Эти данные позволя-
ют заключить, что дефицит цитокинов, направленных на пролиферацию T-лимфоцитов, 
и уменьшение числа клеток, способных отвечать на действие IL-7, могут определять низ-
кую способность к реставрации иммунной системы у ВИЧ-инфицированных пациентов 
с дискордантным ответом на АРТ.

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, АРТ, IL-2, IL-7.
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Каждый пациент дал письменное информи-
рованное согласие на участие в исследовании. 
Всего было обследовано 100 человек. В  зави-
симости от наличия ВИЧ-инфекции и темпов 
роста уровня CD4+ Т-клеток в ответ на лече-
ние все обследованные были разделены на три 
группы: 1 – ВИЧ+ пациенты с  числом CD4+ 
Т-кле ток крови менее 350/мкл (n=38; дискор-
дантный ответ на терапию – ДОТ); 2 – ВИЧ+ 
больные с числом CD4+ Т-лимфоцитов более 
350/мкл (n=42; стандартный ответ на  тера-
пию  – СОТ); 3 – относительно здоровые до-
бровольцы без признаков ВИЧ-инфекции 
(n=20; контроль – К).

Все ВИЧ-инфицированные пациенты до на-
чала АРТ имели уровень CD4+ T-клеток в крови 
менее 200/мкл, находились на терапии не ме-
нее двух лет, и к моменту обследования репли-
кация ВИЧ у них была полностью подавлена 
(<50 копий/мл крови).

В крови каждого участника исследования 
устанавливали вирусную нагрузку ВИЧ, коли-
чество лейкоцитов и лимфоцитов, численность 
CD4+ и  CD8+ T-лимфоцитов. Мононуклеары 
крови получали путем центрифугирования 
в  градиенте плотности диаколла (ρ=1,077) 
стандартным методом. Определение концен-
траций IL-2 и IL-7 в плазме крови проводили 
методом иммуноферментного анализа. Ци-
тофлуориметрический анализ клеток про-
водили на  приборе Becton Dickinson LSR II 
с  использованием моноклональных антител 
анти-CD3-PerCP, анти-CD4-AF700, анти-CD8-
PE-CF594 (Becton Dickinson, США), анти-
CD127-PE-Cy7 (Biolegend, США), и витально-
го красителя LIVE/DEAD® Fixable Yellow Dead 
Cell Stain Kit (Invitrogen, США).

Статистическую обработку результатов 
проводили методами параметрического и не-
параметрического анализов. При анализе дан-
ных о клетках рассчитывали медиану, а срав-
нение величин проводили с  использованием 
U-критерия Манна-Уитни. При оценке уров-
ней цитокинов данные логарифмировали. 
В выборках определяли среднюю арифметиче-
скую и ее ошибку. Сравнение средних величин 
проводили по t-критерию Стьюдента.

Результаты. Мужчины составили 55,3% 
группы ДОТ. Средний возраст пациентов 
был равен 35,5 годам. Путь передачи ВИЧ-
инфекции был преимущественно паренте-
ральным (55,3%). Группа СОТ была представ-
лена преимущественно женщинами (66,7%). 

Средний возраст пациентов составил 33,5 
года. В группе преобладал половой путь пере-
дачи ВИЧ-инфекции (57,1%). В группе К жен-
щины составили 60% пациентов. Средний 
возраст участников был равен 30,5 годам. Все 
обследованные люди не имели статистически 
достоверных отличий по возрасту, продолжи-
тельности ВИЧ-инфекции и  времени приме-
нения антиретровирусных препаратов.

Ранее мы обнаружили повышенную экс-
прессию PD-1 на  T-клетках ВИЧ-инфициро-
ван ных больных с  дискордантным ответом 
на  АРТ  [1]. Известно, что PD-1-позитив ные 
Т-клет ки отличаются сниженной пролифера-
тивной активностью и  слабой способностью 
синтезировать цитокины [2, 3]. В связи с этим 
мы провели сравнение уровней продукции го-
меостатических цитокинов IL-2 и IL-7 у ВИЧ-
ин фицированных больных с  нарушением 
восстановления иммунитета и  субъектов, 
адекватно отвечающих на терапию.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что концентрация IL-7 в  плазме крови ВИЧ-
ин фицированных пациентов с дискордантным 
ответом T-лимфоцитов на  АРТ достоверно 
ниже соответствующих показателей в группе 
ВИЧ-инфицированных больных со стандарт-
ной реакцией на  лечение (P<0,001) и  в  кон-
трольной группе (P<0,001). Похожая ситуация 
была отмечена при анализе концентрации IL-2 
(P<0,05 при сравнении группы ДОТ с группа-
ми СОТ и К).

Кроме того, нами было показано снижение 
относительной и  абсолютной численности 
CD4+ T-клеток, а  также абсолютного коли-
чества CD8+ Т-лимфоцитов, несущих α-цепь 
поверхностного рецептора к  IL-7 (CD127), 
у  пациентов, неспособных к  эффективному 
ответу на  лечение. Количество CD4+CD127+ 
Т-лимфоцитов составило 210/мкл и 410/ мкл 
в  группах ДОТ и  СОТ соответственно 
(P<0,001). Количество CD8+CD127+ Т-клеток 
было равно 272/мкл и 332/мкл в группах ДОТ 
и СОТ соответственно (P<0,01). А процентное 
содержание CD4+CD127+ Т-лимфоцитов со-
ставило 79,9% и 87,5% в группах ДОТ и СОТ 
соответственно (P<0,01). Следует отметить, 
что ранее Hodge и  соавторы [4] продемон-
стрировали, что восстановление числа CD4+ 
и  CD8+ Т-клеток у  ВИЧ-инфицированных 
больных, эффективно отвечающих на лечение, 
происходит за  счет деления именно CD127+ 
Т-лимфоцитов. Эти данные позволяют заклю-
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чить, что дефицит цитокинов, направленных 
на  пролиферацию T-лимфоцитов, а  также 
уменьшение числа клеток, способных от-
вечать на  действие IL-7, могут определять 
низкую способность к  восстановлению ко-
личества T-лимфоцитов у  ВИЧ-инфициро-
ван ных пациентов с дискордантным ответом 
на АРТ.
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ROLE OF HOMEOSTATIC CYTOKINES IL-2 AND IL-7 

IN THE INEFFICIENT IMMUNE RESTAURATION IN HIV-INFECTED 

PATIENTS DURING ANTIRETROVIRAL THERAPY
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Homeostatic cytokines and T cells bearing IL-7 receptor in HIV-infected patients with diff erent anti-
retroviral-mediated immune restoration effi  ciency were studied. A reduced content of IL-2 and IL-7, and 
the reduced CD4+CD127+ and CD8+CD127+ T cell counts in patients with poor response to the treatment 
were shown. Th ese data propose the lack of homeostatic cytokines and the decrease in the number of cells 
capable of responding to IL-7 being a reason for the poor immune system restoration in HIV-infected 
patients with discordant response to ART.

РОЛЬ ИНТЕРФЕРОНА-ГАММА 

В МЕЖКЛЕТОЧНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯХ 

ПРИ HELICOBACTER PYLORIHELICOBACTER PYLORI-ИНФЕКЦИИ

 Саранчина Ю. В.,  Быкова Т. В.,  Дихтяров Д. С., 

 Ауходеев Д. Р.

ФГБОУ ВПО «Хакасский государственный университет им. Н. Ф. Катанова», 
Абакан, Россия

Цель исследования: оценка содержания ИФН-γ в  сыворотке крови при НР-
ассоциированном хроническом гастрите. Материалы методы. Венозная кровь 139 человек 
в возрасте от 25 до 56 лет с хроническим гастритом и без. Титр специфических антител 
и уровень ИФН-γ определяли методом ИФА-анализа. Результаты исследования. Содер-
жание ИФН-γ в сыворотке крови было статистически значимо ниже у больных с ХГ как 
с наличием специфических антител IgG к антигену CagA НР, так и при ХГ, не ассоцииро-
ванным с НР-инфекцией по сравнению с условно здоровыми донорами и бессимптомным 
носительством НР-инфекции. Независимо от  титра антител уровень ИНФ-γ был выше 
в группе с бессимптомным носительством НР-инфекции по сравнению с больными с НР-
ассоциированным ХГ. Выводы. Длительная стимуляция НР-инфекции при ХГ приводит 
к истощению продукции ИФН-γ.

Ключевые слова: Helicobacter pylori, интерферон-γ, хронический гастрит.

Введение. Helicobacter pylori (HР) является 
причиной развития хронического гастрита 

(ХГ) и язвенной болезни желудка. В настоящее 
время бактерией НР инфицировано более 3 
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млрд. жителей Земли. Длительная персистен-
ция НР может привести к атрофии слизистой, 
что рассматривается как предраковое состоя-
ние в каскаде Кореа (Цуканов В. В., 2014). Од-
нако, не  у  всех инфицированных развивает-
ся НР-ассоциированная гастродуоденальная 
патология. Известно, что в  основе развития 
НР-заболеваний играют роль на  только фак-
торы патогенности бактерии, но  и  состояние 
иммунного статуса организма, а  также гене-
тическая предрасположенность к  продукции 
цитокинов (Агеева Е. С., 2011). Исследование 
цитокинового профиля является важным по-
казателем оценки состояния иммунной систе-
мы при заболеваниях различного генеза, в том 
числе и  при НР-инфекции. Ключевым цито-
кином как естественного, так и  адаптивного 
иммунитета является интерферон-γ (ИФН-γ). 
Он осуществляет иммунологический надзор 
и  защищает организм от  патогенных микро-
организмов, а  также регулирует опухолевый 
рост. Нарушение продукции этого цитокина 
снижает резистентность организма, способ-
ствуя развитию инфекционных заболеваний 
и опухолевого роста (Симбирцев А. С., 2004). 
Таким образом, изучение роли ИФН-γ и сте-
пени его продукции в иммунопатогенезе НР-
инфекции представляется актуальным. В свя-
зи с чем, целью исследования является оценка 
уровня содержания ИФН-γ в сыворотке крови 
при НР-ассоциированном ХГ.

Материалы и методы исследования. В каче-
стве материала использовалась венозная кровь, 
полученная у  139 человек мужчин и  женщин 
в возрасте от 25 до 56 лет. Все обследуемые под-
писали информированное согласие на  прове-
дение исследования. Всем обследуемым было 
проведено определение титра специфических 
антител к антигену CagA НР и уровня ИФН-γ 
методом твердофазного ИФА-анализа («Вектор-
Бест», г. Новосибирск). На основании получен-
ных результатов было сформировано 4 груп-
пы обследуемых: 1 группа – условно здоровые 
доноры, не имеющие специфических антител 
к НР (19 чел); 2 группа – бессимптомное носи-
тельство инфекции НР, имеющие специфиче-
ские антитела (12 чел.); 3 группа – больные ХГ, 
не имеющие специфических антител (74 чел.); 
4 группа – больные ХГ, имеющие специфиче-
ские антитела (34 чел.). Статистическую об-
работку результатов проводили с  помощью 
пакета программ «IBM SPSS Statistics 19». До-
стоверность различий определяли с помощью 

критерия Манна-Уитни. Результаты пред-
ставлены в виде Ме (С25-С75). Критическое 
значение уровня значимости принималось 
равным 5%.

Результаты исследования. Содержание 
ИФН-γ в сыворотке крови было статистически 
значимо ниже у больных с ХГ как с наличием 
специфических антител IgG к  антигену CagA 
НР, так и при ХГ, не ассоциированным с НР-
ин фекцией по сравнению с условно здоровыми 
донорами и  бессимптомным носительством 
НР-инфекции. Достоверных различий между 
концентрацией ИФН-γ в  группах с  бессим-
птомным носительством НР и условно здоро-
вых доноров выявлено не было и составило 21,2 
(16,8–25,8) пкг/ мл и 21,8 (17,8–26,5) пкг/ мл со-
ответственно. Содержание цитокина у больных 
с ХГ, ассоциированным с НР-инфекцией было 
выше (14,3 (13,4–15,7) пкг/мл), чем у больных 
с  ХГ без инфекции (7,4 (0–13,9) пкг/ мл). Для 
оценки влияния обсеменённости НР на  про-
дукцию ИНФ-γ иммунокомпетентными клет-
ками было проведено определение уровня 
цитокина при разных титрах антител к анти-
гену CagA НР. В  группе обследуемых с  бес-
симптомным носительством НР-инфекции 
при титре антител в пределах 1:5–1:10 уровень 
ИНФ-γ составил 25,6 (20,7–25,9) пкг/мл, что 
было выше, чем при титре антител 1:20–1:40 
[16,5 (11,6–26,1) пкг/мл] и наибольшем титре 
1:80 [20,4 (18,1–30,7) пкг/мл]. Следовательно, 
чем выше титр специфических антител к  ан-
тигену НР, тем ниже уровень ИНФ-γ. Концен-
трация ИНФ-γ в сыворотке крови у больных 
с  НР-ассоциированным ХГ статистически 
значимо уменьшалась по  сравнению с  дан-
ным показателем в группе с отсутствием кли-
нических симптомов независимо от  уровня 
специфических антител. Так, при концентра-
ции IgG 1:5–1:10 уровень ИНФ-γ составил 14,9 
(13,8–15,9) пкг/мл; при титре 1:20–1:40-14,3 
(12,6–15,1) пкг/мл; при титре 1:80-14,3 (13,1–
16,2) пкг/мл. Полученные результаты могут 
быть интерпретированы следующим образом. 
Повышение уровня продукции ИФН-γ моно-
нуклеарами периферической крови у  боль-
ных с НР-ассоциированным ХГ по сравнению 
с больными без бактериальной инфекции яв-
ляется отражением универсальной реакции 
иммунной системы на  инфекционный агент. 
Роль ИФН-γ связана с активирующим влияни-
ем на фагоцитарную активность макрофагов, 
прямую цитотоксичность Т-лимфоцитов (Ни-
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ROLE OF INTERFERON-GAMMA IN INTERCELLULAR 

INTERACTIONS IN HELICOBACTER PYLORIHELICOBACTER PYLORI INFECTION

Saranchina Yu.V., Bykova T. V., Dikhtyarov D. S., Aukhodeev D. R.

Federal State-Funded Educational Institution of Higher Professional Education 
«Katanov Khakass State University», Abakan, Russia

Th e aim of the study: evaluation of the levels of IFN-γ in the serum with HP-associated chronic gastri-
tis (CG). Materials and methods. Venous blood 139 people aged 25 to 56 years with CG with or without. 
Th e titer of specifi c antibodies and the level of IFN-γ was determined by ELISA analysis. Th e results of 
the study. Th e content of IFN-γ in serum was statistically signifi cantly lower in patients with CG with the 
presence of specifi c IgG antibodies to the CagA antigen of HP and CG are not associated with HP infec-
tion compared to healthy donors and asymptomatic carriage of HP infection. Regardless of the titer of 
antibodies level of IFN-γ was higher in the group with asymptomatic carriage of HP infection compared 
with patients with HP-associated CG. Conclusions. Long-term stimulation of HP infection with CG leads 
to the depletion of the production of IFN-γ.

Keywords: Helicobacter pylori, interferon-γ, chronic gastritis.

кулина Е. Л., 2010). Но, несмотря на повышен-
ный уровень ИФН-γ при НР-ассоциированном 
ХГ он ниже по сравнению с условно-здоровыми 
донорами. Вероятно, это может быть обуслов-
лено истощением резервных возможностей 
клеток-продуцентов в  результате длительной 
антигенной стимуляции, что приводит к сни-
жению резистентности организма и  усиле-
нию аллергического компонента в иммунных 
реакциях (Симбирцев А. С., 2004). Также это 
может быть связано со снижением количества 
клеток-продуцентов в результате реализуемо-
го НР апоптоза. Возможно, у  больных с  НР-
инфекцией происходит снижение чувстви-
тельности рецепторов или их блокирование 
антигеном или иммунными комплексами, что 
препятствует активации эффекторных кле-
ток. Снижение ИФН-γ может наблюдаться как 
в связи с выработкой ИФН-γ в ответ на вне-
дрение возбудителя, так и с расходованием его 
в  процессе развития иммунных нарушений 
(Симаненков В. И., 2005). Однако, тот факт, что 
при бессимптомном носительстве НР уровень 
ИФН-γ выше, чем при хроническом гастрите, 
вероятно, свидетельствует о  реализации его 

защитных механизмов. Возможно, бессим-
птомное носительство НР-инфекции может 
быть связано с генетическими особенностями 
макроорганизма. Таким образом, содержание 
ИФН-γ зависит от  тяжести патологического 
процесса и активности воспаления. Длитель-
ная стимуляция персистирующим агентом 
приводит к  истощению продукции ИФН-γ. 
Работа выполнена при финансовой поддержке 
Минобрнауки России в рамках базовой части 
государственного задания.
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Известно, что развитие иммунодефицита 
при ВИЧ инфекции является результатом ис-
тощения CD4+ лимфоцитов. Несмотря на  то, 
что прямое цитопатическое влияние ВИЧ 
на  CD4+ клетки вносит вклад в  их истоще-
ние, большинство из гибнущих при ВИЧ ин-
фекции лимфоцитов не инфицированы ВИЧ. 
Почему гибнут неинфицированные CD4+ лим-
фоциты сегодня не известно. Получено много 
фактов, демонстрирующих, что незаражен-
ные CD4+ лимфоциты при ВИЧ-инфекции 
гибнут по  механизму апоптоза, чувствитель-
ность лимфоцитов к  апоптозу коррелирует 
с  прогрессированием болезни. Рассматрива-
ют несколько причин апоптоза неинфици-
рованных CD4+ клеток при ВИЧ-инфекции. 
Наиболее обоснованной является гипотеза 
активационно-индуцированной смерти неза-
раженных CD4+ лимфоцитов. Согласно дан-
ной гипотезе незараженные CD4+ лимфоциты 
подвергаются генерализованной активации 
и приобретают чувствительность к апоптозу. 
Впоследствии активированные клетки, встре-
чаясь с  индуктором апоптоза, подвергаются 
апоптозу. Однако фактор генерализованной 
активации незараженных CD4+ лимфоцитов, 
а  также индуктор апоптоза, т. е. фактор, уби-
вающий активированные CD4+ лимфоциты, 
остаются не известны.

Хроническую поликлональную активацию 
незараженных CD4+ лимфоцитов при ВИЧ ин-
фекции могут вызывать аутоантитела к  CD4. 
Гипотеза, рассматривающая ведущую роль ау-
тоиммунной реакции к CD4 в патогенезе СПИ-
Да, впервые предложена Kennedy, в 1992 г.  [5]. 
Keаy и Coore показали наличие идиотип-ан-
ти идиотипических взаимодействий между 
антителами к gp120 и аутоантителами к СD4 
у  ВИЧ-ин фицированных людей  [3, 4], в  ре-
зультате чего стал ясен механизм образова-
ния аутоантител к  CD4 при ВИЧ инфекции. 
Gp120, активируя анти-gp120 лимфоциты, за-
пускает также активацию связанных с  ними 
в  идиотип-антиидиотипических взаимодей-
ствиях аутореактивных анти-CD4+ лимфоци-
тов. Гипотеза получила многочисленные экс-
периментальные подтверждения   [1], однако 
не стала общепринятой, так как не у всех ВИЧ-
инфицированных удалось выявить в  плазме 
крови антитела к CD4.

Чтобы выяснить роль аутоиммунной ре-
акции к  CD4 в  гибели CD4+ лимфоцитов 
мы проиммунизировали крыс Wistar ре-
комбинантным gp120 гликопротеином ВИЧ 
однократно в дозе 20 мкг на животное вну-
трикожно в  составе неполного адъюванта 
Фрейнда (НАФ). Контрольные крысы полу-
чили инъекцию НАФ. У  животных ежене-

РОЛЬ РЕВМАТОИДНОГО ФАКТОРА В ГИБЕЛИ 

CD4+ ЛИМФОЦИТОВ У КРЫС, ИММУНИЗИРОВАННЫХ 

GP120 ГЛИКОПРОТЕИНОМ ВИЧ-1

 Храмова Т. В.,  Бедулева Л. В.,  Березкина С. Ю., 

 Меньшиков И. В.
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Известно, что развитие иммунодефицита при ВИЧ инфекции является результатом ис-
тощения CD4+ лимфоцитов. Не  смотря на  то, что прямое цитопатическое влияние ВИЧ 
на CD4+ клетки вносит вклад в их истощение, большинство из гибнущих при ВИЧ инфек-
ции лимфоцитов не инфицированы ВИЧ. Механизм гибели неинфицированных CD4+ лим-
фоцитов не ясен. Целью работы было выяснение роли аутоиммунной реакции в  гибели 
CD4+ лимфоцитов на модели иммунизации крыс gp120 гликопротеином ВИЧ-1. Обнару-
жено, что гибель CD4+ лимфоцитов у крыс, иммунизированных gp120, является результа-
том совместного действия аутоантител к CD4 и ревматоидного фактора.

Ключевые слова: gp120, вирус иммунодефицита человека, ревматоидный фактор.
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дельно забирали кровь. В плазме крови опре-
деляли антитела к gp120 ВИЧ и аутоантитела 
к рекомбинантному CD4 крыс (R&DSystems) 
методом иммуноферментного анализа. Так-
же определяли титр ревматоидного фактора 
(РФ) методом непрямой агглютинации тани-
зированных нагруженных гомологичным IgG 
эритроцитов. Количество CD4+лимфоцитов 
в периферической крови крыс измеряли ме-
тодом проточной цитофлуориметрии, ис-
пользуя моноклональные антитела к  CD4 
меченые ФИТЦ.

Иммунизация крыс Wistar gp120  ВИЧ 
вызвала продукцию не  только антител 
к gp120 ВИЧ, но и аутоантител к CD4. Сни-
жение CD4+ лимфоцитов у крыс, иммунизи-
рованных gp120 ВИЧ, носило транзиторный 
скачкообразный характер. Тем не менее, сред-
нее за  период наблюдения значение количе-
ства CD4+ лимфоцитов у  крыс, иммунизиро-
ванных gp120  ВИЧ (1278±817 клеток в  мкл), 
достоверно ниже (p<0,05) среднего уровня 
CD4+ лимфоцитов в  периферической крови 
контрольных крыс (1778±742 клеток в  мкл). 
Вопреки ожиданиям непосредственной связи 
между уровнем аутоантител к CD4 и количе-
ством CD4+ лимфоцитов в крови не выявлено. 
В то же время мы заметили, что снижение ко-
личества CD4+ лимфоцитов в крови крыс со-
впадает со  спонтанным повышением уровня 
ревматоидного фактора в  крови. РФ был ис-
следован у  крыс, иммунизированных gp120, 
с целью выяснения его роли в регуляции им-
мунного ответа к gp120, так как ранее на не-
скольких экспериментальных моделях было 
показано его участие в  предотвращении раз-
вития аутоиммунных заболеваний [2]. Срав-
нительный анализ количества CD4+ лимфоци-
тов у  крыс с  относительно высоким уровнем 
РФ (титр>1:16) (920 ±366 клеток в мкл крови) 
и  крыс с  относительно низким уровнем РФ 
(титр≤1:16) (1524±953 клеток в  мкл крови), 
выявил достоверно низкий уровень CD4+ кле-
току крыс с  высоким уровнем РФ. Данная 
связь характерна только для крыс, иммунизи-
рованных gp120 и продуцирующих аутоанти-
тела к  CD4. У контрольных крыс количество 
CD4+ клеток не  зависит от  содержания РФ 
в  крови (при титре РФ>1:16–1727±728 кле-
ток, при титре РФ≤1:16–1620±794 клеток). 

На  основании полученных данных можно 
предполагать, что гибель CD4+ лимфоцитов 
у  крыс, иммунизированных gp120  – резуль-
тат совместного действия аутоантител к CD4 
и ревматоидного фактора.

Для проверки этого предположения был 
проведен эксперимент in vitro. Лимфоциты 
интактной крысы в  течение 24 часов инку-
бировали с сывороткой, содержащей аутоан-
титела к CD4, полученной от крыс, иммуни-
зированных gp120  ВИЧ. После завершения 
инкубации добавляли сыворотку, содержа-
щую РФ. Через 3 часа подсчитывали коли-
чество живых и  мертвых клеток в  камере 
Горяева с  использованием красителя трипа-
нового синего. В результате обнаружили ги-
бель 40% лимфоцитов, что достоверно ниже 
гибели лимфоцитов в случае добавления сы-
воротки, не содержащей РФ (количество по-
гибших клеток составило 16,5%), или в слу-
чае инкубации с сывороткой, не содержащей 
антитела к CD4, где также добавляли РФ-со-
держащую сыворотку (количество погибших 
клеток – 5,3%).

Таким образом, иммунизация крыс Wistar 
gp120 гликопротеином ВИЧ вызывает разви-
тие аутоиммунной реакции к CD4 и транзитор-
ное снижение CD4+ лимфоцитов на фоне высо-
кого уровня ревматоидного фактора в  крови. 
В эксперименте in vitro сыворотка, содержащая 
ревматоидный фактор, вызывает гибель лим-
фоцитов крыс, предварительно инкубирован-
ных с сывороткой, содержащей аутоантитела 
к CD4. Данные факты свидетельствуют о том, 
что гибель CD4+ лимфоцитов у крыс, иммуни-
зированных gp120, является результатом со-
вместного действия аутоантител к CD4 и рев-
матоидного фактора.
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ROLE OF RHEUMATOID FACTOR IN THE DEATHS 

OF CD4+ LYMPHOCYTES IN RATS IMMUNIZED WITH 

GP120 GLYCOPROTEIN OF HIV-1.

Khramova T. V., Beduleva L. V., Berezkina S. Yu., Menshikov I. V.

Udmurt State University, Izhevsk, Russia

It is known that the development of immunodefi ciency in HIV infection is the result of depletion of 
CD4+ lymphocytes. Th e direct cytopathic eff ect of HIV contributes to the depletion of CD4 T cells, but 
uninfected CD4+ cells mostly die in the course of HIV infection. Th e mechanism of destruction of unin-
fected CD4+ lymphocytes is not clear. Th e aim was to elucidate the role of autoimmunity in the death of 
CD4+ lymphocytes in the rat model of immunization with gp120 glycoprotein of HIV-1. It was found that 
the death of CD4+ lymphocytes from rats immunized with gp120 is the result of the combined action of 
antibodies to CD4 and rheumatoid factor.

Keywords: gp120, human immunodefi ciency virus, rheumatoid factor.
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РОЛЬ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА IL-1β 

ПРИ МЕТАБОЛИЧЕСКОМ СИНДРОМЕ 

У НАСЕЛЕНИЯ ХАКАСИИ

 Агеева Е. С.,  Штыгашева О. В.,  Килина О. Ю., 

 Россова Н. А.,  Берсенёва О. А.

ФГБОУ ВПО «Хакасский государственный университет им. Н. Ф. Катанова», 
Абакан, Россия

Цель исследования: установление роли полиморфизма гена IL-1β в иммунопатогене-
зе МС у населения Хакасии. Материал и методы. Исследование выполнено у 85 человек, 
из них 63 хакаса и 25 европеоидов. Анализ полиморфизма С+3953Т и –31 T>C гена IL-1β 
проведили полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. Результаты иссле-
дования. У хакасов риск развития МС связан с генотипом СТ +3953 IL-1β (OR=2,10), у ха-
касов с СС –31 T>C IL-1β (OR=3,33). У хакасов ТС –31 T>C IL-1β расценивается как протек-
тивный, (OR=0,32), у европеоидов – СС (OR=0,36) и повышен у носителей ТТ (OR=2,20). 
Заключение. Показано, что распределение генотипов полиморфизма С+3953Т и –31 T>C 
гена IL-1β отличалось у хакасов и европеоидов. Различия характерны и для роли полимор-
физма гена в риске развития МС.

Ключевые слова: метаболический синдром, полиморфизм генов, хакасы.

Введение. Метаболический синдром (МС) 
является одной из  приоритетных проблем 
медицины и  характеризуется широкой рас-
пространенностью (25–35%) среди населения 
развитых стран. МС в  полной мере можно 
считать социально значимой проблемой, что, 
соответственно, требует разработки подходов 
к  раннему выявлению групп риска и  факто-
ров предрасположенности к развитию данной 
патологии [1]. Большинство современных ис-
следований демонстрируют явление популя-
ционного диморфизма в распространенности 
компонентов МС, в  том числе, это показано 
и на территории России на примере исследо-
вания популяции коренных жителей Якутии 
и Хакасии [2,3]. Фактором, объясняющим по-
добный феномен, может быть иммуногене-
тическая предрасположенность в реализации 
патогенеза заболеваний [4].

Таким образом, актуальным является рас-
крытие патогенетических механизмов фор-
мирования патологии, оценка экспрессии 
факторов риска, уточнение патогенетической 
роли эндотелия, окислительного стресса, вос-
паления. 

Целью исследования являлось установле-
ние роли полиморфизма гена IL-1β в иммуно-
патогенезе МС у населения Хакасии.

Материал и  методы исследования. Ис-
следование выполнено у  85 человек, из  них 
63   хакаса и  25 европеоидов. Средний воз-
раст – 49,9±12,3 лет. Обследованный контин-
гент представлен двумя популяциями: хакасы 
(монголоиды или коренные жители) и  евро-
пеоиды (пришлые жители).

МС верифицировали согласно классифи-
кации ВОЗ (2008) с  применением критериев 
Международной Федерации Диабета (2005). 
Ожирение расценивалось как абдоминальное 
при соотношении ОТ/ОБ свыше 0,85 у женщин 
и 1,0 у мужчин. Избыточную массу тела (ИМТ) 
и ожирение верифицировали согласно индек-
су Кетле. Нарушенную гликемию натощак 
устанавливали при уровне глюкозы натощак 
от 5,6 до 6,1 ммоль/л, и гликемии <7,8 ммоль/л 
через 2 часа после проведения глюкозотоле-
рантного теста. Общее лабораторное исследо-
вание включало биохимический анализ кро-
ви (сахар, общий холестерин, триглицериды, 
холестерин липопротеидов высокой и низкой 
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плотности, расчет индекса атерогенности, мо-
чевина, креатинин, мочевая кислота). Анализ 
полиморфизма С+3953Т и –31 T>C гена IL-1β 
выполняли полимеразной цепной реакци-
ей (ПЦР) с  детекцией результатов в  режиме 
реального времени (ДТпрайм2ООО «НПО 
ДНК-Технология»). Статистический анализ 
осуществляли с  использованием программы 
Statistica 8.0. При описании генетических ха-
рактеристик использовали критерий χ2 Ман-
тела-Ханзела, критерий отношения шансов 
(OR) при 95% доверительном интервале (CI).

Результаты исследования. Показано, что 
у  хакасов в  группе здоровых доноров наибо-
лее частым генотипом был СС полиморфизма 
С+3953Т гена IL-1β  – 72%, доля СТ состави-
ла 28%. Аналогичная тенденция сохранялась 
и в группе пациентов с МС (55 и 45%, χ2=6,20; 
р=0,01). Доминирующими являлись гомози-
готы СС (у  пациентов с  МС  – 71%, в  группе 
здоровых доноров  – 70%). Доля гетерозигот 
СТ была ниже у пациентов с МС, по сравне-
нию с  контролем (18 и  30%, соответственно, 
χ2=3,93; р=0,004). Генотип ТТ был выявлен 
только у  пациентов с  МС (11%). При срав-
нительном анализе частоты встречаемости 
генотипов у  хакасов, страдающих МС, и  ев-
ропеоидов с МС было выявлено, что генотип 
СС был достоверно чаще у европеоидов, чем 
у  хакасов (χ2=3,78; р=0,001), в  то  время как 
СТ – соответственно ниже (χ2=5,78; р=0,0002). 
Установлено, что у  хакасов возможное влия-
ние на риск развития МС связано с наличием 
генотипа СТ +3953 IL-1β (OR=2,10 при 95% CI 
1,13–3,96).

Анализ полиморфизма –31 T>C IL-1β пока-
зал, что у здоровых доноров, хакасов и евро-
пеоидов, наиболее распространенны генотип 
ТС IL-1β (54 и 70%, соответственно). Однако 
частота ТС у хакасов была ниже, чем у евро-
пеоидов (χ2=5,41; р=0,02). Гомозиготы ТТ IL-1β 
статистически значимо чаще встречались у ха-
касов по  сравнению с  европеоидами, χ2=7,19; 
р=0,007. У  хакасов генотип ТС встречался 
реже у больных с МС, чем в группе контроля 
(27 и 54%, соответственно, χ2=15,1; р=0,0001). 
Гомозиготы СС –31 T>C гена IL-1β у больных 
МС встречались чаще по сравнению с  груп-
пой здоровых доноров (37 и  15%, соответ-
ственно, χ2=12,5; р=0,0004). Гомозиготы ТТ 
полиморфизма –31 T>C гена IL-1β встреча-
лись в сравниваемых группах одинаково ча-

сто (23% при МС и 31% – в группе здоровых 
доноров, р=0,37).

У европеоидов доля ТС не отличалась при 
МС относительно группы здоровых доноров 
(67 и  70%, соответственно). Доля СС была 
ниже у пациентов с МС (6%), чем у здоровых 
доноров (15%, χ2=4,29; р=0,038). В  то  время 
как генотип ТТ был выше при МС (28 и 15%, 
χ2=4,98; р=0,025).

Генотип ТС в 2,5 раза чаще встречался у ев-
ропеоидов (χ2=31,9; р=0,0001), чем у  хакасов, 
а генотип СС в более чем 6 раз чаще встречался 
у коренных жителей (χ2=28,3; р=0,001). У хака-
сов риск развития МС ассоциирован с СС –31 
T>C гена IL-1β (OR=3,33 при 95% CI 1,6–6,9). 
Генотип ТС –31 T>C гена IL-1β в данной груп-
пе расценивается нами как протективный, 
на  основании рассчитанного значения кри-
терия отношения шансов (OR=0,32 при 95% 
CI 0,2–0,6). У европеоидов риск развития МС 
может быть снижен у носителей генотипа СС 
(OR=0,36 при 95% CI 0,1–1,1) и повышен у но-
сителей ТТ (OR=2,20 при 95% CI 1,0–4,7).

Заключение. Таким образом, в  результате 
исследования показано, что характер распре-
деления генотипов полиморфизма С+3953Т 
и –31 T>C гена IL-1β отличался как у хакасов, 
так и у европеоидов. Различия также были ха-
рактерны и для роли полиморфизма гена в ри-
ске развития МС. У хакасов риск развития МС 
связан с  наличием генотипа СТ +3953 IL-1β 
(OR=2,10) и СС –31 T>C гена IL-1β (OR=3,33). 
Генотип ТС –31 T>C гена IL-1β у  хакасов ас-
социирован со снижением риска развития МС 
(OR=0,32). У европеоидов риск развития МС 
может быть снижен у носителей генотипа СС 
ТС –31 T>C гена IL-1β (OR=0,36) и повышен 
у носителей ТТ (OR=2,20).

Работа выполнена при финансовой под-
держке Минобрнауки России в  рамках базо-
вой части государственного задания.
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THE ROLE OF POLYMORPHISM OF GENES IL-1Β AT THE METABOLIC 

SYNDROME FROM PATIENTS OF KHAKASSIA

Ageeva E. S., Shtygasheva O. V., Kilina O. Yu., Rossova N. A., Bersenyova O. A.

Federal State-Funded Educational Institution of Higher Professional Education 
«Katanov Khakass State University», Abakan, Russia

Th e aim of the study: to determine the role polymorphism of genes IL-1β at the immunopathogenesis 
of the metabolic syndrome from patients of Khakassia. Materials and methods: A total of 85 people: men 
and women, from them 63 Khakas and 25 Caucasians. Th e analysis of polymorphism of C+3953T and –31 
T>C; the C gene of IL-1β by polimerazny chain reaction with detection of results in real time. Th e results 
of the study. At Khakas possible infl uence on risk of development of metabolic syndrome is connected 
with existence of a genotype of СТ +3953 IL-1β (OR=2,10), at Khakas – CC – T>C IL-1β (OR=3,33). 
Th e genotype of the ТС –31 T>C of a gene of IL-1β in this group is regarded by protective (OR=0,32), at 
Caucasians – (OR=0,36) and is increased at TT carriers (OR=2,20). Conclusions: Shown that nature of 
distribution of genotypes of polymorphism of C+3953T and-31 T>C gene of IL-1β diff ered both at Kha-
kas and at Caucasians. Distinctions were also characteristic and the role of polymorphism of a gene in risk 
of development of metabolic syndrome.

Гастроэзофагеальная рефлюксная болезнь 
(ГЭРБ) – одно из наиболее распространенных 
заболеваний пищеварительной системы, имеет 
длительное, рецидивирующее течение и  оста-
ется актуальной проблемой современной га-

строэнтерологии (Цуканов В. В., 2014). По  со-
временным представлениям, формирование 
ГЭРБ определяется действием многих факто-
ров, в том числе и нарушением моторики пи-
щевода и желудка. Однако, несмотря на муль-

ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 

ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ РИСКА РАЗВИТИЯ 

ГАСТРОЭЗОФАГЕАЛЬНО РЕФЛЮКСНОЙ 

БОЛЕЗНИ У ХАКАСОВ

 Агеева Е. С.,  Манонина М. Б.,  Таранова А. А.,  Буторин Н. Н.

ФГБОУ ВПО «Хакасский государственный университет им. Н. Ф. Катанова», 
Абакан, Россия

Целью исследования являлось установление роли полиморфизма гена IL-1β при ГЭРБ 
у хакасов. Материал и методы исследования. Обследовано 204 человека коренного насе-
ления. В основную группу были включены 34 больных ГЭРБ. Исследовали полиморфизм 
С +3953Т IL-1β, IL-1Ra VNTR, -174 G>C IL-6 и Т–251А IL-8 генов методом рестрикционного 
анализа продуктов амплификации специфических участков генома. Анализ ассоциации 
полиморфизмов с ГЭРБ – с помощью критерия отношения шансов (OR с 95% доверитель-
ным интервалом (CI). Результаты исследования. Обнаружено, что основным генотипом 
у хакасов был СС +3953 IL-1β (81%) и R4R4 IL-1RA VNTR (80,0%), СС (22,0%) и гомозигот 
GG (78,0%) –174 G>C IL-6, ТТ –251А IL-8 (50%). Заключение. Таким образом, анализируя 
характер распределения полиморфизма генов у пациентов с ГЭРБ, выявлены следующие 
доминирующие генотипы: СС полиморфизма С+3953Т гена IL-1β, R4R4 гена IL-1Ra VNTR, 
GG полиморфизма –174 G>C гена IL-6, ТТ Т–251А IL-8. Возможный риск развития ГЭРБ 
у хакасов может быть ассоциирован с генотипом СС полиморфизма С+3953Т гена IL-1β.

Ключевые слова: ГЭРБ, полиморфизм генов, хакасы.
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тифакторную природу, ГЭРБ в  большей мере 
является кислотозависимым заболеванием.

Общепризнанно, что течение и прогноз хрони-
ческих воспалительных процессов и предраковых 
заболеваний пищеварительного тракта в  значи-
тельной степени определяется состоянием иммун-
ного статуса организма.

Интерлейкины являются неотъемлемыми 
участниками иммунных реакций. С их помо-
щью осуществляются иммунные реакции, на-
правленные на  элиминацию инфекционного 
агента, поврежденных структур и восстанов-
ление постоянства внутренней среды. Цито-
кины контролируют рост, дифференцировку 
и  функциональную активность клеток раз-
личной тканевой принадлежности. Различные 
цитокины, влияя на  процессы дифференци-
ровки и  апоптоза эпителия, регулируя про-
цессы секреции и моторики ЖКТ, принимают 
участие в  развитии заболеваний пищевари-
тельной системы и в качестве повреждающих, 
и в качестве защитных факторов (Агеева Е. С., 
2010). До настоящего времени многие аспекты 
патогенеза ГЭРБ остаются окончательно не яс-
ными, ранняя диагностика и прогнозирование 
течения ГЭРБ остаются сложными задачами 
для клиницистов. Генетическая составляющая 
заболеваний может быть ассоциирована с ал-
лельными вариантами определенных провос-
палительных цитокинов, таких как: IL-1β, IL-
1Ra, IL-6, IL-8. Полиморфные варианты генов 
характеризуются разным уровнем экспрессии 
соответствующего гена, тем самым способ-
ны детерминировать выраженность регули-
руемых ими реакций (Hollegaard M. V., 2006, 
Mclean M. H., 2010). 

Целью исследования являлось установление 
роли полиморфизма генов при ГЭРБ у хакасов.

Материал и методы исследования. Обследо-
вано 204 человека коренного населения Респу-
блики Хакасия – хакасов. В основную группу 
были включены 34 больных ГЭРБ (11 мужчин, 
23 женщин), 44,3±9,3 года. Группа сравнения 
была представлена условно здоровыми доно-
рами из 170 человек, с аналогичными характе-
ристиками по полу и возрасту. Диагноз ГЭРБ 
основывался на  основании рекомендации 
Монреальского консенсуса. Степень повреж-
дения слизистой оболочки пищевода оцени-
вали по  Лос-Анджелесской классификации. 
Исследование полиморфизма генов С +3953Т 
IL-1β, -174 G>C IL-6 и Т–251А IL-8 осуществля-
ли методом рестрикционного анализа продук-

тов амплификации специфических участков 
генома. Исследование IL-1Ra VNTR проводили 
ПЦР  – 86 п. н. (Агеева Е. С., 2011). Статисти-
ческий анализ проводился с  использованием 
программы Statistica 8.0. Для сравнения частот 
аллелей использовали критерий χ2 с поправкой 
Йейтса на непрерывность. Анализ ассоциации 
полиморфизмов с ГЭРБ – с помощью критерия 
отношения шансов (OR при 95% CI).

Результаты исследования. Основным до-
минирующим генотипом во всех группах хака-
сов, был вариант СС, доля которого у больных 
ГЭРБ составила 81%, в группе сравнения – 68% 
(χ2=4,45, p=0,035). Вторым по частоте встреча-
емости были гетерозиготы СТ (19% в группе 
с ГЭРБ, и 27% в группе сравнения). Учитывая 
значение критерия отношения шансов, мож-
но достоверно предполагать о связи генотипа 
СC и риске развития ГЭРБ у хакасов: OR=2,01 
при 95% CI (1,20-4,06). Генотип ТТ был редким 
и выявлен только в группе сравнения (5,0%).

Наиболее распространенным генотипом 
был вариант R4R4 IL-1RA VNTR как в  груп-
пе больных ГЭРБ, так и  группе сравнения 
(80,0 и 80,0%, соответственно). Распределение 
гомо- (R3R3) и  гетерозигот (R4R3) при ГЭРБ 
было сопоставимо с  группой сравнения. Вы-
сокопродуцирующий генотип R2R2, ассоции-
рованный с тяжелым прогрессивным по тяже-
сти течения воспалением, был выявлен только 
в группе здоровых доноров (3,7%).

В ходе исследования особенностей распре-
деления полиморфизма -174 G>C гена IL-6, 
у хакасов, показано, что доля гетерозигот CG 
(22,0%) и гомозигот GG (78,0%) IL-6 была со-
поставима с таковым в группе сравнения (26,2 
и  70,0%, соответственно). При этом гомози-
готный генотип СС был обнаружен только 
группе здоровых доноров (3,7%).

При оценке полиморфизма гена IL-8 уста-
новлено, что доминирующим генотипом 
во  всех обследованных группах хакасов, был 
вариант ТТ IL-8, (ГЭРБ – 50%, группа сравне-
ния – 45%). Вторым по частоте встречаемости 
был гетерозиготный генотип ТА (41% в груп-
пе с ГЭРБ, и 37% в группе сравнения). Вариант 
АА полиморфизма Т–251А IL-8 был выявлен 
у  больных с  ГЭРБ в  9% случаев, а  в  группе 
сравнения – 18%, соответственно.

В виду того, что статистическая значи-
мость установлена только для IL-1β и его ан-
тагониста, дальнейший интерес представляла 
эта группа цитокинов. Антагонист рецептора 
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IL-1Ra связывается с рецепторами к IL-1β, рас-
положенными на  клетках, блокируя проведе-
ние сигнала. В ответ – количество рецепторов 
увеличивается, что ведет к  гиперпродукции 
IL-1β, по  принципу обратной положительной 
связи. Показано, что комбинации низкопроду-
цирующих вариантов СС и СТ полиморфизма 
С+3953Т гена IL-1β с  высокопродуцирующим 
вариантом R4R4 гена IL-1Ra VNTR встречались 
у соответственно 48 и 24% пациентов с ГЭРБ.

При анализе ассоциации частоты встречае-
мости жалоб у пациентов с ГЭРБ у носителей 
гомо- (СС) и  гетерозоготного (СТ) вариантов 
гена IL-1β было показано, что при СС +3953 
IL-1β статистически значимо чаще встречалась 
изжога (χ2=31,31, p<0,001), боли в  подложеч-
ной области (χ2=85,11, p<0,001), эпигастрии 
(χ2=24,32, p<0,001), тошнота (χ2=4,69, p=0,03), 
рвота (χ2=7,32, p<0,006), кашель (χ2=7,96, 
p=0,004), срыгивание пищей (χ2=7,65, p<0,005).

Заключение. Таким образом, у  пациентов 
с ГЭРБ, выявлены следующие доминирующие 

генотипы: СС полиморфизма С+3953Т гена 
IL-1β, R4R4 гена IL-1Ra VNTR, GG полимор-
физма -174 G>C гена IL-6, ТТ гена IL-8. Воз-
можный риск развития ГЭРБ у хакасов может 
быть ассоциирован с генотипом СС полимор-
физма С+3953Т гена IL-1β.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Минобрнауки России в  рамках базо-
вой части государственного задания.
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CHARACTERISTIC OF GENETIC PREDISPOSITION 

OF RISK OF DEVELOPMENT OF GASTROESOPHAGEAL 

OF THE REFLUX DISEASE IN KHAKAS

Ageeva E. S., Manonina M. B., Taranova A. A., Butorin N. N.

Federal State-Funded Educational Institution of Higher Professional Education 
«Katanov Khakass State University», Abakan, Russia

Th e aim of the study: researches establishment of a role of polymorphism of a gene of IL-1β at GERB 
at Khakas was. Materials and methods: 204 persons of indigenous people are examined. Th e main group 
included 34 sick GERB. Investigated polymorphism С+3953T IL-1β, IL-1Ra VNTR, –174 G>C; C IL-6 
and T-251A IL-8 of genes by method of the restrict analysis of products of amplifi cation of specifi c sites of 
a genome. Th e analysis of association of polymorphisms with GERB – by means of criterion of the relation 
of chances (OR) with 95% of a confi dential interval (CI–$5onfi dence Intervals). Th e results of the study. It 
is revealed that the main genotype Khakas had CC +3953 IL-1β (81%) and R4R4 IL-1RA VNTR (80,0%), 
CG (22,0%) and GG (78,0%) –174 G>C IL-6, TT T-251A IL-8 (50%). Conclusions: Th us, analyzing nature 
of distribution of polymorphism of genes at patients with GERB, the following dominating genotypes 
are revealed: CC polymorphism of C+3953T of a gene of IL-1β, R4R4 of a gene of IL-1Ra VNTR, GG of 
polymorphism –174 G>C; C gene of IL-6, IL-8 gene TT. Possible risk of development of GERB in Khakas: 
it can be associated with a genotype of CC of polymorphism of C+3953T of a gene of IL-1β.

Key words: GERD, polymorphism of genes, khakas.
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Актуальность и  цель работы. Туберкулез 
остается важной международной проблемой, 
представляя серьезную угрозу для обществен-
ного здоровья во многих странах мира, нано-
ся человечеству колоссальный медицинский 
и экономический ущерб, являясь одной из ве-
дущих причин смертности от инфекционных 
заболеваний. Большинство эпидемиологиче-
ских данных поддерживают роль врожденно-
го иммунного ответа в  развитии туберкуле-
за [1], т. к. адекватное сетевое взаимодействие 
его факторов в основном приводит к элими-
нации патогена. В то же время гиперактива-
ция или угнетение механизмов врожденного 
иммунитета может вызвать развитие актив-
ной формы туберкулеза [2]. Туберкулез  – 
мультифакторное заболевание, для которого 
характерно отсутствие воспроизводимости 
результатов исследования монолокусных ас-
социаций в  различных популяциях. Объяс-
нение данного феномена находят в  явлении 
межгенных взаимодействий  [1]. Наиболее 
распространенной формой туберкулеза лег-
ких является инфильтративная  [1]. Муль-
тилокусный анализ полиморфизма генов, 
влияющих на  развитие инфильтративного 
туберкулеза, может выделить патогенетиче-
ски значимые комбинации генов врожденно-
го иммунного ответа.

Цель: выявление комбинаций генов воспа-
лительного ответа (IL-1RА, IL-1β, IL-10, TNFA, 
TLR2 и TLR4), формирующих паттерны, ассо-
циированные с инфильтративной формой ту-
беркулеза легких.

Материалы и  методы. Исследуемую груп-
пу составили 53 больных с инфильтративной 
формой туберкулеза легких, находящихся 
на  стационарном лечении в  ГБУЗ «Челябин-
ский областной клинический противотубер-
кулезный диспансер». Пациенты характеризо-
вались инфильтратами более 1 см в одном или 
в  двух легких и  малосимптомным течением 
заболевания (32,08%), а также распространен-
ными инфильтратами в фазе распада (67,92%) 
с бактериовыделением и клиническими прояв-
лениями. В  исследование включены больные 
из русской популяции, проживающие на тер-
ритории Челябинской области, из социально-
адаптированных слоев населения. Попу-
ляционная принадлежность определялась 
по данным генеалогического анамнеза до тре-
тьего поколения (согласно рекомендациям 
8-го Международного Симпозиума в  1980 г., 
Лос-Анджелес, США).

Генотипирование генов цитокинов и  TLR 
осуществляли путем ПДРФ-анализа (IL-1β, 
TNFA, TLR2 и TLR4) и аллель-специфической 
ПЦР (IL-10, IL-1RA). Выделение ДНК прово-

РОЛЬ МЕЖГЕННЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ ГЕНОВ 

ВРОЖДЕННОГО ИММУННОГО ОТВЕТА В ФОРМИРОВАНИИ 

ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ К ИНФИЛЬТРАТИВНОМУ 

ТУБЕРКУЛЕЗУ ЛЕГКИХ

 Беляева С. В.1,2,  Евдокимов А. В.1

1ФГБОУ ВПО «Челябинский государственный университет»; 2ГБУЗ «Челябинская 
областная станция переливания крови», Челябинск, Россия

Проведен анализ межгенных взаимодействий генов врожденного иммунного ответа 
у  больных инфильтративной формой туберкулеза методом MDR. Установлено, что наи-
более значимым в  фенотипической реализации развития инфильтративного туберку-
леза у  русских Челябинской области является вклад комбинации генов TNFA(-308)*A 
и IL-10(-1082) *G за счет их синергического взаимодействия. Для уточнения риска разви-
тия у больных инфильтративной формы в качестве дополнительных маркеров можно ис-
пользовать гены IL-1(+3953) *C и TNFA(-238)*A.

Ключевые слова: инфильтративный туберкулез, полиморфизм генов, Multifactor Di-
mensionality Reduction.
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дили с использованием реагентов PROTRANS 
DNA Box 500 согласно инструкции произво-
дителя (Protrans, Germany). Для амплифика-
ции использовали прибор «Терцик» (НПФ 
«ДНК-Технология», Россия). Метод детекции 
результатов  – электрофорез в  3% агарозном 
геле и 8% ПААГе.

Анализ межгенных взаимодействий про-
веден методом сокращения многофакторной 
размерности (Multifactor Dimensionality Re-
duction, MDR) в  среде открытой программы 
MDR v.2.0 beta8 (http://www.multifactordimens
ionalityreduction.org). Для оценки межгенных 
взаимодействий с помощью метода MDR был 
использован алгоритм всестороннего поис-
ка (Exhaustive search algorithm), который рас-
сматривал все возможные комбинации по-
лиморфных локусов, выбранных для анализа 
межгенных взаимодействий, в отношении ри-
ска развития туберкулеза.

Результаты. Метод MDR был разработан 
для моделирования межгенных взаимодей-
ствий высокого порядка, которые невозможно 
оценить с  помощью традиционно используе-
мых в  генетической эпидемиологии параме-
трических методов [3]. MDR позволил проде-
монстрировать сложный характер межгенных 
взаимодействий анализируемых полиморф-
ных локусов генов-кандидатов инфильтратив-
ного туберкулеза.

В результате анализа взаимодействий ис-
следованных генов в формировании предрас-
положенности к  инфильтративному тубер-
кулезу была установлена четырехлокусная 
модель IL-1β(+3953)*С/TNFА(-308)*A/TNFА 
(-238)*A/IL-10(-1082)*G, которая характеризо-
валась 80% воспроизводимостью (Cross-vali-
dation consistency) и точностью предсказания 
46,15% (Testing balanced accuracy). Согласно па-
раметрам данной модели наиболее тесное вза-
имодействие установлено для двухлокусной 
модели генов TNFA(-308)*A/IL-10(-1082) *G, 
которая характеризовалась 90% воспроизво-
димостью и точностью предсказания 49%. По-
лученные результаты согласуются с результа-
тами монолокусного анализа ассоциаций: для 

инфильтративной формы характерен провос-
палительный цитокиновый генотип: высокие 
частоты аллеля TNFА(-308)*А  и  генотипов 
TNFА(-308)*G/А и TNFА(-308)*А/А [2].

В данном исследовании мы установи-
ли, что на  долю комбинации локусов TNFA 
(-308)*A и  IL-10(-1082)*G приходится 6,89% 
фенотипической энтропии, что демонстри-
рует выраженный синергический эффект по-
лиморфизмов при формировании предрас-
положенности к развитию инфильтративной 
формы туберкулеза. Согласно схеме Fruchter-
man-Rheingold, из  четырех анализируемых 
полиморфизмов наибольшим предсказатель-
ным потенциалом обладает полиморфизм 
IL-10(-1082)*G – 4,13%. В результате анализа 
установлено, что полиморфные локусы IL-1β 
(+3953)*С  и  TNFA(-238)*A оказывают выра-
женный независимый эффект в формирова-
нии инфильтративной формы туберкулеза, 
а локусы TNFA(-308)*A и TNFA(-238)*A име-
ют отрицательные эффекты, что совпадает 
с данными литературы.

Исходя из  данных анализа, представляет-
ся возможным сделать заключение о ведущей 
роли полиморфизма IL-10(-1082)*G и комби-
нации локусов TNFA(-308)*A/IL-10(-1082)*G 
в  развитии инфильтративного туберкулеза 
среди всех анализируемых в  данной работе 
однонуклеотидных полиморфизмов. Вклад 
полиморфных вариантов генов IL-1β(+3953)*C 
и  TNFA(-238)*A представляется менее суще-
ственным и  может нести дополнительную 
смысловую нагрузку в контексте совместного 
определения при генетическом тестировании 
для уточнения риска развития у больных ин-
фильтративной формы.
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ROLE OF INTERGENIC INTERACTIONS OF GENES 

OF INNATE IMMUNE RESPONSE IN THE FORMATION 

OF PREDISPOSITION TO INFILTRATIVE PULMONARY 

TUBERCULOSIS

Beliaeva S. V.1,2, Evdokimov A. V.1

1Chelyabinsk State University; 2Chelyabinsk regional hemotransfusion station, 
Chelyabinsk, Russia

Th e analysis of intergenic interactions of genes of the innate immune response in patients with infi ltra-
tive tuberculosis was carried out via MDR method. It was found that most signifi cant aspect in realization 
of phenotypic infi ltrative tuberculosis in Russian population of Chelyabinsk region is the contribution of 
combinations of genes TNFA(-308)*A and IL-10(-1082)*G due to their synergistic interaction. To clarify 
the risk of the infi ltrative forms’ development in patients with tuberculosis genes IL-1β(+3953)*C and 
TNFA(-238)*A can be used as additional markers.

Актуальность. Необходимо развитие ис-
следований и  методического базиса в  этом 
направлении для профилактического обеспе-
чения путей защиты и  стабилизации генома 
человека в условиях возрастающего загрязне-
ния среды, в том числе производственной [1, 4]. 
Восприимчивость организма к  воздействию 
средовых химических и физических факторов 
в значительной мере зависит от особенностей 

генетических ассоциаций определяющих ак-
тивность ферментов системы детоксикации 
ксенобиотиков и состояния компонентов им-
мунного ответа [4]. Актуальным на сегодняш-
ний день является выделение маркерных им-
мунологических и  генетических показателей, 
которые могут быть использованы в качестве 
ранних маркеров нарушений здоровья рабо-
тающих [2, 3].

ИММУНОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 

У РАБОТАЮЩИХ В УСЛОВИЯХ 

СОЧЕТАННОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ ПЫЛИ 

И ПРОИЗВОДСТВЕННОГО ШУМА

 Долгих О. В.1,2,3,  Кривцов А. В.1,  Бубнова О. А.1,2
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Результаты генетического анализа полиморфизма генов выявили преимуществен-
ные нарушения у женского работающего контингента по критерию распространенно-
сти минорного аллеля генов 1 и  2 фаз детоксикации, нейро–эндокринной регуляции, 
функции жирового и энергетического обменов, генов иммунной регуляции и апоптоза. 
Белки иммунной регуляции (фактор некроза опухоли альфа, FAS-рецептор) и  канди-
датные аллели их генов рекомендуется использовать в качестве маркеров чувствитель-
ности и эффекта при оценке риска здоровью комбинации вредных производственных 
факторов (шум и пыль).

Ключевые слова: ген TNF альфа, ген FAS-рецептора, шум.
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Цель работы  – оценка иммуногенетиче-
ских особенностей здоровья работающих 
на предприятии цветной металлургии Перм-
ского края.

Материалы и  методы. Группу наблюдения 
составили 66 человек, работающих на  пред-
приятии «Ависма» Пермского края. В  ука-
занную группу включены работники с  про-
фессиями: выбивщик титановой губки (ТГ) 
и  сортировщик титановой губки (ТГ). В  том 
числе 29 мужчин, 44% от общего числа группы 
(выбивщики ТГ) и 37 женщин, 56% от общего 
числа группы (все сортировщики ТГ). Сред-
ний возраст в группе наблюдения составляет 
36,9±2,4 года. Группу сравнения составили ин-
женерно-технические работники (ИТР), чис-
ленность группы – 52 человека (44,2% мужчин 
и  55,8% женщин), средний возраст которых 
составляет 36,3±1,4 года, средний стаж 12,5± 
1,2 года. Группы были сопоставимы по возра-
сту, полу, стажу, этническому составу.

Исследовали следующие параметры им-
мунной системы: маркеры межклеточной им-
мунной регуляции фактор некроза опухоли, 
содержание карцинальных антигенов (СА724, 
СА199, ПСА, СА153), релаксина, эритропоэти-
на, гомоцистеина – методом иммунофермент-
ного анализа с  помощью тест-систем. Изуче-
ние маркеров клеточной дифференцировки 
методом проточной цитометрии  – определе-
ние популяций и  субпопуляций лимфоцитов 
(CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD16+CD56+, CD25+, 
CD95+,) на проточном цитометре FACSCalibur 
фирмы «Becton Dickinson».

Проведено изучение полиморфизма генов 
цитохром-450, MTHFR, GSTA4 (глутатион-
трансфераза), SOD2, ZMPSTE24 (цинк-ме-
таллопептидаза), TERT, FAS, FOXP3, ММР9, 
ТNFaльфа. Для определения генотипа челове-
ка использовали метод аллельной дискрими-
нации, когда различия между гетерозиготами, 
гомозиготами дикого и минорного вариантов 
устанавливали по  различиям в  протекании 
реакций амплификации соответствующих 
праймеров. Обработка данных по  генотипи-
рованию проводилась с использованием уни-
фицированной программы «Ген Эксперт».

Результаты. При анализе результатов ат-
тестации рабочих мест по  условиям труда, 
установлено, что условия труда раздельщи-
ков ТГ и сортировщиков ТГ ОПУ-1 цеха № 35 
характеризуются сочетанным воздействием 
нанодисперсной пыли и  производственного 

шума. Уровень шума на рабочем месте выбив-
щика и  сортировщика ТГ достигает 88 дБА, 
что на  8  дБА превышает предельно допусти-
мый уровень (ПДУ 80 дБА), и  соответствует 
2  степени вредности третьего класса опасно-
сти (3.2). В  образцах плазмы крови группы 
наблюдения преобладают частицы диапазо-
на 0-30 нм, на их долю приходится в среднем 
61% (среднее процентное содержание в груп-
пе сравнения 48,8%).

У обследованных работающих выявлены 
изменения клеточного и  гуморального звена 
иммунного ответа: повышенный по  сравне-
нию с  контролем уровень фетальных белков 
(СА 153) – превышение у женщин в 1,2 раза; 
повышено содержаниие гомоцистеина у 61,8% 
женщин группы наблюдения (13,156±1,505, 
при норме 4,6-12,44 мкмоль/дм3), тогда как 
в группе сравнения превышений границ нор-
мы не наблюдалось, а у мужчин в данных усло-
виях уровень гомоцистеина повышен у  14% 
(11,589±1,105)  – контроль 9,594±0,921  – без 
достоверности отклонений; наблюдаются до-
стоверные отклонения показателей CD-им-
мунограммы в  сравнении с  референтным 
уровнем  – снижение абсолютного и  относи-
тельного содержания активационных марке-
ров CD95+ и CD25+ (у 100% пациентов).

Результаты генетического анализа: Муж-
ская основная группа характеризовалась пре-
обладанием вариантного аллеля над показате-
лями группы контроля и женской подгруппой 
по следующим полиморфизмам генов: цитох-
рома CYP1A1, копропорфириногеноксидазы 
CPOX, рецепторов запуска процедуры апопто-
за FAS и TNF, метилентетрагидрофолатредук-
тазы MTHFR, отвечающих за  детоксикацию, 
нервную и эндокринную регуляцию, жировой 
и энергетический обмен. Генотип работающих 
женщин характеризовался следующими гена-
ми с  повышенной полиморфностью: метал-
лопротеиназы ММР, цинк-металлопептидаза 
ZMPSTE, фактора некроза опухоли TNF, ме-
тилентетрагидрофолатредуктазы MTHFR, от-
вечающих за детоксикацию, иммунную, нерв-
ную и  эндокринную регуляцию, как за  счет 
гетерозиготного так и  за  счет гомозиготного 
вариантного генотипов.

Вывод. Выявлены достоверные наруше-
ния клеточного звена иммунитета (повыше-
ние ФНО, угнетение Т-клеточных рецепторов 
CD25+, CD95+), гуморального звена иммуни-
тета преимущественно в  женской подгруппе 
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(снижение уровня релаксина и эритропоэтина, 
а также повышенный уровень СА153). Резуль-
таты генетического анализа полиморфизма 
генов выявили преимущественные наруше-
ния у женщин по критерию распространенно-
сти минорного аллеля генов 1 и 2 фаз деток-
сикации, а также генов иммунной регуляции 
и апоптоза. Белки иммунной регуляции (фак-
тор некроза опухоли альфа, FAS-рецептор) 
и кандидатные аллели их генов рекомендуется 
использовать в  качестве маркеров чувстви-
тельности и эффекта при оценке риска здоро-
вью комбинации вредных производственных 
факторов (шум и пыль).
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IMMUNOGENETIC INDICATORS IN WORKERS OCCUPIED 

UNDER EXPOSURE TO DUST AND INDUSTRIAL NOISE
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Abstract. Th e results of the genetic analysis of gene polymorphism have revealed preferential disor-
ders in female working contingent due to the criterion of the prevalence of the minor allele of gene 1 and 
2  phases of detoxifi cation, neuro-endocrine regulation, the functions of fat and energy metabolism, im-
mune regulation genes, and apoptosis. Proteins of immune regulation (Tumour necrosis factor-alpha, 
FAS-receptor) and Candidate alleles of genes is recommended to use as markers of sensitivity and eff ect 
when assessing health risk from the combination of harmful factors (noise and dust).

Key words: TNF-alpha gene, FAS-receptor gene, noise.

КАНДИДАТНЫЕ ГЕНЫ НАРУШЕНИЙ ИММУННОГО ОТВЕТА 

У ДЕТЕЙ В УСЛОВИЯХ ЭКСПОЗИЦИИ ХЛОРОФОРМОМ

 Долгих О. В.1,2,3,  Бубнова О. А.1,2,  Безрученко Н. В.1,2, 
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Результаты генетического анализа полиморфизма генов выявили преимущественные 
нарушения распространенности минорного аллеля генов иммунной регуляции и апопто-
за, а  также генов 1 и  2 фаз детоксикации. Белки иммунной регуляции (HLA DR1, FAS-
рецептор) и кандидатные аллели их генов рекомендуется использовать в качестве маркеров 
чувствительности и эффекта при оценке риска здоровью в условиях поступления избы-
точных концентраций хлороформа с питьевой водой. Выявлен измененный генетический 
полиморфизм генов CYP1A1, GSTA4, TERT, ММР9, а также их ассоциация с контаминаци-
ей биосред хлороформом и специфическим иммунологическим ответом.

Ключевые слова: полиморфизм генов, ген HLA DR1, ген FAS, хлороформ.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Геномика иммунитета554

Использование современных диагности-
ческих иммунологических и  молекулярно-
генетических технологий, в  частности ПЦР, 
позволяет провести объективную и достовер-
ную оценку иммунного ответа и полиморфиз-
ма его генов у населения в условиях повышен-
ной внешнесредовой химической нагрузки 
[1, 2, 3, 4]. Нарушения здоровья, обусловлен-
ные факторами водной среды измененной 
продуктами хлорирования, определяют це-
лесообразность научно-исследовательских 
работ по  определению индивидуальной чув-
ствительности организма к действию хлорор-
ганических соединений и  функционального 
состояния систем генетической и  иммунной 
регуляции гомеостаза.

Цель работы – анализ изменения иммуно-
логических и  генетических маркеров у  дет-
ского населения в  условиях контаминации 
водной среды хлороформом (на  примере 
Пермского края).

Материалы и  методы. Выполнено ком-
плексное обследование 89 детей в возрасте от 3 
до 7 лет, которые постоянно проживают и по-
сещают детские сады на территории Пермского 
края с повышенным содержанием хлорофор-
ма в питьевой воде. Группу сравнения соста-
вили 46 детей, проживающие на экологически 
благополучной территории. Группы были со-
поставимы по  соматической заболеваемости 
и этнической принадлежности.

Исследования биосред (кровь) на содержа-
ние хлорорганических углеводородов (хлоро-
форм) выполнялось методом анализа равно-
весной паровой фазы на газовом хроматографе 
«Кристалл-5000» с капиллярной колонкой DB-
624 и  селективным детектором электронного 
захвата (ДЭЗ) в соответствии методическими 
указаниями с  МУК 4.1.2115-06. Фенотипи-
рование лимфоцитов проводили на  проточ-
ном цитометре FACSCalibur фирмы «Becton 
Dickinson» с  использованием универсальной 
программы CellQuestPrO. Определение по-
пуляций и субпопуляций лимфоцитов (CD3+, 
CD4+, CD25+, CD95+) проводили методом 
мембранной иммунофлюоресценции с  ис-
пользованием панели меченых моноклональ-
ных антител к  мембранным CD-рецепторам 
(«Becton Dickinson», USA), при этом реги-
стрировали суммарно не  менее 10 000 собы-
тий. Маркеры пролиферативных реакций 
(СА 72-4, СА 19-9) определялись с помощью 
иммуноферментного анализа на  анализато-

ре «Elx808IU». Cпецифические к хлороформу 
IgG определяли методом модифицированного 
конкурентного иммуноферментного анализа 
на  анализаторе «Elx808IU» (США) согласно 
МР 111–14/55-04-02 [3].

Проведено изучение полиморфизма генов 
детоксикации: CYP1A1 (цитохром), GSTA4 
(глу татион-трансфераза), гена процедуры 
апоптоза FAS, гена ГКГС HLA DR1, TERT (те-
ломераза), ММР9 (металлопротеиназа). Об-
работка данных по  генотипированию прово-
дилась с  использованием унифицированной 
программы «Ген Эксперт».

Результаты. Средние концентрации хло-
роформа в  пробах воды исследуемой тер-
ритории превосходили примерно в  2,5 раза 
аналогичные концентрации в  пробах воды 
территории сравнения (p<0,05). Проведенное 
химико-аналитическое исследование выявило 
повышенные уровни хлороформа в  биосре-
дах обследуемых детей – в 2,0 раза, выше, чем 
в крови детей территории сравнения.

Установлен достоверно повышенный от-
носительно референтных значений уровень 
специфической сенсибилизации к  хлорофор-
му по критерию IgG у 41,8% детей, с достовер-
ным различием от нормальных значений. Ана-
лиз отношения шансов изменения маркеров 
специфической сенсибилизации при возрас-
тании концентрации контаминантов в биоло-
гических средах позволил установить досто-
верное (p<0,05) повышение концентрации IgG 
к хлороформу при увеличении концентрации 
четыреххлористого углерода в крови (R2=0,50 
при p<0,05).

Наблюдаются достоверные отклонения 
показателей CD-иммунограммы в  сравне-
нии с  референтным уровнем  – снижение ак-
тивационного маркера CD25+, а  также CD95+ 
(у 26,7–63,3% детей). Результаты моделирова-
ния отношения шансов изменения иммуноло-
гических тестов при возрастании концентра-
ции контаминантов в  биологических средах 
позволило установить достоверное (p<0,05) 
понижение CD4+, CD25+, CD95+ при увеличе-
нии концентрации хлороформа (R2=0,68–0,87 
при p<0,05).

В результате оценки полиморфизм генов 
иммунорегуляции и  ферментов 1 и  2 фазы 
детоксикации ксенобиотиков была выявлена 
достоверно повышенная (p<0,05) распростра-
ненность патологического аллеля гена цитох-
рома (3,0 раза0, а  также гетерозиготного ге-
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нотипа гена глутатион-S-трансферазы (в  4,0 
раза) у обследуемых детей относительно груп-
пы сравнения. Аллельный полиморфизм гена 
металлопротеиназы характеризуется наличи-
ем достоверных различий группы наблюдения 
с группой сравнения (повышение распростра-
ненности мутантного аллеля ММР9 в 2,5 раза). 
Повышены распространенность вариантного 
гомозиготного генотипа гена FAS и гетерози-
готного варианта генов HLA DR1 и теломера-
зы TERT по  отношению к  группе сравнения. 
Наблюдается достоверная взаимосвязь содер-
жания ключевых ферментов и ответственных 
за них кандидатных генов (p<0,05).

Вывод. Проведенное обследование детско-
го контингента, проживающего в  условиях 
контаминации питьевой воды хлороформом, 
выявило повышение экспрессии онкопроли-
феративных белков (СА 72-4, СА 19-9) и спец-
ифической чувствительности к  компонентам 
факторной нагрузки (повышение содержания 
IgG к  хлороформу), а  также генетические 
нарушения экспрессии иммунорегулятор-

ных белков ассоциированные с  полиморфиз-
мом кандидатных генов иммунной системы: 
ген рецептора запуска процедуры апоптоза 
FAS, CYP1A1 (цитохром), GSTA4 (глутатион-
трансфераза), ген главного комплекса гисто-
совместимости HLA DR1, TERT (теломераза), 
ММР9 (металлопротеиназа), характеризую-
щих специфические различия между анализи-
руемыми группами.
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CANDIDATE GENES OF IMMUNE RESPONSE 
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Abstract. Th e results of the genetic analysis of gene polymorphism have revealed the preferential vio-
lations of the prevalence of minor allele genes of immune regulation and apoptosis. Proteins of immune 
regulation (HLA DR1, FAS-receptor) and candidate alleles of their genes is recommended to use as mark-
ers of sensitivity and eff ect in health risk assessment of the child population of exposure to excessive 
concentrations of chloroform in drinking water. Th e changed genetic polymorphism of genes CYP1A1, 
GSTA4, TER, MMP, as well as their association with the contamination of biological media with chloro-
form and specifi c immunological response have been revealed.

Key words: HLA-DR1 gene, FAS gene, chloroform.
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Актуальность и  цель работы. Основной 
функцией толл-подобных рецепторов (TLRs) 
является узнавание молекулярных микробных 
компонентов и запуск механизмов врождённо-
го иммунитета в ответ на инфекцию [1]. TLRs 
связывают компоненты вирионов, клеток бак-
терий, характерные для различных патогенов 
и  распространённые универсально. Полно-
геномные исследования, затрагивающие об-
ласти генов TLRs, позволили установить, что 
данные гены содержат большое количество 
однонуклеотидных полиморфизмов, пред-
ставляющих собой точковые замены нуклео-
тидов в  определённом положении [2]. Часто-
та встречаемости некоторых полиморфизмов 
достоверно различается в  мировых челове-
ческих популяциях. К  подобным полимор-
физмам относится точковая замена 745C>T, 
расположенная в  области гена TLR6. Аллель 
с  заменой (745*T) распространён с  довольно 
высокой частотой (около 50%) в  популяциях 
европеоидного происхождения, в  то  время 
как в монголоидных популяциях практически 
не встречается [2, 3]. Функциональные иссле-
дования этого полиморфизма выявили связь 
между аллелем 745*T и  снижением уровня 
активации TLR6. Высокую частоту этого ал-
леля в  европеоидных популяциях связывают 
с  адаптивными преимуществами в  условиях 
частых эпидемий в Европе [3]. Уральский ре-
гион представляет собой интересную терри-

торию для популяционно-генетических ис-
следований: это перекрёсток миграционных 
путей из Азии и Европы [4].

Цель работы: определить частоту встре-
чаемости аллелей и  генотипов по  точковому 
полиморфизму 745C>T гена толл-подобного 
рецептора 6 (TLR6) в популяциях русских, на-
гайбаков, татар и башкир Челябинской обла-
сти и провести между ними сравнение.

Материалы и  методы. Для исследования 
были отобраны образцы венозной крови 
представителей четырёх этнических попу-
ляций: русские (156 человек), башкиры (144 
человека), татары (93 человека) и  нагайбаки 
(100 человек), проживающих на  территории 
Челябинской области. Принадлежность к  эт-
нической группе определялась по  данным 
генеалогического анамнеза в  трёх поколени-
ях (согласно рекомендациям 8-го Междуна-
родного Симпозиума в 1980 г., Лос-Анджелес, 
США). Геномная ДНК была выделена из  об-
разцов венозной крови с  использованием 
реагентов Axygen (Quiagen, Германия) соглас-
но инструкции производителя. Определение 
точковой замены 745C>T в  гене TLR6 про-
водилось с  помощью набора реагентов фир-
мы НПФ «Литех» (Москва). Амплификацию 
проводили в приборе ТПЧ-ПЦР-01-«Терцик» 
(НПФ ДНК-Технология, Москва). Детекция 
результатов осуществлялась электрофорети-
чески в 3% агарозном геле. Статистическая об-

ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ ТОЧКОВОЙ 

ЗАМЕНЫ 745C>T ГЕНА TLR6 В ОСНОВНЫХ 

ПОПУЛЯЦИЯХ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ

 Евдокимов А. В.,  Бурмистрова А. Л.,  Сташкевич Д. С.

ФГБОУ ВПО Челябинский государственный университет, 
Челябинск, Россия

В данной статье проводится сравнение основных популяций Челябинской области 
(русских, татар, башкир и нагайбаков) по частоте встречаемости точкового полиморфиз-
ма 745C>T гена толл-подобного рецептора 6. Генотипирование популяции татар южноу-
ральского региона по полиморфизму 745C>T гена толл-подобного рецептора 6 проводит-
ся впервые. Полученные данные могут использоваться для дальнейшего изучения ответа 
на инфекцию в различных популяциях.

Ключевые слова: TLR6, полиморфизм, татары, русские, башкиры, нагайбаки.
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работка данных была проведена при помощи 
средств программного пакета MedCalc вер-
сии 12.1.0.0 (Medcalc Soft ware bvba). Проверка 
полученных частот генотипов в  популяциях 
на  соответствие закону Харди  – Вайнберга 
была проведена с  использованием критерия 
χ2 Пирсона; статистически значимыми счита-
лись различия при p<0,050. Для сравнения по-
пуляций между собой был использован крите-
рий χ2 с поправкой Бонферрони на попарные 
сравнения: достоверными считались различия 
при p<0,008.

Результаты. Проверка полученных частот 
распределения генотипов TLR6 745C>T на со-
ответствие закону Харди-Вайнберга не  вы-
явила статистически значимых отклонений 
для исследованных популяций (p=0,819 для 
русских, p=0,835 для нагайбаков, p=0,924 для 
башкир и  p=1,000 для татар). Применение 
критерия χ2 позволило обнаружить статисти-
чески значимые различия в частотах встречае-
мости аллелей и генотипов между популяцией 
башкир и  остальными популяциями. Аллель 
745*C в  популяции башкир встречался чаще 
(84,0%), а аллель 745*T – реже (16,0%), чем у та-
тар (70,4% и  29,6%; χ2

[1]=11,66, p=0,0006), на-
гайбаков (69,0% и 31,0%; χ2

[1] =14,61, p=0,0001) 
и русских (61,2% и 38,8%; χ2

[1] =37,66, p<0,0001). 
В  сравнении с  остальными популяциями, 
более распространённым генотипом у  баш-
кир были гомозиготы 745СС (70,1%), часто-
ты встречаемости гетерозигот 745CT (27,8%) 
и гомозигот 745TT (2,1%) были меньше. В по-
пуляции татар аналогичные значения соста-
вили 49,5%, 41,9%, 8,6% (χ2

[2] =12,47, p=0,002), 
у нагайбаков – 46,0%, 46,0%, 8,0% (χ2

[2] =15,85, 
p=0,0004) и  у  русских  – 35,9%, 50,6%, 13,5% 

(χ2
[2]=38,76, p<0,0001). Популяции русских, на-

гайбаков и татар по аллельным частотам и ча-
стотам генотипов между собой достоверно 
не различались.

В соответствии с данными литературы, для 
популяций европеоидного происхождения, 
по  сравнению с  монголоидными, характерна 
более высокая частота встречаемости аллеля 
TLR6 745*Т [2, 3]. В проведённом исследовании 
популяция башкир статистически значимо де-
монстрировала низкую частоту аллеля 745*T 
в  сравнении с  остальными популяциями, что 
связано со значительным монголоидным ком-
понентом в генофонде этой популяции [5]. Бо-
лее высокая доля аллеля 745*T среди русских 
указывает на их европеоидное происхождение 
и аллохтонный характер этой популяции по от-
ношению к территории Челябинской области. 
В популяциях татар и родственных им нагайба-
ков частота указанного аллеля также довольно 
высока, что может быть связано с путями ми-
грации их предков на территорию Европы [5].

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Takeda K., Kaisho T., Akira S. Annu Rev Immunol 
2003, 21, 335-376.

2. Barreiro L. B., Quintana-Murci  L. Nature Review 
Genetics 2010, 11, 17-30.

3. Quintana-Murci L., Clark A. G. Nat Rev Immun 
2013, 13 (4), 280-293.

4. Хуснутдинова Э. К. Вестник Российской акаде-
мии наук 2003, 73 (7), 614-621.

5. Чернова М. С. Иммуногенетический профиль 
популяций Челябинской области (русские, тата-
ры, башкиры, нагайбаки) в структуре мировых 
популяций. Автореф. дис. канд. биол. наук. Че-
лябинский государственный университет, Челя-
бинск 2014.

THE FREQUENCY OF THE TLR6 745C>T SUBSTITUTION 

IN THE MAJOR CHELYABINSK REGION POPULATIONS

Evdokimov A. V., Burmistrova A.L, Stashkevich D. S.

Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russia

In this article the frequency of toll-like receptor 6 gene 745C>T single nucleotide polymorphism in ma-
jor Chelyabinsk Region populations (Russians, Tatars, Bashkirs and Nagaibaks) has been compared. Th e 
genotyping of the South Ural Tatars on the toll-like receptor 6 gene 745C>T was conducted for the fi rst time. 
Obtained data can be used for the further study of the infection response in diff erent populations.
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Актуальность и цель работы. Терапия рака 
является одной из  наиболее сложных про-
блем современного здравоохранения. Поиск 
альтернативных химиотерапии подходов к ле-
чению рака ведется в различных направлени-
ях. Одним из  способов замедления роста ра-
ковых клеток является РНК-интерференция 
ключевых для деления опухолевых клеток 
генов [1, 2]. Мыши Wnt-1 получены гиперэк-
спрессией гена сигнального пути Wnt-1, что 
привело к  спонтанному формированию опу-
холей молочных желез у  таких мышей [3, 4]. 
Соответственно, подавление экспрессии гена 
Wnt-1 с помощью РНК-интерференции может 
оказывать противоопухолевый эффект. В дан-
ной работе сконструированы и клонированы 
шпилечные конструкции малых интерфери-
рующих РНК (shRNA) к гену Wnt-1 и получе-
ны лентивирусы, несущие соответствующие 
конструкции.

Материалы и  методы. Для клонирования 
были сконструированы две новые последова-
тельности, а  также выбраны три ранее опу-
бликованные. Выбранные последовательности 
shRNA клонированы во  временный вектор 

pSilencer puro, а затем переклонированы в лен-
тивирусный вектор pLV-neo. Правильность 
клонированных последовательностей под-
твердили секвенированием. Плазмиды были 
наработаны и выделены в препаративных ко-
личествах, проверены с помощью рестрикци-
онного анализа и использованы для наработ-
ки лентивирусов. Лентивирусы нарабатывали 
в клетках HEK-293T. Для этого клетки транс-
фецировали плазмидами-паковщиками CMV 
и VSV и одной из shWnt-1 (W1-W5). Для визу-
ализации эксперимента и определения эффек-
тивности упаковки частиц была сконструиро-
вана плазмида-репортер на  основе векторов 
pLV-neo и  pEGFPN1. Отбирали супернатан-
ты трансфецированных клеток, содержащие 
лентивирусы, концентрировали ультрафиль-
трацией на  мембране с  отсечкой 100 кДа 
(Millipore) и использовали для экспериментов 
in vitro и in vivo. Для анализа эффекта интер-
ференции in vitro была получена стабильная 
линия W1308 из первичного рака Wnt-1. По-
давление экспрессии гена Wnt-1 лентивируса-
ми оценивали количественной полимеразной 
цепной реакцией (qPCR) и  блотом с  исполь-

ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЙ ЭФФЕКТ 

РНК-ИНТЕРФЕРЕНЦИИ ГЕНА WNT-1

 Зубков Д. А.1,  Лысенко А. А.2

1ФГБУН Институт биоорганической химии им. академиков М. М. Шемякина 
и Ю. А. Овчинникова РАН; 2ФБУН Московский научно-исследовательский институт 

эпидемиологии и микробиологии им. Г. Н. Габричевского, г. Москва

Терапия рака является одной из наиболее сложных проблем современного здравоохра-
нения. Поиск альтернативных химиотерапии подходов к лечению рака ведется в различ-
ных направлениях. Одним из способов замедления роста раковых клеток являются РНК 
интерференции ключевых для деления опухолевых клеток генов. В данной работе скон-
струировано и  клонировано 5 шпилечных конструкций малых интерферирующих РНК 
(shRNA) к  гену Wnt-1, получены лентивирусы, несущие соответствующие конструкции. 
Среди 5  полученных конструкций только W1 и  W3 эффективно подавляли экспрессию 
гена Wnt-1, что было показано qPCR и блотом. Анализ противоопухолевого эффекта ото-
бранных вирусов W1 и  W3 провели в  модели рака молочной железы у  мышей C57BL/6 
с перевитой опухолью Wnt-1. Показали, что оба типа лентивирусов W1 и W3, но не кон-
трольные вирусы, несущие репортерный ген GFP, достоверно подавляли рост опухоли. 
Комбинация W1+W3 не увеличивала эффективность терапии, показывая, что эффект РНК 
терапии только ограничивает, но полностью не останавливает рост опухоли.

Ключевые слова: РНК-интерференция, лентивирусы, противоопухолевая терапия, рак 
молочной железы Wnt-1, мышиная модель.
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зованием антител к белку р24 лентивирусных 
частиц. Подавление опухолевого роста оцени-
вали у мышей линии C57BL/6, которым пере-
вивали опухоль Wnt-1. Лентивирусы вводили 
мышам с пальпируемой опухолью внутривен-
но 5 раз с интервалом в 3-4 дня. Эффект оце-
нивали по размеру опухоли.

Результаты и обсуждение. Было получено 
5 типов лентивирусов, содержащих шпилеч-
ные конструкции для интерференции гена 
Wnt-1: W1, W2, W3, W4 и W5, а также репор-
терные лентивирусы, несущие ген GFP. Титр 
вирусов оценивали с  помощью цитотокси-
ческого теста на  монослое клеток HEK-293T. 
После концентрирования титр лентивирусов 
составлял 1×108–5×108 в зависимости от кон-
струкции. Анализ эффективности подавления 
экспрессии гена с помощью qPCR и блота по-
казал, что лучший эффект оказывали вирусы 
W1 и W3, которые были далее отобраны для 
экспериментов in vivo. Для этого мышам пере-
вивали 106 клеток Wnt-1 в жировую подушку 
№ 4. После появления пальпируемых опухолей 
мышей делили на группы так, чтобы в каждой 
группе находились мыши с разным размером 

опухоли. При этом средний размер опухолей 
до  введения лентивирусов достоверно не  от-
личался между группами. Мышам вводили 
вирусы W1, W3, W1+W3, GFP и  фосфатный 
буфер в  группе контроля. Анализ роста опу-
холи показал, что GFP –содержащий стиму-
лировал рост опухоли (р=0,09), а вирусы W1 
и W3 – достоверно подавляли ее рост (р<0,05 
по  t-критерию Стьюдента). Введение смеси 
W1+W2 не  увеличивало эффективности те-
рапии лентивирусами. Таким образом, нами 
впервые показан противоопухолевый эффект 
терапии рака молочной железы с  помощью 
РНК-интерференции.
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ANTITUMOR EFFECT OF RNA INTERFERENCE 

OF WNT-1 GENE
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Th e therapy of tumors represents one of the most complicated problems of the health care. Th e search 
for alternative to chemotherapy approaches to the treatment of oncological diseases is extensive. One of 
the ways to delay the growth of tumor cells is the eff ect of RNA interference of key genes essential for the 
growth of tumor cells. In this work we constructed and cloned 5 hair-pin small RNA (shRNA) interfering 
with Wnt-1 gene. Among fi ve constructs, only W1 and W3 eff ectively down-regulated the Wnt-1 gene as 
was shown by qPCR and blot. Antitumor activity of W1 and W3 was analyzed in murine model of breast 
cancer Wnt-1 in C57BL/6 mice. We demonstrated that both W1 and W3 but not control GFP bearing 
lentivirus suppressed the growth of Wnt-1 tumor. Combination of W1+W3 did not improve the eff ect of 
therapy showing that siRNA therapy can only limit but not completely abrogate the tumor growth.
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В 1982  году ВОЗ предложила использо-
вать для классификации лепры две группы: 
многобактериальную (multibacillary  – MB) 
и малобактериальную (paucibacillary – PB), от-
личающиеся не только по клинической карти-
не, но и по эпидемиологической значимости, 
а также по курабельности, частоте и характеру 
возможных инвалидизирующих осложнений.

Хотя лепра может поражать представите-
лей различных этнических групп, хорошо из-
вестно, что частота развития MB и PB лепры 
весьма разнится как в расовом, так и геогра-
фическом отношении. Примерно 20% случаев 
заболевания лепрой в  Индии  – MB формы, 
в то же время у жителей Японии, Китая и Ко-
реи они составляют 30%-40%, а в Центральной 
Африке до 10% от общей распространенности 
заболевания [1]. В  России процент больных 
МВ лепрой составляет 40%-50%.

Для установления HLA-ассоциаций было 
проведено изучение распределения аллелей 
и  гаплотипов HLA II класса у  больных с  МВ 
и РВ формами лепры.

Обследовано 100 больных МВ, 49 больных 
РВ лепрой и 108 здоровых доноров, представи-
телей русской популяционной группы, а так-
же 29 больных МВ, 37 больных РВ формами 
лепры и 70 здоровых доноров, представителей 
казахской популяционной группы, прожива-
ющих в г. Астрахани и Астраханской области.

Геномную ДНК выделяли из  перифериче-
ской крови методом высаливания по  стан-
дартной процедуре. Генотипирование по  ге-
нам HLA класса II (DRB1, DQA1, DQB1) 
проводили методом мультипраймерной ПЦР 
с  использованием наборов HLA-ДНК-Тех 
(«НПФ ДНК-Технология», Россия). Амплифи-
кацию выполняли на  термоциклере “ДТ-96” 
в  режиме реального времени («НПФ ДНК-
Технология”, Россия). Статистическая обра-
ботка данных включала: определение частот 
генов локусов DRB1, DQA1, DQB1 и гаплоти-
пов DRB1-DQA1-DQB1 методом максималь-
ного правдоподобия. Статистическую оценку 
HLA-ассоциаций с  различными формами ле-
пры проводили по  показателям относитель-
ного риска (RR), достоверность ассоциаций 
определяли по точному двустороннему крите-
рию Фишера.

В результате проведенного исследова-
ния у  больных лепрой русской популя-
ционной группы независимо от  формы 
заболевания установлена положительная ас-
социация с гаплотипом DRB1*16-DQA1*0102-
DQB1*0502/04. У  больных с  МВ лепрой 
RR=3,40 (р<0,05), а  у  больных с  РВ формой 
лепры RR=4,60 (р<0,01). Кроме того для боль-
ных с МВ формой заболевания характерно по-
вышение частоты встречаемости и гаплотипа 
DRB1*15-DQA1*0102-DQB1*0602/08 (RR=1,5; 

ИММУНОГЕНЕТИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ 

МНОГОБАЦИЛЛЯРНОЙ И МАЛОБАЦИЛЛЯРНОЙ 

ЛЕПРЫ

 Сароянц Л. В.,  Наумов В. З.

ФГБУ «НИИ по изучению лепры» Минздрава России, Астрахань, Россия

Обследовано 100 больных многобактериальной формой лепры (МВ), 49 малобактери-
альной формой (РВ) и 108 доноров русской популяционной группы, 29 больных МВ, 37 РВ 
формой заболевания и  70 доноров, представителей казахской популяционной группы, 
проживающих в Астраханской области. ДНК выделяли из крови методом высаливания. 
Генотипирование по генам HLA класса II (DRB1, DQA1, DQB1) проводили методом муль-
типраймерной ПЦР. Установлено, что независимо от  этнической принадлежности боль-
ных гаплотип DRB1*01-DQA1*0101-DQB1*0501 ассоциирован с  РВ формой, а  гаплотип 
DRB1*15-DQA1*0102-DQB1*0602/08 с более тяжелой МВ формой лепры как в русской, так 
и в казахской популяционных группах.

Ключевые слова: лепра, генотипирование, HLA, гаплотипы.
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р<0,05). У  больных с  РВ лепрой заболева-
ние ассоциируется с  гаплотипами DRB1*01-
DQA1*0101-DQB1*0501 (RR=2,01; р<0,05) 
и  DRB1*04-DQA1*0301-DQB1*0302 (RR=3,14; 
р<0,05). Отрицательная ассоциация у  РВ 
больных отмечалась с гаплотипом DRB1*11-
DQA1*0501-DQB1*0301 (RR=0,50, р<0,05), 
а  у  МВ больных  – с  гаплотипом DRB1*07-
DQA1*0201-DQB1*0201 (RR=0,56; р<0,01).

В казахской популяционной группе у боль-
ных с  МВ формой лепры установлено уве-
личение частоты встречаемости гаплотипов 
DRB1*17-DQA1*0501-DQB1*0201 (RR=3,40; 
p<0,05) и DRB1*15-DQA1*0102-DQB1*0602/08 
(RR=2,24; р<0,05). При РВ лепре отмечалось 
увеличение частоты гаплотипа DRB1*01-
DQA1*0101-DQB1*0501 (RR=2,90; р<0,05). 
Гаплотип DRB1*04-DQA1*0301-DQB1*0305 
встречался только у  больных с  МВ лепрой 
(p<0,05), а  гаплотип DRB1*16-DQA1*0102-
DQB1*0502/04 только у РВ больных (p<0,05).

Ведущая роль системы HLA в  регуляции 
иммунного ответа дает основание полагать, 
что индивидуальные и популяционные разли-
чия в HLA-гаплотипах определяют многообра-
зие спектра иммунных реакций, характерных 
для различных форм лепрозного процесса, 
что, в конечном счете, и определяет их пато-
генетическое значение. В  результате прове-
денных иммуногенетических исследований 
выявлены HLA-маркеры предрасположенно-
сти к развитию различных клинических форм 
лепры. Эти маркеры характерны для каждой 
конкретной этнической популяции, хотя су-
ществуют и маркеры, определяющие клиниче-
ское течение лепры независимо от этнической 
принадлежности больного. В этом смысле га-
плотип DRB1*01-DQA1*0101-DQB1*0501 ас-
социирован с РВ формой, а гаплотип DRB1*15-
DQA1*0102-DQB1*0602/08 с развитием более 
тяжелой МВ формы лепры как в русской, так 
и в казахской популяционных группах.

Soebono с  коллегами [2], изучая индоне-
зийско-японскую этническую группу также 
обнаружили ассоциацию DRB1-02 специфич-
ности с  развитием МВ формы лепры. Rani 
с коллегами в северной Индии [3] нашли до-
стоверное увеличение частоты встречаемости 
DRB1*1501, DRB5*0101 аллелей и  снижение 
DQB1*0201 аллели у больных этой же формой 
болезни по сравнению с РВ лепрой. Основы-
ваясь на анализе результатов популяционных 

исследований, проведенных в  различных ре-
гионах мира можно сделать заключение, что, 
несмотря на  все многообразие и  противоре-
чивость данных по иммуногенетическим мар-
керам различных клинических форм лепры 
в большинстве популяций превалируют ассо-
циации со специфичностью DR2 и ее аллель-
ными вариантами. При этом следует учиты-
вать, что в подавляющем большинстве работ 
акцент делался на  поиске ассоциаций меж-
ду отдельными аллелями локусов DR и  DQ 
с формами лепры. Однако более выраженные 
(и, вероятно, точные) различия можно найти 
при использовании трехлокусных гаплотипов 
DRB1-DQA1-DQB1, так как число возможных 
(и  выявленных) вариантов трехлокусных га-
плотипов значительно больше, чем число ва-
риантов одного гена. Кроме того, в литературе 
имеются данные об  ассоциации этой аллели 
и гаплотипа не только с лепрой, но и другими 
инфекционными заболеваниями [4, 5]. Учи-
тывая тот факт, что с  одними и  теми  же га-
плотипами HLA ассоциирована чувствитель-
ность к  различным инфекционным агентам, 
логично предположить, что подобного рода 
ассоциации могут быть связаны не  только 
с самим генетически обусловленным реагиро-
ванием на конкретный инфекционный агент, 
но и с конкретными звеньями, как адаптивно-
го, так и врожденного иммунного ответа, ко-
торые принимают участие в его реализации.

Генетически детерминированный иммун-
ный ответ не меняется в течение жизни, поэ-
тому иммуногенетические особенности орга-
низма определяют возможное начало, течение 
и  исход заболевания. Выявление специфич-
ностей генов HLA-II класса (DRB1, DQA1, 
DQB1) и гаплотипов у больных лепрой может 
служить иммуногенетическими критериями 
прогноза течения заболевания.
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Иммунная система обеспечивает адаптацию 
организма к изменяющимся условиям окружа-
ющей среды, что реализуется у детей на уров-
не функционирования регуляторных систем, 
в основе которых лежат особенности их гене-
тической детерминации. При этом актуально 
выявление характера адаптивности к действию 
ксеногенных химических соединений, и прежде 
всего металлов, связанной с особенностями ге-
нетического полиморфизма, а  также компен-
саторных возможностей иммунной системы, 
которая играет ключевую роль в поддержании 
постоянства внутренней среды организма.

Цель работы  – анализ иммуногенетиче-
ских маркеров у  детей в  условиях водной 

экспозиции марганцем (на  примере Перм-
ского края).

При углубленном изучении состояния здо-
ровья детского населения выполнено имму-
нологическое диагностическое и  генетиче-
ское обследование 146 детей в возрасте от 3 
до  7 лет (группа наблюдения), постоянно 
проживающих и  посещающих детские сады 
на  территории, отличающейся повышенным 
содержанием марганца в питьевой воде. При 
этом группу сравнения составили 57 детей, 
не подвергавшихся влиянию химического за-
грязнения. Группы были сопоставимы по со-
матической заболеваемости и  этнической 
принадлежности.

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ АДАПТИВНОСТИ 

ИММУНОЛОГИЧЕСКОГО СТАТУСА У ДЕТЕЙ, 

ЭКСПОНИРОВАННЫХ МАРГАНЦЕМ

 Кривцов А. В.1,  Вдовина Н. А.1,  Пирогова Е. А.1,2, 

 Бубнова О. А.1,2,  Дианова Д. Г.1

1ФБУН «Федеральный научный центр медико-профилактических технологий управления 
рисками здоровью населения»; 2ФГБОУ ВПО «Пермский государственный национальный 

исследовательский университет», Пермь, Россия

Изучены особенности специфического иммунного ответа и распределения частот генов 
детоксикации и иммунного ответа детского населения Пермского края в условиях посту-
пления избыточных концентраций марганца с питьевой водой. Выявлен измененный ге-
нетический полиморфизм генов CYP1A1 (цитохром), CPOX (копропорфиногеноксидаза), 
MMP9 (металлопротеиназа), TP53 (транскрипционный фактор 53) прежде всего за  счет 
гетерозиготного варианта генотипа, а также их ассоциация с контаминацией биосред мар-
ганцем и специфической сенсибилизацией.

Ключевые слова: полиморфизм генов, ген цитохрома, ген р53, марганец.

IMMUNOGENETIC MARKERS OF MULTIBACILLARY 

АND PAUCIBACILLARY LEPROSY

Saroyants L. V., Naumov V. Z.

Leprosy Research Institute, Astrakhan, Russia

In 100 multibacillary (MB), 49 paucibacillary (PB) leprosy patients and 108 donors of Russian popula-
tion group, and 29 MB, 37 PB leprosy patients and 70 donors of Kazakh population group living in Astra-
khan region PCR real-time genotyping of genes HLA class II (DRB1, DQA1, DQB1) was performed. It 
was found that, regardless of ethnicity haplotype DRB1 01-DQA1*0101-DQB1*0501 with the PB form, and 
haplotype DRB1*15-DQA1*0102-DQB1*0602/08 with MB leprosy are associated both in Russian and in 
Kazakh population group.

Keywords: leprosy, genotyping, HLA, haplotypes.
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Определение металлов (марганец) в  био-
средах детей осуществляли методом масс-
спектрометрии с  индуктивно связанной 
плазмой на  масс-спектрометре Agilent 7500сх 
(«Agilent Technologies Inc.», США) в  соот-
ветствии c методическими указаниями МУК 
4.1.3161-14. Фагоцитарную активность лейко-
цитов изучали с  использованием формалини-
зированных эритроцитов барана. Содержание 
сывороточных иммуноглобулинов опреде-
ляли методом радиальной иммунодиффузии 
по Манчини. Маркеры сенсибилизации к ком-
понентам факторной нагрузки (содержание IgЕ 
специфического к  марганцу) устанавливали 
методом аллергосорбентного тестирования.

Использовали вариант ПЦР в  режиме ре-
ального времени с помощью флюоресцентных 
меток, которыми предварительно помечали 
используемые для реакции амплификации 
праймеры, и метод аллельной дискриминации. 
Различия между гетерозиготами, гомозигота-
ми дикого и  минорного вариантов устанав-
ливают по  различиям в  протекании реакций 
амплификации соответствующих праймеров. 
В ходе исследования проводили изучение по-
лиморфизма следующих патогномоничных 
генов  – CYP1A1 (цитохром), CPOX (копро-
порфиногеноксидаза), MMP9 (металлопроте-
иназа), TP53 (транскрипционный фактор 53).

Обработка данных по  генотипированию 
проводилась с  использованием унифициро-
ванной программы «Ген Эксперт».

Результаты. Были проведены натурные ис-
следования по определению качественного со-
става питьевой воды. На территории наблюде-
ния качество питьевой воды по гигиеническим 
показателям не  соответствовало установлен-
ным требованиям. В результате изучения экс-
позиции марганца в  питьевой воде выявлено 
превышение установленных нормативов содер-
жания марганца (от 1,72 до 2,01 ПДК). Хими-
ко-аналитическое исследование выявило, что 
среднее содержание в биосредах детей марган-
ца в 1,3 раза (54% проб) достоверно выше, чем 
в крови детей территории сравнения (p<0,05).

Данные клинико-лабораторных исследова-
ний показали наличие существенных сдвигов 
в функционировании иммунной системы. Так, 
в  группе обследованных детей наблюдалось 
уменьшение активности со стороны врожден-
ного клеточного иммунитета. Показатели фа-
гоцитоза были достоверно снижены у  62,1% 
детей по  сравнению с  референтным диапазо-

ном, а  также относительно группы сравнения 
в  62,9% случаев (p<0,05). Анализ отношения 
шансов изменения показателей иммунитета 
при возрастании концентрации контаминантов 
в  биологических средах позволил установить 
достоверное понижение маркеров фагоцитар-
ной активности при увеличении концентрации 
марганца в крови (R2=0,25–0,38 при p<0,05).

Маркеры специфической сенсибилизации 
к компонентам факторной нагрузки специфи-
ческий (IgЕ к марганцу) находились на досто-
верно более высоком уровне относительно 
референтного диапазона (в  19,6% случаев), 
различия достоверны по  критерию кратно-
сти превышения нормы (p<0,05). Анализ от-
ношения шансов изменения специфического 
ответа при возрастании концентрации кон-
таминантов в биосредах позволил установить 
достоверное повышение концентрации IgЕ 
к  марганцу при возрастании концентрации 
марганца в крови (R2=0,28, при p<0,05).

Генотипирование предрасположенности 
к нарушениям запрограммированной клеточ-
ной гибели и  онкопролиферативным состоя-
ниям по  гену матриксной металлопротеина-
зы-9 (ММР9) и гену ТР53, кодирующему белок 
р53, показало достоверные различия между 
обследованными группами. В то же время ана-
лиз полиморфизма генов 1 и 2 фазы детокси-
кации ксенобиотиков – гена цитохрома Р-450 
CYP1A1 и  гена копропорфириногеноксидазы 
CPOX выявил специфические различия между 
изучаемыми группами. Распространенность 
патологического аллеля CYP1A1, отвечающе-
го за 1 фазу детоксикации, у детей группы на-
блюдения превышала контрольную в 5,3 раза, 
частота встречаемости составила 66% против 
3% в группе сравнения.

Таким образом, у  детей, проживающих 
в зоне загрязнения питьевой воды марганцем, 
наблюдались супрессорные реакции со  сто-
роны иммунной системы в  сочетании с  по-
вышенной чувствительностью к  компонен-
там факторной нагрузки (IgЕ специфический 
к  марганцу), а  также генетическими наруше-
ниями системы детоксикации ксенобиотиков 
(CYP1A1), запрограммированной клеточной 
гибели (ТР53) и онкопролиферации (ММР9).
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GENETIC FEATURES OF ADAPTIVE IMMUNOLOGICAL 

STATUS IN CHILDREN EXPOSED TO MANGANESE
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Th e features of the specifi c immune response and the frequency distribution of genes detoxifi cation 
and immune response of the child population of the Perm region under conditions of the exposure to the 
excess manganese concentrations in drinking water have been studied. Th e changed genetic polymor-
phism of genes CYP1A1 (cytochrome), CPOX (Coproporphyrinogens oxidase), MMP 9 (metallopro-
teinase), TP53 (a transcription factor 53) has been revealed primarily due to the heterozygous variant of 
genotype as well as their association with biological media contamination with manganese and specifi c 
sensibilization.
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Введение. Неспецифический язвенный ко-
лит (НЯК) является хроническим, рецидиви-
рующим, иммунологически опосредованным 
воспалительным заболеванием, которое вхо-
дит в  группу воспалительных заболеваний 
кишечника  – IBD (infl ammatory bowel disea-

ses)  [1]. Согласно сложившейся в  настоящее 
время рабочей гипотезе в  основе патогенеза 
НЯК лежит неадекватный иммунный ответ 
слизистой кишечника на  кишечную микро-
биоту у генетически восприимчивых индиви-
дуумов [1]. Несмотря на наличие убедительных 

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ГЕНОВ HLA-DQA1, DQB1 У БОЛЬНЫХ 

НЕСПЕЦИФИЧЕСКИМ ЯЗВЕННЫМ КОЛИТОМ РУССКОЙ 

ПОПУЛЯЦИИ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ
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Цель: определить частоты встречаемости генов локусов HLA-DQA1, DQB1 у больных не-
специфическим язвенным колитом русской популяции Челябинской области. Основной ме-
тод исследования – ПЦР с сиквенс специфическими праймерами. Установлены особенности 
распределения генов HLA-DQA1, DQB1 у  больных НЯК. Можно предположить, что гены 
HLA DQA1*01:02, HLA DQA1*01:03, HLA DQB1*06:02-8 могут являться маркерами предрас-
положенности к неспецифическому язвенному колиту у русских Челябинской области.

Ключевые слова: HLA, неспецифический язвенный колит, HLA-DQ.
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доказательств о существовании генетической 
предрасположенности к  данной патологии, 
до  сих пор ведутся исследования по  поиску 
генов-кандидатов НЯК [1, 2] Среди таких ге-
нов особое внимание можно сосредоточить 
на генном семействе HLA.

Система HLA представляет собой муль-
тигенное семейство, включающее в  себя 230 
локусов. По направлению от теломеры к цен-
тромере выделяют регионы I, III и II классов, 
характеризующиеся необычайным полимор-
физмом. Среди HLA II класса наиболее изу-
чаемыми являются гены DRB1, DQA1, DQB1, 
кодирующие β- и  α- цепи соответствующих 
белковых продуктов, принимающих непо-
средственное участие в реализации иммунно-
го ответа [3].

Ранее нами была проведена оценка частот 
встречаемости специфичностей HLA-DRB1 
у  больных неспецифическим язвенным ко-
литом, в  продолжение исследования изучено 
распределение генов HLA-DQA1, DQB1.

Цель: определить частоты встречаемости 
генов локусов HLA-DQA1, DQB1 у  больных 
неспецифическим язвенным колитом русской 
популяции Челябинской области.

Материалы и  методы. Группа больных 
НЯК – 73 человека. Набор больных осущест-
влялся случайным образом в гастроэнтероло-
гическом отделении Областной клинической 
больницы с  2013 по  2014 гг. В  качестве груп-
пы сравнения использовались потенциальные 
доноры костного мозга русской популяции 
Челябинской области из регистра ГБУЗ «Челя-
бинской областной станции переливания кро-
ви» (207 человек).

Распределение частот генов HLA DQA1, 
DQB1 в  группе практически здоровых лиц 
русской популяции Челябинской области 
было установлено в  исследовании, поддер-
жанном грантом РФФИ (№ 15–04–05176). 
Принадлежность к  популяционной группе 
определялась по  данным генеалогического 
анамнеза до  третьего поколения (согласно 
рекомендациям 8-го Международного Сим-
позиума в 1980 г., Лос-Анджелес, США). В ка-
честве биологического материала для исследо-
вания использовалась венозная кровь, взятая 
в  пробирки с  0,5% раствором калиевой соли 
этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА). 
Выделение ДНК проводили с использованием 
реагентов PROTRANS DNA Box 500. Опреде-

ление полиморфизма генов HLA проводилось 
методом молекулярного типирования  – PCR 
SSP наборами реагентов Protrans (Protrans, 
Germany) с  последующей визуализацией ам-
пликонов в  УФ свете. Статистическая обра-
ботка проводилась с помощью точного двух-
стороннего критерия Фишера. Во всех случаях 
различия считали статистически значимыми 
при р≤0,05, незначимыми при р>0,10; для про-
межуточных значений р (0,05≤р≤ 0,10) обсуж-
дали тенденцию к различиям. Для оценки ве-
роятности развития предрасположенности/
устойчивости к НЯК в зависимости от носи-
тельства определенного гена локусов HLA-
DQA1, -DQB1 использовали процедуру рас-
чета критерия отношения шансов (OR) и 95% 
доверительного интервала (CI).

Результаты. Установлено, что распределе-
ние генов локусов HLA DQA1, DQB1 у боль-
ных неспецифическим язвенным колитом 
русской популяции имело следующие особен-
ности. В  группе больных повышены частоты 
специфичностей HLA DQA1*01:02 (р=0,034) 
и  HLA DQA1*01:03 (р=0,03). Носительство 
таких генов повышает вероятность развития 
НЯК в 1,82 (95% CI 1,05–3,15) и 1,98 (95% CI 
1,08–3,64) раз соответственно. Кроме того, 
выборка больных характеризовалась повы-
шенной частотой генов HLA DQB1*06:02-8 
(p=0,0015). Согласно критерию отношения 
шансов (OR) вероятность развития НЯК у но-
сителей HLA DQB1*06:02–8 возрастает в 2,45 
раз (95% CI 1,42–4,26).

Выявлено отсутствие носителей гена HLA 
DQA1*04:01 у  больных НЯК (р=0,024), что 
можно объяснить его низкой частотой встре-
чаемости в русской популяции.

Таким образом, можно предположить, что 
гены HLA DQA1*01:02, HLA DQA1*01:03, 
HLA DQB1*06:02-8 могут являться маркерами 
предрасположенности к  неспецифическому 
язвенному колиту у русских Челябинской об-
ласти.
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THE DISTRIBUTION OF GENES HLA-DQA1, DQB1 

IN PATIENTS WITH ULCERATIVE COLITIS OF RUSSIAN 

POPULATION OF CHELYABINSK REGION
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Objective: To determine the genes’ frequency of loci HLA-DQA1, DQB1 in patients with ulcerative 
colitis of Russian population of the Chelyabinsk region. Th e main method of research – PCR SSP. Th e 
features of the distribution of genes HLA-DQA1, DQB1 in patients with ulcerative colitis are established. 
It can be assumed that the genes HLA DQA1 * 01: 02, HLA DQA1 * 01: 03, HLA DQB1 * 06: 02–8 may 
be markers of susceptibility to ulcerative colitis in Russian Chelyabinsk region.

Keywords: HLA, ulcerative colitis, HLA-DQ.

Ревматоидный артрит (РА)  – одно из  рас-
пространенных (около 1% населения земного 
шара) аутоиммунное ревматическое заболева-
ние, характеризующееся симметричным эро-
зивным артритом с  формированием активно 
пролиферирующей воспалительной ткани  – 
паннуса и  широким спектром внесуставных 
(системных) проявлений. Характерные клини-
ческие признаки РА – боль, нарушение функ-
ции, прогрессирующая деформация суставов, 
поражение внутренних органов (амилоидоз), 
приводящие к  ранней потере трудоспособ-

ности (около 1/3 пациентов становятся ин-
валидами в течение 20 лет от начала болезни) 
и сокращению продолжительности жизни па-
циентов (в среднем на 5–15 лет). Преждевре-
менная летальность во многом связана с вы-
сокой частотой сопутствующих заболеваний 
(инфекции, ранний атеросклероз и  артери-
альная гипертензия, остеопоретические пере-
ломы костей скелета и др.) [1].

В ревматологии существует такое понятие, 
как «терапевтическое окно» или «окно воз-
можностей», которое представляет собой ран-

ВЛИЯНИЕ ПОЛИМОРФИЗМА С3435T ГЕНА MDR1 

НА ГЕПАТОТОКСИЧНОСТЬ И ЭФФЕКТИВНОСТЬ 

ТЕРАПИИ МЕТОТРЕКСАТОМ У БОЛЬНЫХ 

С РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ

 Ходус Е. А.1,  Девальд И. В.1,  Бурмистрова А. Л.2, 

 Хромова Е. Б.2,  Пинчук А. С.2

1МБУЗ ОТКЗ Городская клиническая больница № 1; 2ФГБОУ ВПО «Челябинский 
государственный университет», Челябинск, Россия

Проведено исследование полиморфизма гена MDR1 C3435Т у пациентов с ревматоид-
ным артритом, получавших в качестве базисного противовоспалительного препарата ме-
тотрексат в дозах от 10 до 15 мг/нед. Проведена оценка эффективности терапии метотрек-
сатом, в  зависимости от степени активности заболевания и наличия гепатотоксичности 
через 6 мес и через 1 год от начала терапии. Было установлено, что полиморфизм С3435 
гена MDR1 ассоциирован с проявлением гепатотоксичности на терапию метотрексатом, 
но не с эффективностью терапии.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, метотрексат, ген, MDR1.
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ний период течения заболевания (несколько 
месяцев от  появления клинической симпто-
матики). Задача врача-ревматолога состоит 
в достижении наилучших отдаленных прогно-
зов в  течении РА, в  связи с  чем необходимо, 
в вышеуказанный период назначить базисную 
противовоспалительную терапию. Ранний 
и  непрерывный прием базисных препаратов 
под наблюдением врача приводит к  предот-
вращению деструкции и  деформации суста-
вов, уменьшению клинической симптоматики 
(боль и  скованность), а  также к  увеличению 
продолжительности жизни и трудоспособно-
сти пациентов.

К «золотому стандарту» терапии РА от-
носится  – метотрексат (МТ). Он является 
основным компонентом лечения РА и должен 
быть назначен каждому пациенту с таким ди-
агнозом, при отсутствии определенного ряда 
противопоказаний. МТ представляет собой 
антиметаболит фолиевой кислоты, который 
обладает цитотоксическим действием и назна-
чается больным с РА в средних дозах 10–15 мг 
в  неделю. Основная цель регулярного приема 
МТ достичь контроля клинической и  лабора-
торной активности заболевания. Активность 
течения заболевания у пациентов с РА можно 
оценить при помощи специального индекса  – 
DAS 28, который включает в себя подсчет числа 
припухших и болезненных суставов (из 28 воз-
можных), уровень СОЭ или СРБ, оценку боли 
по визуальной аналоговой шкале (ВАШ).

Согласно литературным данным, эффек-
тивность терапии МТ у  больных ревматоид-
ным артритом связана с наличием определен-
ных аллельных вариантов и генотипов в точке 
С3435Т гена MDR1 (Multiple Drug Resistance – 
множественной лекарственной устойчиво-
сти). Продукт MDR1 гена  – Р-гликопротеин 
(Р-gp), который действует как энергозависи-
мый насос выкачивая из  клетки против кон-
центрационного градиента разнообразные 
цитотоксические соединения [2].

По данным исследования J. Chen, прове-
дённом в 2011 среди взрослых китайцев с РА 
MDR1-генный полиморфизм С3435Т может 
влиять на  эффективность терапии заболева-
ния основным базисным противовоспали-
тельным препаратом – МТ. Обнаружена связь 
между генотипом СС гена MDR1 и неэффек-
тивностью терапии РА. В нашей стране оценка 
влияния полиморфизма C3435Т на эффектив-
ность терапии МТ была проведена в 2013 году 

у  пациентов с  ювенильным идиопатическим 
артритом (ЮИА). Исследование было выпол-
нено Ф. В. Рохлиной и соавторами с участием 
103 пациентов с ЮИА, получающих терапию 
МТ в  дозе 15  мг/м2 и  26 условно здоровыми 
детьми в  возрасте до  17 лет. В  ходе исследо-
вания было установлено, что полиморфизм 
С3435Т гена MDR1 влияет на эффективность 
терапии. У больных ЮИА с генотипом ТТ за-
болевание может протекать с  более высокой 
воспалительной активностью, по  сравнению 
с детьми, имеющих генотипы СС и СТ [3].

Несмотря на  достаточное количество ис-
следований посвященных изучению полимор-
физма гена MDR1 C3435Т (преимущественно 
зарубежных), результаты остаются противоре-
чивыми и требуют дальнейших доказательств.

Цель исследования: определение связи по-
лиморфизма С3435Т гена MDR1 с эффектив-
ностью и  гепатотоксичностью метотрексата 
у пациентов с РА.

Материалы и методы. В исследование было 
включен 41 пациент с  РА, в  возрасте от  28 
до  77 лет, средний возраст составил 53,8 лет, 
из них 10 мужчин (24%) и 31 женщина (76%), 
находившихся на  лечении в  ревматологиче-
ских отделениях г. Челябинска в период с 2012 
по 2014 годы. Набор больных проводился вне 
зависимости от возраста, степени активности 
и  стадии заболевания, при условии отсут-
ствия ранее какой-либо БПВТ не только МТ, 
но  и  другими лекарственными препаратами. 
У всех пациентов были исключены другие за-
болевания аутоиммунной этиологии. Оцен-
ка эффективности терапии МТ проводилась 
через 6 месяцев и  через 1 год и  оценивалась 
на основании динамики индекса DAS28 (число 
болезненных и припухших суставов, уровень 
СОЭ или СРБ, оценка боли по  визуальной 
аналоговой шкале). Полиморфизм гена MDR1 
C3435Т определяли методом PCR-RFLP.

Результаты. На фоне проводимой терапии 
МТ мы выделили две группы пациентов: с вы-
сокой («ответчики») и  низкой («неответчи-
ки») эффективностью лечения. В группу «от-
ветчиков» вошли 22 человека (54%), в группу 
«неответчиков»  – 19 человек (46%). Сравни-
тельный анализ частоты встречаемости алле-
лей гена MDR1 C3435Т в группах с разной эф-
фективностью терапии показал, что частота 
аллеля Т практически не различается в груп-
пе «ответчиков» и  «неответчиков» (50,00% 
и  55,26% соответственно). Частота аллеля С, 
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также существенно не различается в этих двух 
группах: 50,00% в группе пациентов с высокой 
эффективностью терапии и  44,74% в  группе 
пациентов с низкой эффективностью лечения. 
Достоверных различий в частоте встречаемо-
сти генотипов СС, СТ, ТТ гена MDR1 в двух 
вышеуказанных группах больных не  получе-
но, разница процентных соотношений также 
невелика: генотип ТТ  – 18,18% в  группе «от-
ветчиков» и 10,53% в группе «неответчиков», 
генотип СТ – 63,64% и 68,42% соответственно, 
генотип СС  – 18,18% и  21,05% соответствен-
но. По  литературным данным генотипы ТТ 
и СТ связаны с более низкой эффективностью 
базисного лечения МТ в  связи с  повышен-
ным выведением лекарственного препарата 
из клетки. Возможно, что мы не получили до-
стоверных различий с учетом малой выборки 
пациентов. В продолжение нашего исследова-
ния мы попытались обнаружить взаимосвязь 
полиморфизма гена MDR1 C3435Т с  гепато-
токсичностью МТ, которая по  литературным 
данным ассоциируется с генотипами СТ и СС. 
Из всех пациентов, получающих терапию МТ, 
мы выделили группу больных с  гепатотокси-
ческими проявлениями (повышение уровня 
АСТ и АЛТ) – 8 пациентов (19%) и без них – 
33  пациента (81%). В  ходе анализа частоты 
встречаемости аллелей гена MDR1 С3435Т 
между этими группами больных мы получили 
следующие данные: аллель Т чаще встречается 
у  пациентов без гепатотоксических явлений, 

чем с ними – 54,55% и 43,75% соответственно, 
напротив аллель С чаще обнаружена у паци-
ентов именно с гепатотоксичностью – 56,25% 
против 45,46%. Рассматривая частоты встре-
чаемости генотипов мы определили, что ге-
нотип ТТ чаще встречается у  пациентов без 
повышения уровня трансаминаз  – 21,21%, 
против 12,50% в группе с проявлениями гепа-
тотоксичности. Существенной разницы в ча-
стоте генотипа СТ нами получено не  было, 
у  пациентов с  гепатотоксичностью  – 62,50%, 
без нее  – 66,67%, а  вот частота генотипа СС 
выше в группе больных с токсическими про-
явлениями со  стороны печени, что совпада-
ет с литературными данными: 25,00% против 
12,12% в группе больных без явлений гепато-
токсичности.

Таким образом, было установлено, что по-
лиморфизм С3435 гена MDR1 ассоциирован 
с проявлением гепатотоксичности на терапию 
метотрексатом, но не с эффективностью лече-
ния.
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INFLUENCE POLYMORPHISM C3435T OF THE GENE MDR1 

ON THE HEPATOTOXICITY AND EFFICACY OF TREATMENT 

OF METHOTREXATE IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS
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A study of polymorphism C3435T MDR1 gene in patients with rheumatoid arthritis, which as a basic 
anti-infl ammatory drug for the treatment of diseases appointed methotrexate in doses of 10 to 15 mg / 
week. Assessed the eff ectiveness of methotrexate therapy, depending on the degree of disease activity 
and the presence of hepatotoxicity aft er 6 months and aft er 1 year of therapy. It was found that the gene 
polymorphism С3435Т MDR1 expression of hepatotoxicity associated with methotrexate therapy, but not 
with effi  cacy.
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Хронический социальный стресс (ХСС) 
является неотъемлемой частью современной 
жизни. Стресс-индуцированная иммунная 
дисрегуляция приводит к  значительным не-
гативным последствиям для здоровья, уве-
личивая риск развития вирусных инфекций, 
хронических аутоиммунных и  воспалитель-
ных заболеваний. Так, во многих клинических 
и  экспериментальных исследованиях было 
показано, что ХСС может быть триггером раз-
вития патологических состояний, включая 
сахарный диабет 1 типа и воспалительные за-
болевания кишечника (ВЗК). В свою очередь, 
главными эффекторными гормонами во  вре-
мя стресс-реакции являются глюкокорти-
коиды (ГК) и  катехоламины (КХ), а  измене-
ния уровня экспрессии их рецепторов Nr3c1 
и  Adrβ2 могут приводить к  резистентности 
к  ГК и  КХ и  объяснить преобладание про-
воспалительной сигнализации в  условиях 
ХСС вопреки классической парадигме стрес-
са. Известно, что иммунные клетки имеют 
рецепторы к ГК и КХ, и благодаря этому об-
стоятельству возможно прямое влияние этих 
гормонов на  функциональные элементы как 
врожденного, так и адаптивного иммунитета 

и  их участие в  регуляции иммунного ответа 
в условиях ХСС [1, 2]. Кроме того, Nr3c1 мо-
жет функционировать как транскрипцион-
ный фактор и связываться со специфически-
ми, чувствительными к  ГК участками ДНК 
(glucocorticoid-responsible elements, GRE), рас-
положенными в промоторных областях генов 
и активировать их транскрипцию, так и в ка-
честве регулятора активности других транс-
крипционных факторов [1]. Поэтому целью 
данного исследования было изучение экспрес-
сии мРНК Nr3c1 и Adrβ2 в КАЛТ в условиях 
ХСС у крыс линии Wistar.

Материалы и  методы. Исследования про-
водились на 45 самках крыс линии Wistar, ко-
торые были разделены на  3 эксперименталь-
ных группы: контрольные крысы (группа 1); 
крысы, которым моделировали ХСС1 путем 
трехнедельной социальной изоляции и  дли-
тельного психоэмоционального воздействия 
(группа  2); крысы, которым моделировали 
ХСС2 путем содержания животных в  пере-
населенных клетках в течение 3 недель с еже-
дневным изменением группировки (группа 3). 
Объектом исследования у  эксперименталь-
ных животных были сгруппированные лим-

ВЛИЯНИЕ СОЦИАЛЬНОГО СТРЕССА НА ЭКСПРЕССИЮ 

мРНК ГЕНОВ ГЛЮКОКОРТИКОИДНЫХ NR3C1 И ADRβ2-

РЕЦЕПТОРОВ В КИШЕЧНО-АССОЦИИРОВАННОЙ 

ЛИМФОИДНОЙ ТКАНИ

 Топол И. А.,  Камышный А. М.

Запорожский государственный медицинский университет, 
Запорожье, Украина

В эксперименте исследовалось влияние хронического социального стресса на уровень 
экспрессии мРНК Nr3c1 и Adrβ2-рецепторов иммунными клетками КАЛТ у крыс. Выде-
ление тотальной РНК проводили с помощью “Trizol RNA Prep100” (Изоген, Россия); для 
проведения обратной транскрипции и получения кДНК использовали набор ОТ-1 “Син-
тол” (Россия). Для определения уровня экспрессии мРНК генов Nr3c1 и Adrβ2, проводили 
ОТ-ПЦР в реальном времени на амплификаторе CFX96 ™ Real-Time PCR Detection Systems 
(«Bio-Rad Laboratories, Inc.», США). Относительный уровень экспрессии генов оценивали 
по методу ΔΔCt, нормализуя по референс-гену GAPDH. Установлено, что развитие ХСС 
приводило к значительному снижению мРНК исследуемых генов Nr3c1 и Adrβ2 в КАЛТ 
крыс. Это, в свою очередь, может существенно повлиять на баланс субпопуляций Т-клеток 
и инициировать развитие воспалительных и аутоиммунных заболеваний.

Ключевые слова: хронический социальный стресс, Nr3c1, Adrβ2.
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фоидные узелки подвздошной кишки. РНК 
получали из  гистологических срезов толщи-
ной 15  мкм, для этого проводили их депара-
финизацию в ксилоле и регидратацию в нис-
ходящих концентрациях этанола. Выделение 
тотальной РНК проводили с использованием 
«Trizol RNA Prep100» (Изоген, Россия). Для 
проведения обратной транскрипции и  полу-
чения кДНК использовали набор ОТ-1 фирмы 
«Синтол» (Россия). Реакционная смесь общим 
объемом 25 мкл содержала 1 мкл Random-6 
праймера, 2 мкл тотальной РНК, 8,5 мкл dН2О, 
12,5 мкл 2,5х реакционной смеси и 1 мкл ре-
вертазы MMLV-RT. Определяли уровень экс-
прессии исследуемых генов с  помощью ам-
плификатора CFX96™Real-Time PCR Detection 
Systems («Bio-RadLaboratories, Inc.», США) 
и набора реактивов Maxima SYBR Green/ROX 
qPCR MasterMix (2X) (Th ermoScientifi c, США). 
Специфические пары праймеров для анализа 
исследуемых и  референтного генов были по-
добраны с  помощью программного обеспече-
ния PrimerBlast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast) и изготовлены фирмой Metabion 
(Германия). После начальной денатурации 
в течение 10 мин при 95 °C амплификация со-
стояла из 45-50 циклов и проводилась при сле-
дующих условиях: денатурация – 95 °C, 15 сек., 
отжиг-59–61 °C, 30-60 сек., элонгация – 72 °C, 30 
сек. В качестве референс-гена был использован 
ген гли церальдегид-3-фосфатдегидрогеназы 
(GAPDH). Относительное нормализованное 
количество кДНК таргетных генов определяли 
методом ΔΔCt. Статистический анализ данных 
ПЦР проводили при помощи программного 
обеспечения CFX Manager ™ (Bio-Rad, США).

Результаты и  обсуждение. Исследование 
экспрессии Nr3c1 и Adrβ2 в КАЛТ подвздош-
ной кишки показало, что развитие ХСС приво-
дило к значительному снижению содержания 
мРНК исследуемых генов (Nr3c1  – в  3,1 раза 
(p <0,05) при ХСС1 и в 10 раз (p <0,01) на фоне 
ХСС2; Adrβ2 – в 12,5 раз (p <0,02) при ХСС1 
и в 10,1 раз (p <0,01) в случае ХСС2) по срав-
нению с контрольной группой крыс. Возмож-
ными причинами развития резистентности 
к  ГК в  условиях ХСС являются: 1) снижение 
уровня экспрессии мРНК Nr3c1; 2) генетиче-
ский полиморфизм гена Nr3c1, приводящий 
к замедлению транслокации рецептора в ядро, 
снижение его аффинности к гормону и/или ко-
активаторам, нестабильности ГК-рецептора, 
снижение его трансактивационной активно-

сти и  др.; 3) нарушение формирования ком-
плекса ГР через изменения экспрессии шапе-
ронов и ко-шаперонов, таких как Hsp90, Hsp70, 
Hsp56, иммуномодулин, импортин IPO13, 
FKBP51 и  FKBP52, а  также полиморфизм их 
генов; 4) эпигенетические изменения уров-
ня экспрессии мРНК ДНК-метилтрансфераз 
3a-3b, гистон-деацетилазы 2 HDAC2, целого 
ряда микро-РНК [3, 4]. Эти причины могут ни-
велировать иммуносупрессивные эффекты ГК, 
усиливать про-воспалительную сигнализацию 
в  кишечнике и  индуцировать резистентность 
к  ГК. Так, известно, что около 20% больных 
с ВЗК резистентны к действию ГК, что вызва-
но, по крайней мере, несколькими механизма-
ми: 1)  гиперэкспрессией регулирующего мем-
бранный транспорт Р-гликопротеина (P-gp) 
лимфоцитами и  эпителиоцитами кишечника, 
2)  конститутивной активацией эпителиоци-
тов провоспалительными медиаторами и сти-
муляцией NF-kB, что приводит к  ингибиро-
ванию транскрипционной активности ГР [4]. 
Таким образом, может формироваться “по-
рочный круг” – развивающаяся при ХСС ре-
зистентность к ГК приводит к развитию вос-
паления в  кишечнике, а  это еще в  большей 
мере усиливает “толерантность” рецепторов 
к  ГК. Полученные нами данные подтвержда-
ются целым рядом других исследований. Так, 
применение различных экспериментальных 
моделей ХСС показало, что он может вызвать 
генерацию и  выход незрелых, провоспали-
тельных миелоидных клеток, которые явля-
ются нечувствительными к эффектам ГК. Так, 
Jung S. et al., (2015) установил, что экспрес-
сия мРНК ГК-рецепторов была значитель-
но уменьшена в  макрофагах селезенки при 
ХСС. Стресс также индуцирует значительное 
снижение экспрессии мРНК иммунофилина 
FKBP52 [3]. Кроме того, в  условиях ХСС от-
мечалось значительное снижение экспрессии 
мРНК ДНК-метилтрансфераз 3a и 3b, HDAC2 
и количества метилированной ДНК в макро-
фагах селезенки. Определение профиля ми-
кроРНК показало, что стресс вызывал значи-
тельное повышение экспрессии 9 различных 
микроРНК, 6 из  которых взаимодействуют 
с мРНК ГК-рецепторов, 3 – с мРНК минерало-
кортикоидных рецепторов и 2 – с мРНК имму-
нофилина FKBP52.

Не менее важными эффекторными гормо-
нами во  время стресс-реакции являются КХ, 
а  Т- и  В-лимфоциты активно экспрессируют 
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β2-адренорецепторы (β2AR) на разных стади-
ях дифференцировки. Так, Sanders V. M. et al. 
(2012) было установлено, что активация β2AR 
нарушает дифференцировку, пролиферацию 
и  функции Th 1-клеток в  результате повыше-
ния концентрации цАМФ в лимфоцитах, что 
приводит к  ингибированию пролиферации 
Т-клеток и  снижению продукции IL-2, IL-12, 
TNF-α и IFN-γ и стимулирует выработку IL-10 
и TGF-β [2]. С другой стороны, на локальном 
уровне КХ могут усиливать региональный 
иммунный ответ, индуцируя продукцию 
IL-1, TNFα и IL-8. Т-регуляторные лимфоци-
ты (Treg) экспрессируют тирозингидрокси-
лазы – ферменты, ограничивающие скорость 
синтеза КХ, а  высвобождение КХ приводит 
к  снижению продукции IL-10 и  TGF-β Тreg 
клетками, и  к  уменьшению Treg-зависимого 
ингибирования эффекторных Т-лимфоцитов. 
В  исследованиях Guereschi M. G. et al. (2013) 
было обнаружено, что передача сигналов 
через β2AR усиливала супрессорную актив-

ность Treg in vitro, способствовала конверсии 
Foxp3-клеток в  Foxp3+ индуцибельные iTreg 
клетки. Кроме того, в  Treg β2AR сигнали-
зация увеличивала экспрессию негативной 
ко-стимуляторной молекулы CTLA-4 [5]. 
Поэтому, обнаруженное нами в  работе сни-
жение уровня экспрессии мРНК β2AR мо-
жет частично объяснить причину дефицита 
супрессорной сигнализации, помимо рези-
стентности к ГК.
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IMPACT OF SOCIAL STRESS ON mRNA GENE EXPRESSION 

OF GLUCOCORTICOID NR3C1 AND ADRβ2-RECEPTORS 

IN THE GUT-ASSOCIATED LYMPHOID TISSUE

Topol I. A., Kamyshny A. M.

Zaporozhye State Medical University, Zaporozhye, Ukraine

It was investigated the mRNA expression levels of Nr3c1 and Adrβ2 in gut-associated lymphoid tis-
sue (GALT) under CSS in Wistar rats. To determine the level of mRNA Nr3c1 and Adrβ2 expression was 
performed RT-PCR in real-time by thermocycler CFX96™ Real-Time PCR Detection Systems («Bio-Rad 
Laboratories, Inc», USA). Internal standard such as rat reference gene GAPDH were used to normalise 
mRNA levels between Nr3c1 and Adrβ2 for an exact comparison of mRNA transcription level. Th e rela-
tive level of gene expression were studied by the method ΔΔCt. Statistical analysis were conducted using 
available soft ware «Bio-Rad СFX Manager 3.1» (Bio-Rad, USA). Research of Adrβ2 and Nr3c1 expression 
in GALT of ileum showed that the development of CSS led to a signifi cant decrease in mRNA content of 
Nr3c1 and Adrβ2 genes in the case CSS2) compared with control group of rats. Th is, in turn, can signifi -
cantly to infl uence the balance of pro-and anti-infl ammatory subsets of T cells and initiate the develop-
ment of IBD and AID.

Key words: chronic social stress, Nr3c1, Adrβ2.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ПРЕПОДАВАНИЯ 
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Представлены методические аспекты преподавания иммунологии на  кафедре микро-
биологии, вирусологии, иммунологии ОрГМУ. Определено значение комплексного подхо-
да к процессу обучения для развития мотивационной активности студентов в изучении 
дисциплины. Показана эффективность используемых педагогических приёмов в изучении 
иммунологии студентами для профессиональной дальнейшей деятельности.

Ключевые слова: иммунология, преподавание, профессиональные компетенции.

Изучение медицинской микробиологии, 
вирусологии и  иммунологии осуществляется 
в медицинском университете в 3-4 семестрах, 
на  раннем этапе доклинической подготовки 
специалиста. Это создает определенные труд-
ности для организации учебного процесса, 
в  том числе обусловленные особенностями 
современного научного знания, для которо-
го характерны интенсивные инновационные 
и  интеграционные процессы. Именно поэто-
му коллектив кафедры уделяет серьезное вни-
мание методическому обеспечению всех форм 
обучения, которое рассматривается как важ-
нейшая составляющая организации учебного 
процесса, дающая общую и частную ориенти-
ровочную основу конкретной педагогической 
деятельности.

Рабочая программа по  иммунологии со-
ставлена с учетом основных общекультурных 
и  профессиональных компетенций, которые 
реализуются на  дисциплинах, предшествую-
щих изучению иммунологии, на  смежных 
теоретических фундаментальных дисципли-
нах, а  также на  кафедрах клинического про-
филя, в  том числе инфекционных болезней, 
дермато-венерологии, туберкулеза, детских 
болезней. Понятия и процессы, привлекаемые 
для изучения иммунологии из  других наук, 

дают дидактический материал для теоретиче-
ского осмысления сложной, упорядоченной 
системы взаимосвязей, ориентированной во-
круг главных категорий дисциплины.

Основные компетенции иммунологии из-
учаются в контексте общих закономерностей 
становления и развития науки, а так же в кон-
кретных ситуациях отдельных частных пато-
логий микробной этиологии.

Методы преподавания соответствуют ос-
новным приемам организации учебного про-
цесса, который включает лекционный курс, 
установочное собеседование на практическом 
занятии, контроль выполнения лабораторных 
исследований, контроль усвоения основных 
компетенций, активизацию аудиторной и вне-
аудиторной работы и другие.

Содержательная часть курса определяет-
ся целями, задачами и  временными рамка-
ми, предусмотренными рабочей программой, 
профилированной в  соответствии со  специ-
альностями (лечебное дело, педиатрия, сто-
матология, медико-профилактическое дело, 
фармация).

Лекционный курс предусматривает изло-
жение фундаментальных знаний в  аспекте 
истории развития представлений о феноменах 
и  механизмах иммунитета с  обязательной их 
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интерпретацией в рамках достижений совре-
менной науки. Каждая лекция сопровождает-
ся презентацией, содержащей современный 
иллюстративный материал, включая учебные 
фильмы. Лабораторные, практические работы 
проводятся в  соответствии с  методическими 
рекомендациями, разработанными сотрудни-
ками кафедры. [1, 2]

Особую значимость представляет визуализа-
ция четко сформулированных принципов и ме-
тодов лабораторной диагностики, специфиче-
ской терапии и профилактики инфекционных 
заболеваний. С  этой целью в  каждой учебной 
лаборатории на  фронтальной стене размеще-
ны стационарные, профессионально выпол-
ненные стенд-таблицы, содержащие сведения 
об  общих принципах и  методах диагностики. 
При этом, выделяется значение использования 
системы «антиген-антитело» как при бактерио-
логическом, вирусологическом исследованиях, 
так и в процессе серологической диагностики 
инфекционных заболеваний. Здесь  же в  ряду 
других общих стендов-таблиц представлены 
сведения об  основных препаратах, используе-
мых как для диагностики, так и для специфиче-
ской профилактики и терапии.

Кафедра уделяет большое внимание орга-
низации самостоятельной работы студентов 
по  изучению иммунологии, расценивая этот 
вид учебной деятельности как стимул для ак-
тивизации процесса изучения дисциплины.

Для оптимизации самостоятельной подго-
товки студентов разработана система вопро-
сов и  ответов по  иммунологии, включенная 
в методические рекомендации для подготовки 
к лабораторным занятиям.

В целях ориентированности студентов 
на  самостоятельный поиск специальной ин-
формации на кафедре используется привлече-
ние к работе в кружке студенческого научного 
общества (СНО). Студентам представляется 
по выбору тематика рефератов и докладов, как 
правило, носящая гносеологический характер.

Обсуждение вопросов на  заседаниях 
кружка носит острый дискуссионный харак-
тер, что, несомненно, привлекает студентов 
к дальнейшему участию в деятельности СНО 
уже на экспериментальном уровне, а у препо-
давателя появляется возможность обоснован-
ной и четко обозначенной формы индивиду-
ального обучения.

Активизации изучения иммунологии и по-
вышению индивидуальной мотивации спо-
собствует тесный контакт процесса препо-
давания с  работой Проблемной лаборатории 
по  изучению механизмов естественного им-
мунитета ОрГМУ, где проводятся экскурсии 
для студентов, демонстрируются современ-
ные методики иммунологических исследова-
ний. Результаты клинических исследований, 
проводимых на базе данной лаборатории, ис-
пользуются в учебном процессе в качестве на-
глядных пособий при решении конкретных 
ситуационных задач.

Взаимообусловленность форм и  методов 
обучения, развития и  воспитания, а  также 
реализация мотивированной активности сту-
дентов дают позитивные результаты, объек-
тивным показателем которых является высо-
кий рейтинг по  итогам рубежного контроля 
и собеседования по иммунологии, у 75,5% сту-
дентов он выше 50 баллов при максимальном 
показателе 70 баллов.

Представленный материал преподавания 
иммунологии на кафедре микробиологии, ви-
русологии, иммунологии Оренбургского го-
сударственного медицинского университета 
является обобщенным опытом работы кол-
лектива, в  процессе которой осуществляется 
образование, развитие и воспитание будуще-
го врача, необходимое для успешной деятель-
ности, мотивированной индивидуальными 
потребностями и  теми знаниями, умения-
ми и  навыками, которые были приобретены 
в процессе обучения.

Методы и  формы, используемые в  про-
цессе преподавания способствуют с  одной 
стороны оптимизации учебного процесса, 
а с другой определяют ценностную ориента-
цию изучения иммунологии для дальнейшей 
профессиональной деятельности будущего 
специалиста.
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Екатеринбург 2009, 399.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Вопросы преподавания иммунологии576

METHODICAL ASPECTS OF IMMUNOLOGY TEACHING 

AT THE DEPARTMENT OF MICROBIOLOGY, VIROLOGY, 

IMMUNOLOGY

Lyashenko I. E., Mikhailova E. A., Zheltova V. I., 

Kirgizova S. B., Zherebyateva O. O.

Orenburg State Medical University, Orenburg, Russia

Methodical aspects of the immunology teaching at the department of microbiology, virology, immu-
nology are presented. Signifi cance of composite approach to learning process for development of motiva-
tional activity of students in the discipline studying is designated. Effi  ciency of used academic methods in 
studying of immunology by students for further professional activity is shown.

Keywords: immunology, teaching and professional competence.

Введение. В  соответствии с  Федеральным 
государственным образовательным стандар-
том третьего поколения (ФГОС-3) иммуно-
логия выделена в  самостоятельную учебную 
дисциплину на  факультетах подготовки вра-
чей. В  настоящее время по-прежнему остро 
стоит вопрос о  месте преподавания имму-
нологии: на  кафедре микробиологии, ви-
русологии и  иммунологии или на  кафедрах 
патологической физиологии, клинической 
биохимии, биологии и  т. д. Достижения в  об-
ласти биотехнологии заложили основы новой 
медицины, которые тесно переплетаются с та-
кими проблемами как аллергия, вакцинопро-
филактика, иммуномодулирующая терапия 
и  др., поэтому, в  настоящее время, вопросы 
преподавания биотехнологии чрезвычайно 
актуальны и заняли свое место в структуре, 
как основной образовательной программы, 

так и особенно в целях и задачах программы 
«иммунология».

Цель исследования. Оценить эффектив-
ность многолетнего преподавания иммуно-
логии, биотехнологии на  кафедре микробио-
логии Военно-медицинской академии имени 
С. М. Кирова, выявить проблемы и  пути их 
решения.

Результаты и  их обсуждение. На  кафедре 
микробиологии ВМедА имени С. М. Кирова 
более 13 лет ведется преподавание избранных 
вопросов иммунологии для клинических орди-
наторов по  специальностям: психиатрия, па-
тологическая анатомия, токсикология, транс-
фузиология, эпидемиология, травматология. 
Программы для ординаторов по  этим специ-
альностям кроме сходства по общим вопросам 
принципиально отличаются по времени, отве-
денному для изучения разделов, тем и  видов 

ОПЫТ ПРЕПОДАВАНИЯ ИММУНОЛОГИИ, 

БИОТЕХНОЛОГИИ. ПРОБЛЕМЫ, СВЯЗАННЫЕ 

С ТРЕБОВАНИЯМИ ФГОС-3

 Москалёв А. В.,  Зачиняева А. В.

Военно-медицинская академия им. С. М. Кирова, Санкт-Петербург, Россия

Статья посвящена вопросам преподавания иммунологии и биотехнологии на кафедре 
микробиологии Военно-медицинской академии имени С. М. Кирова. Авторы вносят кон-
кретные практические предложения для их внедрения в образовательный процесс в целях 
его усовершенствования.

Ключевые слова: иммунология, биотехнология, кафедра.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 577

учебных занятий, а  самое главное по  целям 
и задачам изучения дисциплины.

С 2013  г иммунология впервые выделе-
на как самостоятельная учебная дисциплина 
на  факультетах подготовки врачей по  специ-
альности «Лечебное дело», «Стоматология» 
на  которую отводится 72 часа. На  современ-
ном этапе развития иммунологии как науки 
она стремительно продолжает углубляться. 
Остро стоит вопрос выделения приоритетных 
тем, в  зависимости от  профиля учреждения, 
специальности обучаемых, которые должны 
быть представлены в комплексе с характери-
стиками классических факторов, относящихся 
к врожденному и приобретенному иммуните-
ту. Перед преподавателями стоят непростые 
вопросы, которые должны быть в  основном 
решены в отведенные программой 72 часа. По-
нятно, что это гораздо сложнее, чем препода-
вание избранных вопросов иммунологии уже 
сложившимся специалистам. Так как вопро-
сы, относящиеся к характеристике антигенов, 
антител, биологии Т- и  В-лимфоцитов и  их 
субпопуляций, регуляторных Т-лимфоцитов, 
рецепторных структур иммунокомпетентных 
клеток, механизмов апоптоза, анергии, меха-
низмов формирования центральной и  пери-
ферической толерантности, выбора оптималь-
ного пути иммунного ответа и  др. являются, 
по- настоящему сложнейшей проблемой для 
студентов, которые впервые знакомятся с им-
мунологией [2].

Основным видом патологии, с которым стал-
киваются выпускники Военно-медицинской 
академии  – это инфекционная патология, 
которая, по  отчетности медицинской служ-
бы ВС РФ, составляет до 80% всей патологии 
личного состава по  призыву. Знать особен-
ности работы иммунной системы при раз-
личных инфекционных процессах, в условиях 
практически сформировавшихся вторичных 
иммунодефицитных состояний у  призывни-
ков и значительно изменившейся антигенной 
структуры многих, еще недавно казавшихся 
банальными возбудителями инфекционных 
заболеваний, является наиболее актуальным 
для сегодняшних выпускников академии. 
Изучение особенностей антибактериально-
го, противовирусного, противопаразитарно-
го и антимикотического иммунного ответов, 
механизмов формирования гиперчувстви-
тельности к  условно-патогенной микробио-
те у  военнослужащих по  призыву, вопросов 

вакцинопрофилактики является наиболее 
актуальным.

Исходя из  вышеизложенного, следует, что 
довольно остро стоит проблема подготовки 
национальных учебно-методических материа-
лов (пособий, учебно-методических разрабо-
ток и др.). Они должны достоверно, лаконично 
излагать современный материал, отражающий 
вопросы общей иммунологии, иммунобио-
технологии, взаимосвязи иммунной системы 
с  различными вариантами соматической па-
тологии, аллергии, вопросами вакцинопрофи-
лактики и биотехнологии.

Современные методы иммунодиагности-
ки являются важным источником диагно-
стической информации, которые основаны 
на  достижениях биотехнологии и  позволяют 
поднять уровень диагностики на совершенно 
другой уровень, как по чувствительности, так 
и по специфичности.

В настоящее время ведутся биотехноло-
гические разработки новых методов диагно-
стики, лечения на основе генной и клеточной 
терапии. В мировой медицине осуществляет-
ся переход от  лечения конкретных болезней 
и  дисфункций к  системной работе со  здоро-
вьем в целом. Предпочтение отдается превен-
тивной медицине и персональной работе с кон-
кретным человеком на уровне генома. Многие 
виды рака, а также генетические и нейродеге-
неративные заболевания, такие, как болезнь 
Альцгеймера и  Паркинсона, являются потен-
циальными кандидатами на генную и клеточ-
ную терапию. Преподавание биотехнологии 
в  высших медицинских учебных заведениях 
принадлежит к числу актуальных проблем об-
щей подготовки врачей. К сожалению, тради-
ционная форма преподавания биотехнологии 
будущим врачам характеризуется разрывом 
между теоретическими знаниями и  возмож-
ностью использовать эти знания в практиче-
ской деятельности врача. Это требует пересмо-
тра организации учебного процесса. Назрела 
и  необходимость создания дополнительных 
учебно-методических материалов по  биотех-
нологии. Целесообразно выделить «медицин-
скую биотехнологию», как в отдельный курс, 
так и  гармоничное включение ее вопросов 
в программу общей иммунологии. Подготов-
ка врачей по биотехнологии должна быть ком-
плексной, с  введением в  обучение вопросов 
«молекулярной биологии», «энзимологии», 
«генной инженерии», «генной терапии» как 
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необходимых составляющих иммунологии 
и медицинской биотехнологии. Ряд вопросов 
биотехнологии, может быть включен и в дру-
гие дисциплины, в  частности  – в  микробио-
логию. На  сегодняшний день биотехнология 
как наука оторвана от производства. Дефицит 
кадров в  медицинской промышленности со-
ставляет 30-40 тыс. человек, а все вузы страны 
выпускают в  год не  более 1000 специалистов 
по  биотехнологии [3]. Поэтому необходима 
более тесная связь медицинских универси-
тетов с  биотехнологическими компаниями 
и  научно-исследовательскими институтами, 
что позволит студентам приобрести навыки 
практической работы, а университетам подо-
брать для преподавания наиболее подготов-
ленные кадры. Это позволит также привлечь 
дополнительные средства в развитие универ-
ситетской науки.

Заключение. Таким образом, основываясь 
на  многолетнем опыте преподавания вопро-
сов иммунологии, биотехнологии, нам пред-
ставляется, что в первую очередь необходимо 
решить следующие вопросы. На первых кур-
сах (5-й семестр и не ранее) для всех факульте-
тов преподавать вопросы общей иммунологии 
с проблемами и достижениями в биотехноло-

гии. В соответствии с прежним учебным пла-
ном целесообразно оставить на  этот цикл 3 
зачетные единицы. На  старших курсах (9–10 
семестр) в  программу обучения включить 
вопросы, отражающие основы клинической 
иммунологии, также не  мене 3-х зачетных 
единиц. На наш взгляд, это позволит ликвиди-
ровать существующий разрыв в преподавании 
иммунологии и биотехнологии теоретических 
знаний и практической деятельностью врача. 
В цикл общей иммунологии включить вопро-
сы «молекулярной биологии», «энзимологии», 
«генной инженерии», «генной терапии». Ко-
нечно, поставленные задачи не решаются без 
улучшения технической оснащенности кафедр 
и наличием профессорско-преподавательского 
состава высокой квалификации.
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Abstract. Th e article is devoted to the teaching of immunology and biotechnology at the Department 
of Microbiology of the Military Medical Academy named aft er S. M. Kirov (St. Petersburg). Th e authors 
make defi nite and practical suggestions for their implementation in the educational process in order to 
optimize it.

Key words: Immunology, biotechnology, chair.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Пермский научный форум 2015

II ВСЕРОССИЙСКАЯ

ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ МОЛОДЫХ 

УЧЕНЫХ «СОВРЕМЕННЫЕ ПРОБЛЕМЫ 

МИКРОБИОЛОГИИ, ИММУНОЛОГИИ

И БИОТЕХНОЛОГИИ»





РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Пермский научный форум 2015

Раздел 1

ЭКОЛОГИЯ И ГЕНЕТИКА 

МИКРООРГАНИЗМОВ



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Экология и генетика микроорганизмов582

ВЫЯВЛЕНИЕ СИТОСТЕРИН-ИНДУЦИРУЕМЫХ ГЕНОВ, 
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Данная работа посвящена выявлению ситостерин-индуцируемых генов, вовлеченных 
в деградацию колец C и D стероидного ядра у штаммов Mycobacterium neoaurum ВКМ Ас-
1815D, 1816D и Mycobacterium sp. ВКМ Ас-1817D. У штаммов 1815 и 1816 для генов катабо-
лизма колец C и D не выявлено отчётливого увеличения экспрессии на среде, содержащей 
ситостерин, тогда как большинство генов катаболизма колец C и D у штамма 1817 значи-
тельно увеличили свою экспрессию.

Ключевые слова: микобактерии, стерины, катаболизм стеринов, стерин-индуциру-
емые гены.

Актуальность и цель работы. Многие бак-
терии способны использовать стерины в  ка-
честве источника энергии и  углерода. Гены 
и ферменты, участвующие в катаболизме сте-
ринов, в настоящее время активно изучаются. 
Это связано с тем, что многие промежуточные 
продукты окисления стеринов могут быть ис-
пользованы в качестве сырья для производства 
соединений, использующихся в  фармацевти-
ческой промышленности, а также в связи с от-
крытием роли стероидного катаболизма в па-
тогенезе многих микобактерий, в  частности, 
Mycobacterium tuberculosis. Однако многие де-
тали стероидного катаболизма по-прежнему 
остаются неизвестными. В  частности, недо-
статочно изучены механизмы деструкции ко-
лец C и D стероидного ядра ферментными си-
стемами микобактерий.

У M. smegmatis гены катаболизма колец C 
и D, в отличие от остальных генов катаболизма 
стеринов, регулируются транскрипционным 
фактором KstR2, который является репрессо-
ром, относящимся к семейству TetR [1]. Ранее 
нами было проведено сравнительное иссле-
дование геномов стеринтрансформирующих 

микобактерий – M. neoaurum ВКМ Ас-1815D, 
1816D и  Mycobacterium sp. ВКМ Ас-1817D, 
и  выявлены гены, участвующие в  раскрытии 
кольца B стероидного ядра у  исследованных 
микобактерий [2]. Кроме того, осуществлена 
сборка полных геномов штаммов M. neoaurum 
ВКМ Ас-1815D и  Mycobacterium sp. ВКМ Ac-
1817D [3, 4].

Целью данной работы было изучение ге-
нов, вовлечённых в  окислительную дегра-
дацию колец C и  D стероидного ядра у  трех 
штаммов – продуцентов 3-кетоандростанов, – 
Mycobacterium neoaurum ВКМ Ас-1815D, 1816D 
и Mycobacterium sp. ВКМ Ас-1817D.

Материалы и  методы. Штаммы микобак-
терий были получены из Всероссийской кол-
лекции микроорганизмов (ВКМ ИБФМ РАН). 
Бактерии культивировали на среде следующе-
го состава (г/л): глицерин  – 5, (NH4)2SO4 – 3; 
MgSO4,  – 0.2; FeSO4–0.0; ZnSO4–0.002, калий 
фосфатный буфер (pH  7,2)  – 50 мМ, в  при-
сутствии ситостерина (5 г/л) или без добав-
ления стеринов. Культуру растили в  течение 
24-30 часов при температуре 30 °C. Выделение 
и обогащение мРНК осуществлялось с помо-
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щью наборов RNeasy Mini Kit фирмы Qiagen 
(Германия) и MICROB Express фирмы Ambion 
(США). Секвенирование транскриптомов осу-
ществляли на  высокопроизводительном сек-
венаторе HiSeq 2000 фирмы Illumina (США).

Результаты. Для выявления генов, предпо-
ложительно участвующих в катаболизме колец 
C и D стероидного ядра у исследуемых штам-
мов микобактерий, мы провели поиск генов, 
гомологичных генам, регулируемым транс-
крипционным фактором KstR2 у  M.  smeg-
matis [1]. При исследовании транскриптома 
M.  smegmatis mc2 155 выявлено 15 генов, ре-
гулируемых KstR2. Эти гены входят в  состав 
первого кластера холестерин-индуцируемых 
генов  [5] и  представлены в  геноме тремя 
группами (MSMEG_5999  – MSMEG_6004, 
MSMEG_6008 – MSMEG_6009 MSMEG_6011 – 
MSMEG_6017) [1].

У штаммов 1815, 1816 и  1817 выявлены 
гомологи всех вышеупомянутых генов. При 
этом они входят в  состав групп, практиче-
ски идентичных таковым у  M.  smegmatis  [1]. 
Единственное отличие заключается в том, что 
у  штаммов 1815 и  1816 в  оперон, гомологич-
ный оперону MSMEG_6013  – MSMEG_6017, 
входит еще один ген, не имеющий гомологов 
среди регулона KstR2 у  M.  smegmatis. Одна-
ко, в  целом, организация генов катаболизма 
колец C и  D у  рассмотренных микобактерий 
представляется довольно консервативной.

Для прояснения механизмов деградации 
стеринов мы сравнили экспрессию генов, вхо-
дящих в  регулон KstR2, у  культур, выращен-
ных на среде, содержащей ситостерин, и не со-
держащей стеринов. У штаммов 1815 ни один 

из 15 генов катаболизма колец C и D не увели-
чил свою экспрессию более чем в три раза. Это 
контрастирует с  тем, что большинство генов 
стероидного катаболизма, входящих в  один 
кластер с  генами деструкции колец C и  D, 
но  не регулируемых KstR2, увеличили свою 
экспрессию на среде, содержащей ситостерин, 
в среднем в 10 раз. Иная картина наблюдает-
ся у штамма Mycobacterium sp. ВКМ Ас-1817D. 
Все 15 генов катаболизма колец C и D у дан-
ного штамма значительно увеличили свою 
экспрессию. В  среднем их экспрессия увели-
чилась в 15 раз. Такое различие в экспрессии 
генов катаболизма колец C и D у штамма 1817 
и штаммов 1815 и 1816 может быть, отчасти, 
обусловлено большей активностью катабо-
лизма ядра стеринов у штамма 1817.

Работа поддержана грантом РНФ (соглаше-
ние № 14–24–00169).
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IDENTIFICATION OF SITOSTEROL-INDUCED GENES ENCODING 

STEROID NUCLEUS RINGS C AND D DEGRADATION IN STEROL 

TRANSFORMING STRAINS OF MYCOBACTERIA

Bragin E. Y.1, Shtratnikova V. Y.2, Dovbnya D. V.1, 

Shchelkunov M. I.3, Donova M. V.1
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Th is work was intended to identify the sitosterol-induced genes involved in the degradation of C and 
D rings of the steroid nucleus in strains Mycobacterium neoaurum VKM Ac-1815D, 1816D and Mycobac-
terium sp. VKM Ac-1817D. In strains 1815 and 1816, genes of C and D rings’ catabolism did not clearly 
increase their expression in sitosterol containing medium, while most genes of C and D rings’ catabolism 
in strain 1817 signifi cantly increased their expression.
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Актуальность и цель работы. Одной из наи-
более острых экологических проблем является 
антропогенное загрязнение окружающей сре-
ды стойкими органическими загрязнителями 
(СОЗ). К  широко распространенным поллю-
тантам группы СОЗ относятся полихлориро-
ванные бифенилы (ПХБ) – высокотоксичные 
ароматические соединения, исключительно 
устойчивые к физическим и химическим воз-
действиям (http://www.unep/org).

Одним из  перспективных способов их 
утилизации является биодеструкция с  ис-
пользованием микроорганизмов [1]. Разло-
жение бифенила и  ПХБ до  стадии бензой-
ной или соответствующей хлорбензойной 
кислоты происходит у  разных микроорга-
низмов по  одному биохимическому пути. 
На  первом этапе разложения бифенил 
окисляется до  би фенил-дигидродиола би-
фенил 2,3-ди оксигеназой (BphA1), которая 
является ключевым ферментом, осущест-
вляющим первую реакцию гидроксилирова-
ния (включение двух гидроксильных групп 
в ароматическое кольцо) бифенила. α-Субъ-
единица BphA1 отвечает за  распознавание 
субстрата и  связывание с  ним, в  связи с  чем 
ген bphA1 является важным маркером при ис-
следовании биодеградационного потенциала 
бактериального сообщества [2].

Цель работы  – изучение бактерий-де-
структоров бифенила/ПХБ из микробного со-
общества донных отложений реки Чапаевки 
(г. Чапаевск, Самарская область), загрязнён-
ных токсичными хлорароматическими соеди-
нениями.

В задачи исследования входило: путём на-
копительного культивирования на  бифени-
ле получить ассоциацию микроорганизмов 
из образцов загрязненных донных отложений 
реки Чапаевки; выделить активные бактерии-
деструкторы бифенила из  полученных на-
копительных культур; определить наличие 
bphA1-генов в накопительных культурах и от-
дельных штаммах бактерий-деструкторов.

Материалы и  методы. Объектом иссле-
дования являлись накопительные культуры 
микроорганизмов-деструкторов бифенила, 
полученные из  образцов донных отложений 
реки Чапаевки, протекающей вдоль террито-
рии ОАО «Средне-Волжского завода хими-
катов» (г. Чапаевск, Самарская область). Для 
получения накопительных культур и последу-
ющего выделения штаммов микроорганизмов 
использовалась жидкая минеральная среда 
К1 [3] с добавлением бифенила (1 г/л) в каче-
стве единственного источника углерода и энер-
гии. Чистые культуры бактерий-деструкторов 
выделяли на агаризованной среде К1 с бифе-

БАКТЕРИИ-ДЕСТРУКТОРЫ БИФЕНИЛА 

ИЗ МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА ДОННЫХ 

ОТЛОЖЕНИЙ, ЗАГРЯЗНЕННЫХ ТОКСИЧНЫМИ 

ХЛОРАРОМАТИЧЕСКИМИ СОЕДИНЕНИЯМИ

 Воронина А. О.,  Плотникова Е. Г.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, 
Пермь, Россия

В результате проведения ряда экспериментальных работ: накопительное культивиро-
вание, детекция ключевых генов деструкции бифенила/ПХБ (bphA1-генов) методом ПЦР 
и выделение в чистую культуру бактерий-деструкторов бифенила, – было установлено, что 
в  бактериальном сообществе донных отложений реки Чапаевки (г. Чапаевск, Самарская 
область), загрязненных токсичными хлорароматическими соединениями, присутствуют 
бактерии рода Rhodococcus – деструкторы бифенила/полихлорбифенилов.

Ключевые слова: бифенил, полихлорированные бифенилы, бактерии-деструкторы, 
bphA1-гены.
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нилом в  качестве субстрата. Для выделения 
тотальной ДНК из  накопительных культур 
использовали набор реактивов для выделения 
геномной ДНК из  почвы («MP Biomedicals», 
USA), концентрацию ДНК определяли на при-
боре QubitTM Fluorometer, («Invitrogen», USA), 
с  использованием реактивов («Invitrogen», 
USA). ДНК из  чистых культур бактерий вы-
деляли методом «щелочного лизиса». Ампли-
фикацию гена 16S рРНК осуществляли с  ис-
пользованием стандартных бактериальных 
праймеров [4]. Амплификацию bphA1 генов, 
кодирующих α-субъединицы ферментов 
подсемейства бифенил/толуол диоксигеназ, 
проводили с  использованием вырожденных 
праймеров [5]. ПЦР осуществляли на ампли-
фикаторе MyCycler («Bio-Rad Laboratories», 
USA). Определение нуклеотидных последо-
вательностей проводили на  автоматическом 
секвенаторе Genetic Analyser 3500XL («Applied 
Biosystems», USA) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Анализ нуклеотидных 
последовательностей осуществляли с исполь-
зованием программ CLUSTAL W (http://www.
ebi.ac.uk/clustalw) и Sequence Scanner v1.0. По-
иск гомологичных последовательностей про-
водили в  базе данных ezTaxon (http://www.
ezbiocloud.net/eztaxon).

Результаты. Методом накопительного куль-
тивирования на  бифениле получены четыре 
ассоциации микроорганизмов (обозначенные 
как VR1, VR2, VR3, VR4). Из полученных на-
копительных культур выделена тотальная 
ДНК, концентрация которой составляла: для 
VR1 (7,27±0,1 мкг/мл); VR2 (41,5±0,1 мкг/мл); 
VR3 (4,98±0,1мкг/мл); VR4 (6,24±0,1мкг/мл).

Исследования качества выделенной тоталь-
ной ДНК из накопительных культур проводи-
ли с помощью широко используемого филоге-
нетического маркера – гена 16S рРНК. Анализ 
ПЦР-фрагментов ДНК показал наличие ампли-
конов предполагаемого размера (около 1500 
п. н.) во всех исследуемых образцах. Методом 
ПЦР проведено исследование тотальной ДНК 
из накопительных культур на наличие нукле-
отидных последовательностей (генов bphA1), 
кодирующих α-субъединицы ферментов под-
семейства бифенил/толуол диоксигеназ. С по-

мощью вырожденных праймеров [5] со  всех 
четырех ДНК-матриц (образцов исследуемой 
ДНК) были получены ПЦР-продукты ожидае-
мой длины (500 п. н.). Таким образом, можно 
предположить, что в  накопительных культу-
рах присутствуют бактерии-деструкторы би-
фенила.

Из накопительных культур VR3 и  VR4 
были выделены 4 бактериальных штамма-
деструктора (обозначенные как VR31–1; VR33; 
VR41-21; VR43–1). Бактерии при выращива-
нии в течение 3 сут на агаризованной среде LB 
образуют округлые, матовые, светло-бежевые 
колонии размером 1–3 мм. Клетки грамполо-
жительные, неподвижные, не  образуют спор. 
На  основе анализа гена 16S рРНК культу-
ры были отнесены к  роду Rhodococcus (100% 
сходство с  типовым штаммом вида R. wrati-
slaviensis). Штаммы VR31–1, VR33, VR41-21 
и  VR43–1 способны использовать бифенил 
как ростовой субстрат: оптическая плотность 
(ОД600) культур при выращивании в жидкой 
среде К1 с бифенилом (1 г/л) достигала 0,9 о. е. 
В геноме выделенных штаммов методом ПЦР 
выявлены bphA1-гены.

Таким образом, в  результате проведенных 
исследований было установлено, что в бакте-
риальном сообществе донных отложений реки 
Чапаевки (г. Чапаевск, Самарская область), за-
грязненных токсичными хлорароматическими 
соединениями, присутствуют бактерии рода 
Rhodococcus – деструкторы бифенила /полих-
лорбифенилов.

Работа выполнена при поддержке Програм-
мой УрО РАН «Молекулярная и  клеточная 
биология», проект № 15-4-4-13.
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Актуальность и  цель работы. Бактерии 
рода Staphylococcus отличаются широким кру-
гом естественных «хозяев» и входят в состав 
микробиоты человека и животных, в том чис-
ле птиц. Специфика объектов промышленно-
го птицеводства – тесный производственный 
контакт человека и  птиц предполагает воз-
можный обмен штаммами микроорганизмов. 
Поскольку штаммы, изолированные от птиц, 
как правило, характеризуются антибиотико-
резистентностью и  наличием определенного 
набора факторов вирулентности, то они могут 
представлять потенциальную угрозу для здо-
ровья сотрудников птицефабрики, контакти-
рующих с птицами.

Известно, что молекулярно-генетические 
методы позволяют выявлять генетические 
маркеры и  вариации нуклеотидных последо-
вательностей ДНК, поэтому с  их помощью 
можно определить родство и различия изуча-
емых штаммов микроорганизмов, в частности 
Staphylococcus aureus, циркулирующих на объ-
ектах промышленного птицеводства.

Цель работы – оценка генетической гетеро-
генности штаммов S. aureus, изолированных 
от сотрудников птицефабрики и птиц.

Материалы и  методы. Выполнено бакте-
риологическое обследование 53 сотрудников 
крупной птицефабрики Пермского края, не-
посредственно контактирующих с  птицами, 

ГЕНОТИПИРОВАНИЕ STAPHYLOCOCCUS AUREUSSTAPHYLOCOCCUS AUREUS, 

ИЗОЛИРОВАННЫХ В УСЛОВИЯХ ПРОМЫШЛЕННОГО 

ПТИЦЕВОДСТВА

 Гордина Е. М.1,  Горовиц Э. С.1,  Поспелова С. В.1, 
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Обсуждаются вопросы обмена штаммами Staphylococcus aureus между сотрудниками 
птицефабрики и птицами. С помощью молекулярно-генетического анализа показано, что 
большинство изученных изолятов характеризуется индивидуальным геномопрофилем. 
«Птичьи» изоляты отличались большим разнообразием геномовариантов. Установлено, 
что 1 из штаммов S. aureus, изолированный от человека, по своему RAPD-профилю был 
близок группе «птичьих» штаммов. В то же время культуры, выделенные от птиц, по свое-
му генетическому материалу отличались от изолятов сотрудников.

Ключевые слова: генотипирование, Staphylococcus aureus.

BIPHENYL-DEGRADING BACTERIA FROM MICROBIAL 

COMMUNITY OF BOTTOM SEDIMENTS POLLUTED 

WITH TOXIC CHLORORGANIC COMPOUNDS

Voronina A. O., Plotnikova E. G.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS, Perm, Russia

As a result of implementation a number of experiments including enrichment culture, detection of key 
genes for biphenyl/PCB degradation (bphA1-genes) using PCR and isolation in pure culture the biphenyl 
bacteria-degraders it was determined that the bacterial community from bottom sediments of the Cha-
paevka river (Chapaevsk, Samara Region) polluted with toxic chlororganic compounds was represented 
by the bacteria of genus Rhodococcus that degraded biphenyl/polychlorbiphenyls.
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и  612 проб внутренних органов 151 птицы: 
печень, сердце, селезенка, легкие и  др. Мате-
риал получали от  бройлеров различных воз-
растов (от 2 до 45 сут), в процессе санитарного 
забоя. Выделение и  идентификацию культур 
стафилококков осуществляли общепринятым 
методом [1]. Культуры стафилококков иден-
тифицировали на  основании изучения био-
химических свойств, используя тест-системы 
«Staphytest 24» (ERBА LACHEMA, Чехия). 
Оценку результатов осуществляли с помощью 
компьютерной программы «Микроб-2».

Тотальную ДНК 27 изолятов S. aureus вы-
деляли модифицированным методом, пред-
ложенным J. Marmur. В  реакции амплифика-
ции использовали произвольные праймеры 
с  различным процентом GC пар: праймер A 
(GTTTCGCTCC), праймер 6 (GAGACGCACA), 
праймер 7 (CAGCCCAGAG) (синтезированы 
в ООО «НПФ Синтол», г. Москва, Россия), ре-
комендованные для генотипирования стафи-
лококков [2].

Амплификацию проводили на  термоци-
клере DNA Engine Dyad Th ermal Cycler (Bio-
Rad, США). Протоколы ПЦР соответствова-
ли рекомендациям авторов, предложивших 
используемые праймеры. Температурный ре-
жим реакции включал денатурацию при 94 °C 
в  течение 30 с, отжиг праймеров при 36  °C 
в  течение 30 с.  Элонгацию проводили при 
72  °C в течение 120 с. Электрофоретическое 
разделение продуктов реакции осуществля-
ли в 1,2% агарозном геле при напряженности 
электрического поля 6  В/см. Визуализацию 
полос и  документирование данных выпол-
няли с помощью системы гельдокументации 
Gel-DocXR (BioRad, США). В качестве марке-
ра использовали маркер молекулярных весов 
ДНК Ladder 100 bp (ЦНИИ Эпидемиологии, 
Москва). Результаты оценивали по наличию 
или отсутствию фрагментов ДНК опреде-
ленного размера на  диаграммах, постро-
енных с  применением компьютерного обе-
спечения QuantityOne (версия 4.6.1, Bio-Rad 
Laboratories, США) [2].

При анализе полученных электрофоре-
грамм продуктов амплификации ДНК, штам-
мы S. aureus относили к  одному геномовари-
анту при идентичности результатов не менее 
чем по двум праймерам.

Результаты. Всего от работников птицефа-
брики и  птиц выделено 470 штаммов стафи-
лококков различных видов. Из них 27 культур 

S. aureus, 10  – от  сотрудников и  17  – от  кур. 
По результатам ПЦР все штаммы S. aureus от-
несены к 15 геномовариантам.

На основании анализа результатов ам-
плификации ДНК изучаемых культур, штам-
мы S. aureus, выделенные от  сотрудников, 
были разделены на 3 геномоварианта (I–III). 
К первому и второму отнесены по 2 изолята, 
к  третьему  – 3. Три оставшихся изолята об-
ладали индивидуальными геномопрофилями. 
13 штаммов S. aureus, выделенных от  птиц, 
по характеру своего генетического материала 
сгруппированы в  5 геномовариантов (соот-
ветственно IV–VIII). Четыре – обладали инди-
видуальными RAPD-профилями. Таким обра-
зом, в  общей сложности 7 изолятов S. aureus 
(3 – от сотрудников), в соответствии с резуль-
татами генотипирования, выделены в  само-
стоятельные геномоварианты (IX–XV).

Важно подчеркнуть, что по  своему гено-
мопрофилю штамм S. aureus, изолированный 
от сотрудников (отнесенный к самостоятель-
ному геномоварианту), был близок к  группе 
штаммов птиц VIII геномоварианта. Следо-
вательно, от  человека был выделен штамм 
S.  aureus, по  своим генетическим характери-
стикам идентичный штаммам птиц. В  усло-
виях птицефабрики в  результате тесного 
контакта птиц и  обслуживающего персонала 
происходит обмен микроорганизмами.

В то  же время, практически все культуры 
S. aureus, выделенные от человека и птиц, от-
личались по своему геномопрофилю, что сви-
детельствует об их внутривидовых различиях. 
Это подтверждается и  генетической близо-
стью большинства изолятов, выделенных 
от определенного хозяина.

Следует отметить и тот факт, что ряд штам-
мов, изолированных от птиц в различные пе-
риоды времени (интервал 2–3 года), имели 
идентичные нуклеотидные последовательно-
сти. Очевидно, в течение длительного времени 
на  птицефабрике циркулируют одни и  те  же 
штаммы стафилококков, несмотря на  систе-
матическое применение дезинфицирующих 
и антибактериальных средств.

По результатам RAPD-ПЦР все штам-
мы S. aureus, изолированные от  сотрудников 
и птиц, отнесены к 15 геномовариантам. Среди 
изолятов птиц определено 9 геномовариантов, 
человека  – 6. Преобладали индивидуальные 
геномопрофили. Таким образом, с  помощью 
молекулярно-генетического анализа между 
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Актуальность и  цель работы. Район про-
мышленных разработок Верхнекамского ме-
сторождения калийно-магниевых и натриевых 
солей (Пермский край) характеризуется высо-
ким уровнем загрязнения различными моно- 

и  полиароматическими углеводородами, фта-
латами и галогенсодержащими органическими 
соединениями [1]. В  почвах района солераз-
работок выявлено большое разнообразие экс-
тремофильных микроорганизмов, способных 

GENOTYPING OF STAPHYLOCOCCUS AUREUSSTAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATED 

FROM THE POULTRY PLANT

Gordina E. M.1, Gorovitz E. S.1, Pospelova S. V.1, Timasheva O. A.2

1Academician E. A. Wagner Perm State Medical University; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms, UB RAS, Perm, Russia

Issues of the wide exchange of Staphylococcus aureus strains among the staff  of poultry farm and chick-
en were discussed. As a result of molecular genetic analysis we showed that most of the studied isolates 
were characterized by individual genetic variant. “Bird” isolates were distinguished by great diversity in 
genetic variants. It was established that one of the strains of S. aureus isolated from a person in their 
RAPD-profi le was close to the group of “bird” strains. At the same time, cultures isolated from birds dif-
fered in their genetic material from the isolates of the employees.

штаммами S. aureus, изолированными от  со-
трудников и  птиц, были выявлены внутри-
видовые различия. Вместе с тем, один штамм, 
выделенный от сотрудников, по своему гено-
мопрофилю был идентичен 4-м «птичьим» 
изолятам, что свидетельствует об  обмене 
штаммами стафилококков между сотрудника-
ми и птицами.
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ДЕТЕКЦИЯ ГЕНОВ ДЕГРАДАЦИИ ПОЛИЦИКЛИЧЕСКИХ 

АРОМАТИЧЕСКИХ УГЛЕВОДОРОДОВ В БАКТЕРИАЛЬНЫХ 

СООБЩЕСТВАХ РАЙОНА СОЛЕРАЗРАБОТОК МЕТОДОМ 

ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ
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Изучено распространение генов деградации полициклических ароматических углево-
дородов и проведена их количественная оценка в бактериальных сообществах района про-
мышленных солеразработок (Пермский край) с использованием метода ПЦР в реальном 
времени. Наибольшее количество копий PAH-RHDα-генов выявлено в почвенных образцах 
с территории соледобывающего предприятия г. Соликамска, характеризующихся высокой 
концентрацией органических загрязнителей.

Ключевые слова: ПЦР в реальном времени, бактерии-деструкторы ПАУ, гидроксили-
рующие диоксигеназы ПАУ, гены PAH-RHDα.
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к  разложению подобных экотоксикантов [2]. 
В  большинстве исследований были использо-
ваны методы, основанные на выделении бакте-
рий в чистые культуры и не позволяющие оце-
нить все многообразие штаммов-деструкторов, 
существующих в  условиях техногенного за-
соления/загрязнения. В  настоящее время 
для изучения функционирования сообществ 
микроорганизмов-деструкторов в  различных 
экотопах все более широко используется прин-
цип количественного определение ключевых 
генов деградации определенных загрязняющих 
веществ методом полимеразной цепной реак-
ции в режиме реального времени (ПЦР-РВ).

Цель настоящей работы  – детекция и  ко-
личественный учет генов деградации поли-
циклических ароматических углеводородов 
(PAH-RHDα-генов) в образцах почвы, донных 
отложений техногенных водоемов и шламох-
ранилищ, отобранных на  территории про-
мышленных солеразработок предприятий 
ПАО «Уралкалий».

Материалы и методы. Образцы почвы были 
отобраны на расстояние 2–5 м от солеотвалов 
СКПРУ-1 (калийное управление № 1 г. Со-
ликамск) и  БКПРУ-3 (калийное управление 
№ 3 г. Березники). На территории предприятия 
БКПРУ-3 были отобраны образцы донных от-
ложений из  рассолосборника вблизи соле-
отвала и  образцы поверхностного слоя шла-
мохранилища. Также в  исследованиях были 
использованы донные отложения сточного ка-
нала предприятия ООО «Промканал» (г. Берез-
ники). ДНК из исследуемых образцов была экс-
трагирована с помощью набора Fast DNA Spin 
Kit («MP Biomedicals», США) согласно инструк-
ции производителя и составляла 10-20 мкг/мл.

Органические загрязнители определяли 
в хлороформных экстрактах проб (образцов) 
с использованием хромато-масс-спектрометра 
Agilent 6890/5973N («Agilent», США). Иден-
тификацию веществ осуществляли по  масс-
спектрам с применением библиотеки NIST 98. 
В составе исследованных проб присутствова-
ли различные алифатические углеводороды 
(в концентрации от 288 до 57312 мг/кг) и аро-
матические соединения (41–4244 мг/кг).

В качестве объекта исследования были 
выбраны бактериальные гены, кодирующие 
α-субъединицу гидроксилирующих диоксиге-
наз (PAH-RHDα), участвующих в  окислении 
различных полициклических ароматических 
углеводородов (ПАУ) [3].

ПЦР-РВ проводили с  использованием 
бактериальных праймеров PAH-RHDαGNF 
и  PAH-RHDαGNR в  присутствии красителя 
Sybr Green I с использованием набора реакти-
вов производства «Синтол» (Россия). Набор 
праймеров был разработан для амплификации 
генов, кодирующих α-субъединицу гидрок-
силирующих диоксигеназ грамотрицатель-
ных бактерий [4]. Специфичность прайме-
ров PAH-RHDαGNF и  PAH-RHDαGNR была 
проверена на  ДНК контрольных штаммов 
бактерий, обладающих данным типом диок-
сигеназ (положительный контроль, штамм 
Pseudomonas sp. SN11) и не имеющих их (от-
рицательный контроль, штамм Escherichia coli 
DH5αF’), а также анализом линии плавления 
ДНК. Для стандартной калибровочной кри-
вой был использован образец очищенной ге-
номной ДНК штамма Pseudomonas sp. SN11. 
Эффективность ПЦР определяли методом 
серийных разведений с  построением кали-
бровочной кривой.

Результаты. Методом классической ПЦР 
с использованием праймеров PAH-RHDαGNF 
и  PAH-RHDαGNR были проведены предва-
рительные эксперименты по  скринингу то-
тальной ДНК, изолированной из  образцов 
почвы, донных отложений техногенных во-
доемов, шламохранилищ района солеразрабо-
ток, на  наличие PAH-RHDα-генов. В  качестве 
контрольного образца была взята дерново-
подзолистая почва без загрязнения ПАУ. Ис-
комый ген был обнаружен только в  семи 
образцах ДНК, которые и  были взяты для 
дальнейших исследований.

Согласно полученным данным, после про-
веденного количественного анализа (ПЦР-
PB), наибольшее число копий гена PAH-RHDα 
(8 х 108) было выявлено в  почвенном образ-
це (рисосферная почва ежи сборной (Dactylis 
glomerata L.), отобранном на  расстоянии 2  м 
от  солеотвала (г. Соликамск). Данный обра-
зец характеризовался высокой концентраци-
ей органических загрязнителей, анализ масс-
спектров которых указывает на  загрязнение 
исследованного участка нефтепродуктами. 
На  том  же участке, но  в  почве без растений, 
количество копий искомого гена на  порядок 
ниже и составляет 4,9х107. Возможно, это обу-
словлено так называемым ризосферным эф-
фектом, при котором концентрация бактерий, 
обнаруженных в прикорневой зоне, значитель-
но превышает их концентрацию в почве [5].
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Распределение копий PAH-RHDα-гена в пяти 
образцах, отобранных с техногеннозагрязнен-
ных участков в  г. Березники, было примерно 
одинаковым. В  районе солеотвала БКПРУ-3, 
а именно в донных отложениях рассолосбор-
ника и  в  ризосферной почве бескильницы 
расставленной (Puccinellia distans Parl.), про-
израстающей в  непосредственной близости 
от  него, количество копий PAH-RHDα-генов 
составляло 3,5-5,7 х 107. В  двух образцах дон-
ных отложений промканала, а  также поверх-
ностного слоя шламохранилища БКПРУ-3 
количество копий искомого гена варьировало 
от 3,8 х 107 до 5,7 х 107. Загрязнителями на дан-
ных участках в основном были алифатические 
углеводороды и  ароматические соединения, 
в том числе нафталин (37–2002 мг/кг).

Таким образом, с  использованием метода 
ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) установ-
лено распространение генов деградации по-
лициклических ароматических углеводородов 

и проведена их количественная оценка в бак-
териальных сообществах района промышлен-
ных солеразработок (Пермский край).

Работа выполнена при поддержке Про-
граммой УрО РАН «Молекулярная и  клеточ-
ная биология», проект № 15-4-4-13 и  гранта 
РФФИ-Урал № 13-04-96048 р_урал_а.
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Distribution of genes for degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons and their quantifi cation in 
bacterial communities in the salt mining area (Perm Krai) was studied using real-time PCR (RT-PCR). 
Th e largest number of copies of PAH-RHDα-genes was detected in soil samples from the territory of So-
likamsk salt producing enterprise that were characterized by high concentration of organic pollutants.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 591

Актуальность и цель работы. В настоящее 
время засоление территорий является одним 
из  наиболее распространенных процессов, 
негативно влияющих на  окружающую среду. 
Однако при этом до  сих пор слабо изучены 
микробные сообщества почв и  грунтов при 
их техногенном засолении с  сопутствующим 
загрязнением токсичными органическими 
соединениями. Между тем эти данные необхо-
димы для прогноза способности данных сред 
к  самоочищению и  разработки стратегии их 
биоремедиации.

Цель настоящей работы  – оценка раз-
нообразия бактерий-деструкторов фталевой 
кислоты, нафталина и бифенила шлама и по-
чвенного покрова на берегу шламохранилища 
в условиях техногенного засоления.

Материалы и  методы. Объектом исследо-
вания являлось шламохранилище Березни-
ковского рудоуправления, расположенного 
в  окрестностях г. Березники Пермского края. 
В  шламохранилище поступают глинисто-
солевые отходы, образующиеся в  процессе 
обесшламливания сильвинитовой руды. Они 
состоят из  35-40% водорастворимых солей 
(в  основном NaCl и  KCl) и  60-65% нераство-
римого осадка. Используемые при флотации 

различные реагенты обогащают отходы слож-
ными токсичными органическими соедине-
ниями, которые с  фильтрационными водами 
могут мигрировать в окружающей среде.

В качестве материалов исследования были 
отобраны образцы шлама и  почвенного суб-
страта, представленного техногенными почва-
ми, в непосредственной близости от шламох-
ранилища. Почвенный субстрат (образец 1) 
был отобран с берега шламохранилища в 3 м 
от рассола, пробы шлама (образец 2) – в 1 м 
от рассола, и образец 3 – возле уреза рассола. 
Отбирался верхний слой шлама и почвенного 
субстрата на глубине 0–10 см.

Для оценки общего содержания водораство-
римых солей в почвенном субстрате и шламах 
определяли плотный остаток водной вытяжки 
из  почвы и  шламов общепринятыми метода-
ми [1]. Определение содержания катионов 
Na+ осуществляли на атомно-абсорбционном 
спектрофотометре АА-6300 («Shimadzu», Япо-
ния). Органические загрязнители определяли 
в хлороформенных экстрактах проб с исполь-
зованием хромато-масс-спектрометра Agilent 
6890/5973N («Agilent», США), хроматограммы 
анализировали в программе MSD Productivity 
ChemStation («Agilent», США), идентифика-

РАЗНООБРАЗИЕ БАКТЕРИЙ-ДЕСТРУКТОРОВ 

ОРГАНИЧЕСКИХ ЗАГРЯЗНИТЕЛЕЙ 

ШЛАМОХРАНИЛИЩА КАЛИЙНОГО ПРОИЗВОДСТВА 

(Г. БЕРЕЗНИКИ, ПЕРМСКИЙ КРАЙ)

 Корсакова Е. С.1,  Шестакова Е. А.1,  Хайрулина Е. А.2, 

 Назаров А. В.1,2

1ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 
2ФГБОУ ВПО Пермский государственный национальный исследовательский 

университет, Пермь, Россия

С использованием индекса Шеннона оценено разнообразие бактерий-деструкторов 
фталевой кислоты, нафталина и бифенила шлама и почвы в условиях техногенного засоле-
ния. Установлено, что разнообразие изученных сообществ бактерий-деструкторов сильно 
зависит от концентрации соответствующих веществ загрязнителей, при этом не выявлено 
значительного негативного влияния имеющегося техногенного засоления на разнообразие 
бактерий.

Ключевые слова: техногенное засоление, калийное производство, шлам, почва, разноо-
бразие бактерий.
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цию веществ осуществляли по масс-спектрам 
с  применением библиотеки NIST 98. Количе-
ственное определение органических веществ 
проводили методом градуировки по  площа-
дям пиков.

Микробиологический анализ образцов 
проводили общепринятыми методами посе-
ва [2]. Биоразнообразие сообществ бактерий-
деструкторов оценивали с  помощью индекса 
Шеннона, используя дифференцированный 
подсчет колоний, принадлежащих к  разным 
морфотипам [3]. В работе использовали среду 
Раймонда (г/л): NH4NO3 – 2, MgSO4 x 7H2O – 0,2, 
KH2PO4 – 2, Na2HPO4 – 3, Na2CO3 – 0,1, CaCl2 x 
6H2O – 0,01 [4]. NaCl добавляли в среды до ко-
нечной концентрации 5%. Для получения 
агаризованных сред вносили агар («Sigma», 
США) 15 г/л. В качестве ростовых субстратов 
использовали нафталин, бифенил или орто-
фталевую кислоту в количестве 1 г/л.

Результаты. Химический анализ отобран-
ных с территории шламохранилища проб по-
чвенного субстрата и шламов показал высокую 
степень их засоленности, а  также значитель-
ное содержание органических загрязнителей 
(алканов, полициклических углеводородов, 
моноароматических углеводородов, эфиров 
фталевой кислоты). При этом в большинстве 
случаев концентрация солей и органических 
загрязнителей возрастала с  уменьшением 
расстояния от рассола, на котором была ото-
брана проба. Исключение составляет образец 
шлама 1, содержащий в  1915 меньшее коли-
чество эфиров фталевой кислоты, чем почва. 
Химический состав отобранных проб приве-
ден ниже.

Образец 1. Содержание плотного остат-
ка водной вытяжки – 1,8%, Na+ – 11079,3 мг/
кг, алканов – 31020,5 мг/кг, полициклических 
углеводородов – 946,2 мг/кг, эфиров фталевой 
кислоты  – 191,5  мг/кг. Моноароматические 
углеводороды не обнаружены.

Образец 2. Содержание плотного остатка 
водной вытяжки  – 3,2%, Na+  – 16634,5  мг/кг, 
алканов  – 61614,7  мг/кг, моноароматических 
углеводородов – 14,0 мг/кг, полициклических 
углеводородов  – 1663,8  мг/кг, эфиров фтале-
вой кислоты – 0,1 мг/кг.

Образец 3. Содержание плотного остатка 
водной вытяжки – 12,1%, Na+ – 24099,3 мг/кг, 
алканов – 117066,9 мг/кг, моноароматических 
углеводородов – 514,2 мг/кг, полициклических 

углеводородов– 4017,4 мг/кг, эфиров фталевой 
кислоты – 5653,2 мг/кг.

Выявлена зависимость разнообразия бак-
терий-деструкторов в образцах от концентра-
ции в них органических загрязнителей. С по-
вышением концентрации эфиров фталевой 
кислоты в образцах, как правило, увеличивал-
ся индекс Шеннона бактериального сообще-
ства деструкторов орто-фталевой кислоты, 
а с возрастанием содержания моно- и полиа-
роматических углеводородов увеличивался 
индекс Шеннона бактерий-деструкторов на-
фталина и  бифенила. При этом не  выявлено 
значительного негативного влияния техноген-
ного засоления на разнообразие бактерий, так 
как наиболее загрязненные органическими 
соединениями образцы являлись также и наи-
более засоленными и  имели, как уже было 
сказано, большее разнообразие бактерий-
деструкторов.

Так индекс Шеннона для почвенных сооб-
ществ бактерий-деструкторов орто-фталевой 
кислоты составлял 2,69, деструкторов нафта-
лина  – 1,69, деструкторов бифенила  – 0,97. 
Значение индекса Шеннона для сообществ 
шлама 1 и шлама 2 для бактерий-деструкторов 
орто-фталевой кислоты – 1,96 и 2,16, соответ-
ственно, деструкторов нафталина – 2,38 и 3,28, 
деструкторов бифенила – 2,30 и 1,53.

Таким образом, разнообразие изученных 
сообществ бактерий-деструкторов сильно за-
висит от концентрации соответствующих ве-
ществ загрязнителей, при этом не  выявлено 
значительного негативного влияния имеюще-
гося техногенного засоления на разнообразие 
бактерий.

Работа поддержана грантами РФФИ-Урал 
№ 13-04-96048 «Изучение механизмов функ-
ционирования микробно-растительных си-
стем в  условиях засоления почвы» и  РФФИ 
№ 15-05-07461 «Ландшафтно-геохимическая 
структура в условиях техногенного галогенеза».

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Минеев В. Г. (ред.) Практикум по  агрохимии 
МГУ, Москва 2001.

2. Звягинцев Д. Г. (ред.) Методы почвенной микро-
биологии и биохимии. МГУ, Москва 1991.

3. Широких И. Г., Товстик Е. В., Дабах Е. В., Аших-
мина Т. Я. Почвоведение 2013, 7, 860-866.

4.  Розанова Е. П., Назина Т. Н. Микробиология 
1982, 51, 324-348.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 593

DIVERSITY OF BACTERIA-DESTRUCTORS OF ORGANIC 

POLLUTANTS FROM SLUDGE STORAGE OF POTASH PRODUCTION 

(BEREZNIKI, PERM KRAI)

Korsakova E. S.1, Shestakova E. A.1, Khairulina Е. А.2, Nazarov A. V.1,2
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With the use of the Shannon index the diversity of bacteria-destructors of phthalic acid, naphthalene 
and biphenyl from sludge and soil was evaluated under the conditions of technogenic salinization. It was 
found that a variety of analyzed communities of bacteria-destructors was highly dependent on the con-
centration of the relevant polluting substances, while signifi cant negative eff ect of technogenic salinization 
on a variety of bacteria was not observed.

Группа “Bacillus subtilis” включает близко-
родственные виды, которые имеют 99,5–100,0% 
сходства последовательностей генов 16S рРНК 
и образуют плотную филогенетическую груп-
пу. Виды данной группы представляют боль-
шой интерес с  биотехнологической, сельско-
хозяйственной и  медицинской точек зрения, 
в связи с чем проведение точной идентифика-
ции является актуальной задачей. С целью по-
иска дополнительного таксономического кри-
терия, позволяющего провести разграничения 
между близкородственными видами, ранее 
нами изучались состав и структура анионных 
полимеров клеточных стенок штаммов, вклю-
чая и типовые, группы “Bacillus subtilis”, в ходе 
которого у штамма ВКМ В-762 была выявлена 

уникальная тейхоевая кислота. В  клеточной 
стенке штамма ВКМ В-762 наряду с тейхоевой 
кислотой 1,5-поли(рибитфосфат), все повто-
ряющиеся звенья которой несут в положении 
4 рибита остатки 2-ацетамидо-2-дезокси-β-D-
глюкопиранозы (β-D-GlcpNAc), обнаруженной 
у  типовых штаммов подвидов Bacillus subtilis 
subsp. spizizenii и B. subtilis subsp. inaquosorum, 
содержится полимер  – поли(ацилгликозил-
полиолфосфат) с  необычным типом связей 
и  глицериновой кислотой в  качестве компо-
нента повторяющегося звена, впервые опи-
санный у  грамположительных бактерий [1]. 
Определение нуклеотидной последовательно-
сти гена 16S рРНК показало принадлежность 
штамма B-762 к группе “Bacillus subtilis”. Уро-

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ШТАММА ВКМ В-762, 

СОДЕРЖАЩЕГО УНИКАЛЬНУЮ ТЕЙХОЕВУЮ КИСЛОТУ 

В КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКЕ

 Кудряшова Е. Б.,  Арискина Е. В.,  Присяжная Н. В.

ИБФМ им. Г. К. Скрябина РАН, Пущино, Россия

Проведено определение последовательности гена gyrB штамма ВКМ В-762, отличаю-
щегося от всех видов группы “Bacillus subtilis” содержанием в клеточной стенке уникаль-
ной тейхоевой кислоты – поли(ацилгликозилполиолфосфат). Филогенетический анализ 
показал наибольшее сходство с  подвидом B. subtilis subsp inaquosorum. Сравнительное 
изучение методом МАЛДИ-ВП МС штамма ВКМ В-762 и типовых штаммов ближайших 
подвидов B. subtilis subsp. inaquosorum, B. subtilis subsp. subtilis, и B. subtilis subsp. spizizenii 
выявило в масс-спектрах наличие индивидуальных пиков, отличающих штаммы. Полу-
ченные результаты позволяют предположить, что штамм ВКМ В-762 является предста-
вителем нового таксона.

Ключевые слова: Bacillus subtilis, ген gyrB, МАЛДИ-ВП МС.
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вень сходства с подвидами B. subtilis subsp. ina-
quosorum, B. subtilis subsp. spizizenii и B. subtilis 
subsp. subtilis составил 100,0%, 99,7% и 99,7%, 
соответственно. В  связи с  высокой консер-
вативностью этого гена, близкородствен-
ные виды могут иметь почти идентичные 
или идентичные последовательности [2], что 
не позволяет использовать результаты анали-
за 16S рРНК генов для определения видовой 
принадлежности штаммов бактерий. В  дан-
ном случае анализ генов из группы “генов до-
машнего хозяйства” (“house-keeping genes”), 
детерминирующих основные процессы мета-
болизма, показывает более высокую разреша-
ющую способность при рассмотрении родства 
между организмами на видовом, внутривидо-
вом и  штаммовом уровнях [3]. Корреляция 
сходства нуклеотидных последовательностей 
гена gyrB с данными ДНК-ДНК гибридизации 
была продемонстрирована для видов группы 
“Bacillus subtilis” [4]. Поэтому дальнейшее изу-
чение таксономического положения штамма 
ВКМ B-762 было проведено с  помощью ана-
лиза функционального гена gyrB, кодирую-
щего β-субъединицу АТФ-гидролизующей 
ДНК топоизомеразы. Для штамма ВКМ В-762 
получен фрагмент гена gyrB длиной 801 п. н. 
Филогенетический анализ показал высокий 
процент сходства (98,88%) с  типовым штам-
мом подвида B. subtilis subsp. inaquosorum 
Rooney et al. 2009, с типовыми штаммами под-
видов B.  subtilis subsp. spizizenii Nakamura et al. 
1999 и B. subtilis subsp. subtilis (Ehrenberg 1835) 
Nakamura et al. 1999 уровень сходства соста-
вил 96,0% и 94,51%, соответственно.

Идентифицировать микроорганизмы на 
уровне вида и  подвида позволяет также ме-
тод мат рично-ак тивированной лазерной де-
сорбционно-ионизационной времяпролет-
ной масс-спектро метрии (МАЛДИ-ВП МС) 
бактериальных клеток [5]. Регистрируемые 
пики в  диапазоне масс 2000–20000 m/z соот-
ветствуют в  основном пептидам и  белкам, 
среди которых присутствуют пики специфич-
ные для видов, подвидов, геномогрупп. Мето-
дом МАЛДИ-ВП МС был проведен сравни-

тельный анализ масс-спектров штамма ВКМ 
В-762 и  типовых штаммов видов B. subtilis 
subsp. subtilis ВКМ В-501, B. subtilis subsp. 
inaquosorum ВКМ В-2572 и  B. subtilis subsp. 
spizizenii ВКМ В-2654. В масс-спектрах иссле-
дуемого штамма ВКМ В-762 выявлены инди-
видуальные пики (2197 м*, 2340, 2794, 3282 м, 
4018 м, 4232 м  m/z), количество которых было 
наименьшим среди сравниваемых видов. Наи-
большее отличие среди сравниваемых штам-
мов обнаружено в  масс-спектрах типового 
штамма вида B. subtilis subsp. spizizenii ВКМ 
В-2654 (2575, 3218, 3224, 3417, 3425, 3448, 3496, 
3540, 3676, 3689, 3845, 3865, 4120, 4182 м, 4207, 
4558, 4570, 4579 м, 5013, 5042, 5173, 5631, 6140, 
6837, 6890, 6909, 7271, 7730, 7757, 8985 м, 9114 м, 
10081, 11256, 11579, 12274, 12918  м, 13666 
m/z). (*Примечание: м  – пики малой интен-
сивности). Количество отличительных пиков 
в  масс-спектрах типовых штаммов B. subtilis 
subsp. subtilis и B. subtilis subsp. inaquosorum су-
щественно меньше (14 и 10, соответственно).

Таким образом, результаты филогенети-
ческого анализа фрагмента гена gyrB пока-
зали высокое сходство штамма ВКМ В-762 
с типовым штаммом подвида B. subtilis subsp. 
inaquosorum. Однако МАЛДИ-ВП МС выяв-
лены отличия масс-спектрометров ВКМ В-762 
как с типовым штаммом данного подвида, так 
и с типовым штаммом подвида B. subtilis subsp. 
subtilis. Полученные результаты позволяют 
предположить, что штамм является предста-
вителем нового таксона.
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PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE STRAIN VKM B-762 

CONTAINING UNIQUE TEICHOIC ACID IN THE CELL WALL
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Th e gyrB gene sequence of the strain VKM B-762, distinguished by the presence of unique teichoic 
acid in the cell wall – poly (acylglycosyl polyol phosphate) from all species of the “Bacillus subtilis” group 
was determined. Phylogenetic analysis showed the most similarity to subspecies B. subtilis subsp. inaquo-
sorum. Using MALDI-TOF MS a comparative study of the strain VKM B-762 and the type strains of the 
close subspecies B. subtilis subsp. inaquosorum, B. subtilis subsp. subtilis and B. subtilis subsp. spizizenii re-
vealed in the mass spectra the presence of the individual peaks that make the strains diff erent. Th e results 
obtained allow for assuming that the strain VKM B-762 is a representative of a new taxon.

Актуальность и цель работы. Таксономиче-
ский состав микробного сообщества почвы яв-
ляется важным показателем ее экологического 
состояния и функционирования. Применение 
в почвенной экологии методов молекулярного 
анализа позволило обойти некоторые огра-
ничения традиционных методик, связанных 
с культивированием бактерий [1].

Цель исследования: изучить структуру 
микробного сообщества почв разной антро-
погенной нагрузки с  помощью молекулярно-
генетических методов.

Материалы и  методы. В  анализ были взя-
ты образцы почв естественной среды (n=8) 
и  антропогенно-загрязненные (n=6). Общее 
количество различных групп бактерий в  ис-
следуемых почвах определяли путем прямого 
высева на селективные агаризованные среды.

Метагеномную ДНК выделяли согласно на-
учно-методическим рекомендациям [2]. По-
лимеразную цепную реакцию в реальном вре-
мени (ПЦР РВ) проводили в  присутствии 
красителя SYBR Green I (Синтол, Москва) со-
гласно протоколу производителя. Для анализа 
структуры почвенных сообществ использова-
ли праймеры к гену универсальной 16S рРНК 
для Eubacteria и  основных филогенетических 
групп бактерий: Acidobacteria, Actinobacteria, α- 
и β-Proteobaсteria [3]. Для детекции гена nha, ко-
дирующего α-субъединицу железосодержащей 
нитрилгидратазы, применяли праймеры FE-F 
(ttggtacccgacggttacgt) / FE-R (cgcgccttggactgaagt) 
для родококков и nhpA-F (tcaagagcaaggaactcatc)  / 
nhpA-R (ttccgtccttgagcagcagc) для псевдомо-
над как представителей грамположительной 
и  грамотрицательной микробиоты в  почве. 

ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРЫ МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА 

ПОЧВ С РАЗНОЙ АНТРОПОГЕННОЙ НАГРУЗКОЙ

 Максимова А. В.,  Позюмко Э. Н.,  Кузнецова М. В.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, 
Пермь, Россия

Показано, что за исключением β-Proteobacteria, представителей всех фил было больше 
в почвах естественной среды, по сравнению с почвами с антропогенной нагрузкой, одна-
ко разница была статистически незначима. При изучении in vitro влияния акрилонитрила 
на структуру почвенного сообщества наиболее значимые изменения отмечены на уровне 
семейств, тогда как все филы, за исключением Armatimonadetes и Candidate Division WPS-1 
и WPS-2, сохранились.

Ключевые слова: почвенные бактерии, таксономический состав, ПЦР в реальном вре-
мени, метагеномный анализ.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Экология и генетика микроорганизмов596

Обработку результатов проводили с  исполь-
зованием программного обеспечения Bio-Rad 
CFX Manager 2,1. Количество продукта ампли-
фикации рассчитывали по  формуле N=240-Ct 
с учетом разведения, где N – число копий гена, 
вступивших в  реакцию, Ct  – значение поро-
гового цикла. Результат ПЦР РВ выражали 
в виде числа копий гена на грамм почвы. Мета-
геномное секвенирование фрагмента гена 16S 
рРНК проводили на  пиросеквенаторе Roche 
GS Junior (США) совместно с Институтом об-
щей генетики им.  Н. И. Вавилова, г. Москва. 
Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием компьютерных программ 
Microsoft  Offi  ce XP Excel и «Statistica 5».

Результаты. Установлено, что количество 
гетеротрофных сапрофитных микроорганиз-
мов варьировало от  2,67×106 клеток/г сухой 
дерново-луговой почвы с пониженным увлаж-
нением до 2,17×1010 клеток/г сухой степной по-
чвы и статистически значимо не различалось 
в  двух массивах (p=0,428). Отмечено более 
высокое содержание грамположительных бак-
терий в  антропогенно-загрязненных почвах 
(р=0,037). Количество нитрилутилизирую-
щих бактерий колебалось от 1,00×105 клеток/г 
сухой дерново-луговой почвы с  понижен-
ным увлажнением до 7,50×107 клеток/г сухой 
техногенно-засоленной почвы. Методом ПЦР 
РВ выявлено, что среди рассмотренных фило-
генетических групп бактерий доминирующи-
ми оказались Acidobacteria и  α-Proteobaсteria. 
Показано, что за исключением β-Proteobacteria, 
представителей всех фил было больше в почвах 
естественной среды, по  сравнению с  почвами 
с антропогенной нагрузкой. Средние значения 
содержания этих бактерий в двух группах от-
личались на  порядок, однако разница была 
статистически незначима (р>0,05 по  M-U те-
сту). Оказалось, что общее содержание бак-
терий по ПЦР РВ было выше, чем при высеве 
почвенной суспензии на плотные питательные 
среды (р=0,005), а содержание нитрилутилизи-
рующих прокариот  – ниже (р=0,014). При со-
поставлении данных числа бактерий по  двум 
методам наблюдалась умеренная корреляцион-
ная зависимость (r=0,65; р=0,05). В то же вре-
мя, связь отсутствовала между показателями, 
характеризующими число нитрилутилизирую-
щих микроорганизмов (r=0,21). Данный факт 
вполне ожидаем вследствие того, что проду-
центы нитрилгидратаз распространены среди 
различных видов бактерий.

Интересным представлялось проанализи-
ровать in vitro изменение микробного состава 
подзолистой почвы естественной среды при ее 
искусственном загрязнении акрилонитрилом 
(АкН). В  результате метагеномного анализа 
исходной пробы обнаружено 6009 последо-
вательностей гена 16S рРНК, принадлежа-
щих домену Bacteria. Спустя 3 месяца, после 
4-х кратного внесения АкН в  концентрации 
200  мг/кг почвы (100 ПДК) детектировали 
6615 последовательностей, а в концентрации 
2000 мг/кг почвы (1000 ПДК) – 3213. Анализ 
таксономической структуры микробиома ис-
ходной почвы на уровне домена выявил при-
сутствие 14 бактериальных фил: Proteobac-
teria, Bacteroidetes, Acidobacteria, Nitrospirae, 
Actinobacteria, Firmicutes, Armatimonadetes, 
Parcubacteria, Chlorofl exi, Gemmatimonadetes, 
Planctomycetes, Candidatus Saccharibacteria, 
candidate division WPS-1 и  WPS-2. Положе-
ние доминирующих групп бактерий занима-
ли представители фил Proteobacteria (36,88%), 
Bacteroidetes (23,78%), Acidobacteria (13,03%) 
и  Actinobacteria (3,20%). Таксономическую 
принадлежность значительной части по-
следовательностей установить не  удалось, 
что обусловлено неполнотой имеющихся 
баз данных и  характерно для метагеномных 
исследований. После многократного внесе-
ния в почву АкН в концентрации 100 и 1000 
ПДК все представленные филы сохранились, 
за  исключением Armatimonadetes, candidate 
division WPS-1 и WPS-2. Наиболее значимые 
изменения бактериальной микрофлоры за-
грязненных образцов по  отношению к  кон-
тролю отмечены в  группе протеобактерий, 
при этом различий на уровне классов не вы-
явлено. Так, в исходной почве обнаружено 15 
семейств α-Proteobacteria, а после трех меся-
цев эксперимента их количество сократилось 
до 8. Чувствительными к АкН оказались та-
кие семейства как Rhizobiaceae, Beijerinckiace-
ae, Rhodobiaceae, Rickettsiaceae и  ряд других. 
В  классе β-Proteobacteria изменения носи-
ли только численный характер: в  опытных 
вариантах увеличилось представительство 
бактерий семейства Burkholderiaceae. Среди 
γ-Proteobacteria необходимо отметить устой-
чивость к  нитрильному загрязнению бак-
терий семейства Pseudomonadaceae, относи-
тельное содержание которых даже несколько 
увеличилось, и чувствительность Enterobacte-
riaceae, которые практически не детектирова-
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лись в варианте 1000 ПДК. Среди грамотри-
цательных бактерий также следует указать 
прирост числа Bacteroidia при концентрации 
нитрила 100 ПДК и  снижение разнообразия 
Acidobacteria с 13 классов до 8–9 в вариантах 
100 и 1000 ПДК. Внесение 200 мг/кг токсикан-
та способствовало увеличению разнообразия 
Clostridia из  филы Firmicutes до  10 семейств, 
тогда как в варианте 1000 ПДК детектирова-
ли только 2. Возможно, последняя концен-
трация нитрила является токсичной даже 
для спор бактерий. В опытных образцах так-
же повысилось относительное содержание 
актинобактерий (от 3,2% в контроле до 12,4% 
в варианте 1000 ПДК), причем наиболее зна-
чимые количественные изменения произош-
ли в семействе Nocardiaceae, что еще раз под-
тверждает их исключительную способность 
приспосабливаться к  действию различного 
рода внешних факторов.

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о высоком адаптивном потенциале 
почвенной микробиоты. Применение двух до-
полняющих друг друга молекулярных методов 
позволяет решать разные задачи: оценивать 
в почвах количественное содержание различ-
ных филогенетических групп бактерий и про-
водить глубокий качественный анализ состава 
почвенного сообщества.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
13-04-96050.
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STUDY OF MICROBIAL COMMUNITY STRUCTURE 

FROM SOILS WITH DIFFERENT ANTHROPOGENIC LOADS

Maksimova A. V., Pozyumko E. N., Kuznetsova M. V.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS, Perm, Russia

It is shown that with the exception of β-Proteobacteria, representatives of all phyla were more abun-
dant in soils of natural environment, as compared with soils with anthropogenic loads, but the diff erence 
was not statistically signifi cant. Most changes within in vitro experimental study of the acrylonitrile eff ect 
on the soil community structure were detected at the family level, whereas all of the phyla except Armati-
monadetes and Candidate Division WPS-1 and WPS-2 remained unchanged.
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Актуальность и  цель работы. Успешное 
применение микроорганизмов и  фермент-
ных препаратов из  них в  биокаталитических 
технологиях зависит от  свойств ферментов: 
скорости гидролиза субстрата, pH  и темпера-
турного оптимумов активности ферментов, 
субстратной избирательности, оптимального 
состава рабочей среды. Различные фермен-
ты существенно различаются по  этим свой-
ствам, что помогает оценить перспективы ис-
пользования продуцентов. Поэтому селекция 
и изучение бактерий – активных продуцентов 
амидаз является актуальным направлением 
микробиологических исследований [1].

Цель данной работы – изучение биоразно-
образия микроорганизмов дерново-луговой 
тяжелосуглинистой почвы Пермского края 
и  исследование изолятов, активно метабо-
лизирующих амиды и  нитрилы карбоновых 
кислот.

Материалы и  методы. Материалом для 
выделения метагеномной ДНК и  микроор-
ганизмов служили образцы естественных 
дерново-луговых тяжелосуглинистых почв 
Пермского края. Анализ разнообразия и так-
сономического состава эубактерий проводили 
с  использованием метода пиросеквенирова-

ния. Метагеномную ДНК из образцов выделя-
ли с  помощью набора Diatom DNA Prep 200, 
с применением ферментативного лизиса. ПЦР 
проводили набором Tersus PCR kit (Eurogen, 
Россия). Метагеномное секвенирование фраг-
мента гена 16S рРНК проводили на пиросек-
венаторе Roche GS Junior (США) совместно 
с  коллегами из  Института общей генетики 
им. Н. И. Вавилова, г. Москва. Полученные по-
следовательности были идентифицированы 
путем сравнения с поcледовательностями базы 
данных Ribosomal Database Project (RDP).

Активные изоляты выделяли методами 
накопительной культуры и  прямого высева 
на минеральной среде N с добавлением ами-
дов и нитрилов в качестве единственных ис-
точников углерода и  азота. Идентификацию 
бактерий проводили методами полифазной 
таксономии с  использованием диагностиче-
ских ключей Определителя бактерий Берджи 
и  руководств  [2, 3]. Активность ферментов 
метаболизма амидов и нитрилов определяли 
с помощью газовой хроматографии на приборе 
GC-10, Shimadzu и ВЭЖХ (LC-10, Shimadzu).

Препараты хромосомной ДНК бактерий 
получали фенольным методом. ПЦР-анализ 
генов амидаз и  нитрилгидратаз проводили 

МЕТАГЕНОМНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

МИКРОЦЕНОЗОВ СУГЛИНИСТЫХ ПОЧВ ПЕРМСКОГО КРАЯ 

И ВСТРЕЧАЕМОСТЬ В НИХ ЭУБАКТЕРИЙ, ОБЛАДАЮЩИХ 

ВЫСОКОЙ АМИДАЗНОЙ АКТИВНОСТЬЮ

 Позюмко Э. Н.1,2,  Луговская Н. П.2,  Павлова Ю. А.1,2, 

 Максимов А. Ю.1,2
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университет, Пермь, Россия

В результате метагеномных исследований обнаружено, что наибольшую долю микробио-
ты дерново-луговой почвы составляют представители филы Proteobacteria – 53,73%, также 
значительное количество было представлено филами Bacteroidetes (17,51%) и Actinobacteria 
(6,24%). Показано, что бактерии, трансформирующие амиды и  нитрилы, обнаружены 
во всех исследованных почвах в количестве 105-108 КОЕ/г по сухому весу. Наибольшее ко-
личество изолятов, способных к росту на простых солевых средах, составляли представи-
тели родов Rhodococcus и Pseudomonas.

Ключевые слова: почвенные бактерии, штамм, таксономический состав, полимеразная 
цепная реакция, метагеномный анализ.
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с  праймерами, специфичными к  известным 
последовательностям гомологов, приведен-
ным в базе данных GenBank.

Статистическую обработку данных прово-
дили с  использованием компьютерных про-
грамм Microsoft  Offi  ce XP Excel и «Statistica 5».

Результаты. Проведен скрининг микро-
флоры образцов естественной дерново-луго-
вой тяжелосуглинистой почвы с повышенным 
увлажнением на суглинистой основе, отобран-
ной в  Нытвенском и  Краснокамском районах 
Пермского края. Обнаружено, что наибольшую 
долю микробиоты дерново-лу говой почвы со-
ставляют представители филы Proteobacteria – 
53,73%, также значительное количество было 
представлено филами Bacteroidetes (17,51%) 
и  Actinobacteria (6,24%). Выявленное соотно-
шение фил имеет сходство с  метагеномным 
профилем образцов дерново-подзолистой 
почвы Тверской области, однако в  послед-
нем значительно большим количеством были 
представлены актинобактерии [4]. Из общего 
количества протеобактерий 49,49% составля-
ли представители класса альфа-протеобак-
терий, 21,34% – гамма-, 11,9% – бета- и 3, 07% – 
эпсилон-протеобактерии.

Данные метагеномного анализа расходят-
ся с  соотношением количеств культивируе-
мых бактерий в  почвенной среде: в  частно-
сти, в  период низкого уровня увлажнения, 
актинобактерии составляли до  19% изоля-
тов, а по данным метагеномики доля их ДНК 
в 3 раза меньше. Такие расхождения связаны 
с тем, что метагеномный анализ отражает всё 
разнообразие ДНК, представленных в почве, 
включая генетический материал нежизнеспо-
собных, некультивируемых и  лизированных 
клеток.

Исследовано биологическое разнообразие 
бактерий дерново-луговой тяжелосуглини-
стой лесной почвы, способных активно мета-
болизировать амиды и  нитрилы карбоновых 
кислот. Показано, что исследуемые почвы со-
держат значительное количество бактерий, 
трансформирующих производные карбоновых 
кислот. Наибольшее их содержание отмечено 
в  верхних горизонтах почв и  в  ризосферной 
зоне растений. Вероятно, это связано с мета-
болической активностью растений, в экссуда-
те корней которых содержатся амидные и ни-
трильные соединения. Меньшая численность 
деструкторов наблюдалась в  нижележащих 
слоях. Бактерии, трансформирующие амиды 

и  нитрилы, обнаружены во  всех исследован-
ных почвах в количестве 105-108 КОЕ/г сухой 
почвы.

Установлено, что изолированные культуры 
образуют симбиотические сообщества, труд-
но разделяемые, способные во  взаимодей-
ствии активно метаболизировать нитрилы. 
При прямом высеве из почвенного экстракта 
на  селективную среду такие сообщества, со-
стоящие из 2–5 культур разных видов, росли 
в виде гомогенных, либо различающихся в пе-
риферической части колоний. Существование 
таких сообществ характерно для почвенных 
изолятов [5]. Такие ассоциации, составлявшие 
до 9% колоний, как правило, сохранялись при 
пересеве на минимальную среду, но легко раз-
делялись на среде LB.

Большая часть высеваемых микроорганиз-
мов относится к  бактериям родов Arthrobac-
ter, Acidovorax, Azomonas, Bacillus, Rhodococcus, 
Pseudomonas и др. В сравнении с другими ти-
пами почв, в образцах дерново-луговой почвы 
было обнаружено наибольшее количество ак-
тивных изолятов. Установлено, что среди бак-
терий, растущих на  простых солевых средах 
и проявляющих высокую гидролитическую ак-
тивность по отношению к амидам и нитрилам, 
29% принадлежали к роду Rhodococcus (из них 
15% – представители R. erythropolis; 7% – R.  ru-
ber; 5%  – R. rhodochrous, 2%  – R. luteus), 12% 
относились к  другим родам актинобактерий 
и 4% к видам других грамположительных бак-
терий. Также в значительном количестве были 
представлены бактерии рода Pseudomonas sp. – 
20% (в т. ч., 9% – P. fl uorescens, 6% – P. putida), 
а 19% – другие протеобактерии.

Работа выполнена в  рамках Государ-
ственного задания на  выполнение научно-
исследовательской работы № 6.2635.2014/K.
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METAGENOMIC CHARACTERIZATION OF LOAMY SOIL 

MICROBIOCENOSIS IN PERM TERRITORY CONTAINING 

THE EUBACTERIA WITH HIGH AMIDASE ACTIVITY

Pozyumko E. N.1,2, Lugovskaya N. P.2, Pavlova Y. A.1,2, Maksimov A. Yu.1,2

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS Perm, Russia

It was found that the largest proportion of the microbiota sod-meadow soils comprised the representa-
tives of the phylum Proteobacteria – 53.73%, a considerable amount was represented by phyla Bacteroidetes 
(17.51%) and Actinobacteria (6.24%). It was shown that the bacteria transforming amides and nitriles were 
found in all soils studied in an amount of 105-108 CFU/g dry weight. Th e greatest number of isolates capable of 
growing on simple saline media belonged to the members of the genera Rhodococcus and Pseudomonas.

Актуальность и  цель работы. На  террито-
рии Пермского края при промышленной до-
быче и  переработке солей Верхнекамского 
месторождения (ВКМ) на  поверхности скла-
дируются отходы производства в  шламохра-
нилищах и  галитовых отвалах, содержание 
хлорида натрия в  которых составляет более 
90% [1]. Растворение материала отходов и вы-
нос солей приводит к  засолению прилегаю-
щей к ним территории, формируя условия для 
выживания галофильных бактерий. Данные 
бактерии перспективны для биотехнологи-
ческих целей, а также в создании препаратов 
для биоремедиации засоленных почв и  сто-
ков. Применение современных молекулярно-
генетических методов исследования позволяет 
достоверно определить систематическое поло-
жение выделенных бактерий, обнаружить но-
вые формы микроорганизмов экстремальных 
местообитаний.

Цель работы – изучение таксономического 
разнообразия галофильных бактерий в высо-
коминерализованных отходах калийного про-
изводства (г. Соликамск, Пермский край).

Материалы и  методы. Для исследования 
из  района разработок ВКМ были отобраны 
образцы: соляная корка рассолосборника, 
донные отложения стока рассолосборника, 
галитовые отходы. Пробы отбирали с  участ-
ков в непосредственной близости от солеотва-
ла СКПРУ-2 предприятия ПАО «Уралкалий» 
(г. Соликамск, Пермский край).

Отбор, пробоподготовку и  микробиоло-
гический анализ проводили общепринятыми 
методами [2]. Определение содержания ка-
тионов Na+ и  К+ проводили как описано [3]. 
Выделение бактерий проводили методом на-
копительного культивирования на  агаризо-
ванной модифицированной среде ATCC 213 
«Halobacterium medium» следующего соста-

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ БАКТЕРИЙ 

ВЫСОКОМИНЕРАЛИЗОВАННЫХ ЭКОТОПОВ РАЙОНА 

СОЛЕРАЗРАБОТОК (Г. СОЛИКАМСК, ПЕРМСКИЙ КРАЙ)

 Пьянкова А. А.,  Корсакова Е. С.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

В высокоминерализованных образцах района промышленных солеразработок (г. Со-
ликамск, Пермский край) выявлено разнообразие галофильных бактерий различных 
филогенетических групп. Значительный массив прокариот представлен галофильными 
бактериями семейства Halomonadaceae (роды Chromohalobacter, Halomonas). Также в ис-
следуемых образцах обнаружены бактерии семейства Idiomarinaceae (род Idiomarina) и се-
мейства Bacillaceae (род Bacillus). Выявлены бактерии, являющиеся потенциальными пред-
ставителями новых таксонов.

Ключевые слова: ген 16S рРНК, галофильные бактерии, филогенетическое разноо-
бразие.
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ва (г/л): NaCl  – 200,0, MgSO4 х 7H2O  – 10,0, 
KCl – 5,0, CaCl2 х 6H2O – 0,2, дрожжевой экс-
тракт («Difco», США) – 10,0, триптон («Fluka», 
США) – 2,5 (www.atcc.org/~/media/2DB3DC35
3ECE44A6BDB7CA5965614347.ashx).

Филогенетический анализ полученных изо-
лятов был основан на  определении нуклео-
тидных последовательностей гена 16S рРНК 
с  применением набора реактивов Big Dye 
Terminator Cycle Sequencing Kit на  автомати-
ческом секвенаторе Genetic Analyser 3500XL 
(«Applied Biosystems», США). Полученные ну-
клеотидные последовательности длиной око-
ло 800 п. н. были проанализированы с исполь-
зованием программ CLUSTAL W, Sequence 
Scanner v1.0. Поиск гомологичных последова-
тельностей проводили в базе данных EzTaxon 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon).

Результаты. Сравнительный анализ ну-
клеотидных последовательностей 16S рДНК 
показал, что выделенные штаммы филогене-
тически близки к  бактериям 2 классов: Gam-
maproteobacteria (роды Chromohalobacter, Halo-
monas, Idiomarina) и Bacilli (род Bacillus).

Наибольшее видовое разнообразие бакте-
рий наблюдалось в  донных отложениях сто-
ка рассолосборника на расстоянии 5 м от со-
леотвала. Суммарная концентрация Na+ и  K+ 
составляла 65076  мг/кг образца. В  донных 
отложениях выявлены бактерии семейства 
Idiomarinaceae (род Idiomarina) и  семейства 
Halomonadaceae (род Halomonas), которые, как 
известно, устойчивы к  экстремальным усло-
виям существования [3]. Также обнаружены 
изоляты, имеющие значительное генетиче-
ское расстояние (уровень сходства по гену 16S 
рРНК составляет 97,45-98,52%) от  штаммов 
узаконенных видов рода Halomonas. Таким 
образом, можно предположить, что ряд выде-
ленных штаммов рода Halomonas могут пред-
ставлять новые виды.

В образцах донных отложений стока рас-
солосборника на расстоянии 2 м от солеотвала 
и соляной корки рассолосборника обнаружены 
бактерии филогенетически близкие к  предста-
вителям семейства Halomonadaceae. Повышен-
ный уровень минерализации среды (суммарная 
концентрация Na+ и  K+ составляла от  186205 
до 207901 мг/кг образца) обуславливает наличие 
галофильных бактерий, представителей рода 
Chromohalobacter. Из галитовых отходов с сум-
марной концентрацией Na+ и  K+ 222831  мг/ кг 
образца выделены галофильные бактерии се-
мейства Bacillaceae (род Bacillus). Из образцов 
донных отложений стока рассолосборника 
на  расстоянии 5  м от  солеотвала и  галитовых 
отходов также выделены бактерии, имеющие 
низкий уровень сходства по  гену 16S рРНК 
(92,21-92,39%) со  штаммом узаконенного вида 
Tuberibacillus calidus (класс Bacilli), поэтому мож-
но предположить, что данные культуры пред-
ставляют собой новые таксономические едини-
цы, требующие более подробного изучения.

Таким образом, в  настоящей работе полу-
чены новые данные по  филогенетическому 
разнообразию культивируемых галофильных 
бактерий из  высокоминерализованных об-
разцов района солеразработок ВКМ (г. Соли-
камск, Пермский край). Выявлены бактерии, 
являющиеся потенциальными представителя-
ми новых таксонов.

Работа поддержана грантом РФФИ-Урал 
№ 13-04-96048 р_урал_а.
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PHYLOGENETIC DIVERSITY OF BACTERIA FROM HIGHLY SALINIZED 

ECOTOPES OF SALT MINING REGION (SOLIKAMSK, PERM KRAI)

Pyankova A. A., Korsakova Е. S.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS, Perm, Russia

In highly salinized samples from the industrial salt-mining sites (Solikamsk, Perm Krai) there was re-
vealed a diversity of halophilic bacteria of diff erent phylogenetic groups. A signifi cant number of prokaryotes 
were represented by halophilic bacteria of the family Halomonadaceae (genera Chromohalobacter, Halomo-
nas). In addition, bacteria of the family Idiomarinaceae (genus Idiomarina) and family Bacillaceae (genus 
Bacillus) were identifi ed in the samples. A proportion of the isolates may represent new taxonomic units.
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Актуальность и цель работы. Известно, что 
Y. pseudotuberculosis является факультативным 
внутриклеточным паразитом и характеризует-
ся высоким адаптационным потенциалом  [1]. 
Эти микроорганизмы выделены от  людей, 
многих видов экто- и эндотермных животных, 
в том числе диких грызунов, из растений, объ-
ектов внешней среды (почва, вода), из продук-
тов питания. Патогенность Y. pseudotuberculo-
sis является полидетерминантным признаком, 
который обеспечивает бактерии способность 
вызывать инфекционный процесс, проникая 
в  организм. К  настоящему времени извест-
но, что Y. pseudotuberculosis продуцирует раз-
ные токсины, кодируемые генами хромосомы 
и плазмиды вирулентности [2].

Одним из  этих токсинов является цитоток-
сический некротизирующий фактор (cytotoxic 
necrotizing factor  – CNF), белок мол. массой 
110-115 кДа [3]. Этот токсин принадлежит 
к  уникальной группе крупных цитотоксинов, 
модифицирующих Rho-белки, которые явля-
ются регуляторами актинового цитоскелета 
клетки и активируют белки RhoA, путем деза-
минирования Gln63. Сведения о молекулярно-
ге нетической характеристике этого токсина 
в штаммах Y. pseudotuberculosis, циркулирующих 
в Российской Федерации, нами не обнаружены.

Цель исследования: представить моле-
кулярно-генетическую характеристику ци-

тотоксического некротизирующего фактора 
Y. pseudotuberculosis в  штаммах, изолирован-
ных в России.

Материалы и  методы. В  работе изучено 
80 штаммов Y. pseudotuberculosis, выделенных 
от больных людей, грызунов и овощей в Рос-
сийской Федерации (Дальний Восток, Сибирь, 
Европейская часть РФ) в 1973–2014 годах.

Ген cnf был амплифицирован, в  присут-
ствии Tag-полимеразы. Для исследования 
функционально-значимой области фрагмен-
та гена cnf были использованы праймеры:
5 ` - G C AG G TG G G AG C A AC A A AG AT- 3 ` 
и  3`-ACGGCGAACTTGATAATTGCTT-5` [3]. 
ПЦР проводили в  термоциклере «Терцик» 
(«ДНК-технология», Россия) по  следующей 
программе: денатурация 1 цикл 95°С  – 2мин 
30 сек, затем отжиг 25 циклов: 95°С – 40 сек, 
56°С  – 30 сек, 72°С  – 2 мин и  синтез 1 цикл 
72°С – 7 минут 40 сек. Полученные амплико-
ны анализировали методом горизонтального 
электрофореза в 1% геле агарозы, содержащем 
бромистый этидий.

Далее проводили секвенирование гена 
cnf штаммов, представителей обоих алле-
лей, в  Центре коллективного пользования 
«Геном» с подобранными в программе Oligo 
7 Demo олигонуклеотидными праймерами: 
5`-GTTGCAAACTTTCCGTCCCCA-3` в пози-
ции 49, 3`-ACGGCGAACTTGATAATTGCTT-5` 

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО НЕКРОТИЗИРУЮЩЕГО ФАКТОРА 

YERSINIA PSEUDOTUBERCULOSISYERSINIA PSEUDOTUBERCULOSIS

 Псарева Е. К.¹,  Собянин К. А.2,  Ермолаева С. А.², 

 Тимченко Н. Ф.¹

¹НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Г. П. Сомова, Владивосток; 
²ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, Россия

Цитотоксический некротизирующий фактор (CNF) является одним из токсинов Yersinia 
pseudotuberculosis, модифицирующих семейство Rho-белков. В  настоящей работе пред-
ставлены данные об  обнаружении у  Y. pseudotuberculosis, возбудителя дальневосточной 
скарлатиноподобной лихорадки, 2 аллелей гена cnf и дана молекулярно-генетическая ха-
рактеристика этого гена в штаммах, изолированных в Российской Федерации от больных, 
грызунов и из объектов внешней среды в 1973–2014 годах.

Ключевые слова: Yersinia pseudotuberculosis, ген, цитотоксический некротизирующий 
фактор.
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THE MOLECULAR-GENETIC CHARACTERISATION 

OF CYTOTOXIC NECROTIZING FACTOR 

OF YERSINIA PSEUDOTUBERCULOSISYERSINIA PSEUDOTUBERCULOSIS

Psareva E. K.1, Sobyanin K. А.2, Ermolaeva S. A.2, 

Timchenko N. F.1

1Somov Institute of Epidemiology and Microbiology, Vladivostok; 2Gamaleya Institute 
of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russia

Th e cytotoxic necrotizing factor (CNF) of Yersinia pseudotuberculosis belongs to a family of protein 
toxins that constitutively activate small GTPases of the Rho family. Th is work presents 2 allele of cnf of 
the strains that were isolated from the stool of patients with clinical signs of Far East scarlet–like fever, 
from the vegetables and from the rodents. All strains were isolated in Russia (Siberia, Far East, Europe) in 
1973-2014 and their molecular genetic characteristics are presented.

в  позиции 3118, из  последовательности cnf, 
штамма YPIII, представленного в  базе дан-
ных GenBank [3]. Результаты секвенирования 
анализировали программой «Chromas». Мно-
жественное выравнивание последователь-
ностей осуществляли с помощью программы 
«ClustalХ 2.1»

Результаты. Ранее, при исследовании ва-
риабельности 3’-концевой области гена cnf, 
кодирующего Rho-связывающий домен ци-
тотоксического некротизирующего фактора 
Y. pseudotuberculosis, было выявлено два ал-
леля. Аллель 1 значительно преобладал и со-
ставил 99,2%. В  названной области гена cnf 
обнаружена делеция размером 945 п. н., кото-
рая включала весь Rho – связывающий домен. 
Также обнаружено наличие второй делеции 
размером 300 п. н., находящейся вне функци-
онально-значимой области cnf гена Y. pseudo-
tuberculosis [4].

Определение полной последовательности 
гена cnf 1 аллеля из штамма Y. pseudotuberculo-
sis, изолированного от больного, показало, что 
он содержит 2 делетированные области, ука-
занные ранее, а также существенные замены, 
одна из которых – Т 355G приводит к образо-
ванию стоп-кодона.

Аллель 2 гена cnf был обнаружен лишь 
у одного штамма Y. pseudotuberculosis (0,8%), вы-
деленного из внешней среды. Cеквенирование 
амплифицированного гена cnf этого штамма 
показало, что он является полноразмерным, 
идентичным на  99,9% гену cnf Y. pseudotuber-
culosis, штамма YPIII, представленному в базе 
данных GenBank, и содержит 3 точечные му-
тации: A578G, A914G, G1183A, в результате кото-

рых в  последовательности белка произошли 
аминокислотные замены Asn192Ser, Glu304Gly, 
Ala394Th r [5].

В результате исследований получена мо-
лекулярно-генетическая характеристика ци-
тотоксического некротизирующего фактора 
штаммов Y. pseudotuberculosis, изолированных 
в РФ. Информация об аллелях гена cnf Y. pseu-
dotuberculosis зарегистрирована в базе данных 
GenBank. KR028010-KR028011.

Установлено, что 99,2% штаммов имели 
1 аллель гена cnf Y. pseudotuberculosis, содер-
жащие 2 делетированные области и  суще-
ственные замены, одна из  которых  – Т 355G 
приводит к образованию стоп-кодона. Полно-
ценный ген cnf обнаружен лишь у  1 штамма 
(0,8%), выделенного из внешней среды. В свя-
зи с полученными данными, остается откры-
тым вопрос о роли CNF токсина в патогенно-
сти Y.pseudotuberculosis.
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Актуальность и цель работы. Сохранение 
окружающей среды и  восстановление уже 
загрязненных территорий является одним 
из  приоритетных направлений в  настоящее 
время. Производство и широкое применение 
в  течение длительного времени соединений 
хлорорганического ряда привело к  загряз-
нению ими обширных территорий. В  связи 
с  этим, а  также из-за высокой токсичности 
соединений данного класса для живых орга-
низмов, мировым сообществом принят ряд 
документов направленных на  очистку окру-
жающей среды. Одним из  таких документов 
является ратифицированная в  176 странах, 
в  том числе в  РФ, Стокгольмская конвенция 
об  уничтожении Стойких органических за-
грязнителей (СОЗ) [1, 2].

Реализация положений данной конвенции 
предполагает оценку уровня опасности почв, 
загрязненности соединениями группы СОЗ, 
разработку технологий по уничтожению СОЗ 
и  технологий по  ремедиации загрязненных 
объектов. Одними из  основных показателей 
возможности восстановления почвы являют-
ся уровень ее токсичности, а также микробное 
разнообразие.

Цель работы  – проанализировать состоя-
ние почвы, более 40 лет загрязненной соеди-

нениями группы «Стойкие органические за-
грязнители», и  дать оценку перспективности 
ее ремедиации.

Материалы и методы. Образцы почв отобра-
ны с территории ООПТ «Осинская лесная дача» 
в точках 57°17’16,861”N 55°09’0,13”E (квартал 32, 
выдел 9), 57°17’25,994”N 55°08’21,998”E (квар-
тал 32, выдел 11), 57°18’33,733”N 55°10’39,343”E 
(квартал 11, выдел 1). В  период 1968–1970 гг. 
данная территория была обработана инсек-
тицидными препаратами хлорорганического 
ряда марок «Гексохлоран» и «ДДТ».

Пробоотбор осуществлен в  соответствии 
с  государственной нормативной документа-
цией (ГОСТ 12071-2000, ГОСТ 17.4.3.01-83, 
ПНД Ф 12.1:2:2.2:.3.2–03). Все образцы ото-
браны по  методу «конверта» с  соблюдением 
правил асептики в радиусе 100 м от указанной 
точки. Для дальнейшего анализа брали усред-
ненную пробу.

Уровень токсичности образцов почв опре-
деляли элюатными методами биотестиро-
вания по  методикам, зарегистрированным 
в реестре природоохранной нормативной до-
кументации (ПНД Ф 14.1:2:4.16-09 16.1:2.3.3.
14-09; ФР.1.31.2012.12372; ФР.1.39.2007.03222; 
ПНД Ф Т 14.1:2:3:4.10-04 Т 16.1:2.3:3.7–04), ре-
комендованным для целей государственного 

МИКРОБНО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 

ПОЧВЫ, ДЛИТЕЛЬНОЕ ВРЕМЯ ЗАГРЯЗНЕННОЙ 

ХЛОРОРГАНИЧЕСКИМИ ПОЛЛЮТАНТАМИ

 Пьянкова А. А.1,  Андреев Д. Н.2,  Егорова Д. О.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 
2Пермский государственный национальный исследовательский 

университет, Пермь, Россия

Изучен уровень токсичности и микробного разнообразия образцов почв кварталов 11 
и 32 ООПТ «Осинская лесная дача», в которых длительное время (более 40 лет) присут-
ствуют хлорорганические вещества группы «Стойкие органические загрязнители». По-
казано, что водные вытяжки исследуемых почв оказывают среднетоксическое действие 
на Сhlorella vulgaris Beijer. Для Daphnia magna Straus установлено острое токсическое дей-
ствие образцов квартала 11, и отсутствие токсического воздействия образцов квартала 32. 
Все почвенные образцы характеризуются высоким уровнем микробного разнообразия. 
При этом из 30 описанных морфотипов только 3 присутствуют во всех почвенных образ-
цах. Показано, что данные морфотипы различаются и на генетическим уровне.

Ключевые слова: СОЗ, штаммы, токсичность, почва.
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экологического контроля с  использованием 
тест-объектов различных таксономических 
групп (Сhlorella vulgaris Beijer, Daphnia magna 
Straus).

Острое токсическое действие исследуе-
мых водных вытяжек из  почвенных образ-
цов на  дафний определяли по  их смертности 
за  определенный период экспозиции. Крите-
рием острой токсичности служила гибель 50% 
и более дафний за 48 часов в исследуемой пробе 
при условии, что в контрольном эксперименте 
все рачки сохраняли свою жизнеспособность.

Маточную культуру дафний выращива-
ли в  Климатостате Р-2 согласно «Методике 
определения токсичности воды и водных вы-
тяжек из почв, осадков сточных вод, отходов 
по  смертности и  изменению плодовитости 
дафний» (ФР.139.2001.00283). Биотестирова-
ние водных вытяжек проводили только на син-
хронизированной культуре дафний (одновоз-
растная культура, полученная от одной самки 
путем ациклического партеногенеза в третьем 
поколении). Учет смертности дафний в опыте 
и  контроле проводили через 1 час и  каждые 
24 часа.

Определение токсичности каждой пробы 
без разбавления и после каждого разбавления 
проводили в трех параллельных сериях. В ка-
честве контроля использовали три параллель-
ные серии с культивационной водой.

Микробное разнообразие изучали с  при-
менением классических микробиологических 
методов (накопительное культивирование, 
рассев до чистых культур, описание морфоло-
гии колоний и клеток), а также генетических 
методов (типирование с  применением REP- 
и BOX-ПЦР).

Результаты. Токсикологический анализ почв 
кварталов 11 и 32, обработанных препаратами 
«Гексохлоран» и  «ДДТ» в  1968–1970 гг., с  при-
менением Сhlorella vulgaris Beijer показал, что 
все образцы среднетоксичны (3 степень из  6 
возможных). Вытяжки из почв проявляют ток-
сическое действие без разбавления и при раз-
бавлении в 3 раза. При дальнейшем разбавле-
нии токсическое действие не наблюдается.

Установлено, что образцы почв квартала 11 
вызывают острую токсическую реакцию тест-
объекта Daphnia magna Straus. При этом сред-
няя летальная концентрация водной вытяжки 
почв данного квартала, вызывающая гибель 

50% и более тест-организмов (ЛКР50-48) соста-
вила 141,25%, а безвредная кратность разбав-
ления водных вытяжек, вызывающую гибель 
не более 10% тест-объектов за 48-часовую экс-
позицию (БКР10-48) – 16,77%. Водные вытяжки 
почв квартала 32 не оказали токсического дей-
ствия на Daphnia magna Straus.

Микробиологический анализ почв показал, 
что в них присутствует значительное количе-
ство штаммов бактерий. В результате рассева 
накопительных культур установлен высокий 
уровень разнообразия бактериальных штам-
мов, описано 30 морфотипов, отличающихся 
морфологией колоний и клеток. Установлено, 
что три морфотипа присутствуют во всех об-
разцах почв:

морфотип 3 – колонии круглые, выпуклые, 
блестящие, не прозрачные, грязно-белые с жел-
тым оттенком, 2-4мм диаметром; 4% от общего 
количества КОЕ в образцах почв квартала 32, 
< 1% – в образцах почв квартала 11.

морфотип 8 – колонии круглые, ровные, ка-
плевидные, матовые, желто-оранжевые, не про-
зрачные, структура мелкозернистая, 1-2  мм 
в  диаметре; 37% от  общего количества КОЕ 
в образцах почв квартала 32, 88% – в образцах 
почв квартала 11;

морфотип 15  – колонии круглые, края 
с концентрическими кругами, в центре коло-
ния шероховатая, к краям гладкая, выпуклая, 
не  прозрачная, бежевая, 7-9мм в  диаметре; 
56% от  общего количества КОЕ в  образцах 
почв квартала 32, 4% – в образцах почв квар-
тала 11.

ДНК-типирование показало, что выделен-
ные морфотипы отличаются друг от  друга 
и на генетическом уровне.

Таким образом, выявленный уровень ток-
сичности почв для растительных и животных 
тест-объектов, а также высокий уровень бак-
териального разнообразия позволяет предпо-
ложить возможность эффективной ремедиа-
ции почв кварталов 11 и 32 ООПТ «Осинская 
лесная дача».

Работа поддержана грантом РФФИ-Урал 
№ 14–04–96021р_урал_а.
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MICROBIAL-TOXICOLOGICAL ANALYSIS OF SOIL CONTINUOUSLY 

POLLUTED BY ORGANOCHLORINE SUBSTANCES
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Th e level of toxicity and microbial diversity of soil samples from quarters 11 and 32 PAs “Osinskaya 
forest cottage”, which for a long time (over 40 years) have been containing the organochlorine group of 
“Persistent organic pollutants” was studied. It was shown that aqueous extracts of investigated soils had 
on the average a toxic eff ect on Сhlorella vulgaris Beijer. For Daphnia magna Straus acute toxic eff ects of 
samples from quarter 11, and the absence of toxic eff ects of samples from quarter 32 was found. All soil 
samples were characterized by high levels of microbial diversity. Of 30, only 3 described morphotypes 
were present in all soil samples. It was shown that these morphotypes diff ered at the genetic level.

Актуальность и цель работы. Современные 
исследования альго-бактериальных сообществ 
обрастаний каменистых субстратов (эпили-
тон) и макрофитов (эпифитон) речных экоси-
стем направлены на  их комплексный анализ, 
включающий изучение функциональной роли 
перифитона, учет численности микроорганиз-
мов методами прямого счета или предельных 
разведений на питательных средах, выделение 
чистых культур, молекулярную in situ детекцию 
прокариот и водорослей [1–4]. Фито- и бакте-
риоперифитону водотоков Камского бассейна, 
в частности в наиболее изученной предгорной 
р.  Сылва, принадлежит ведущее положение 

в  самоочищении и  биопродуктивности, азот-
фиксации и денитрификации [1, 2]. В последние 
десятилетия за рубежом начаты исследования 
разнообразия сообществ эукариот и  прока-
риот в  речных биопленках с  использованием 
молекулярно-генетических методов in situ, по-
зволяющих выявить отдельные клетки без ис-
пользования методов культивирования [3–4].

Цель данной работы  – оценка разнообра-
зия бактерий и водорослей с использованием 
общепринятых в альгологии методов и фило-
генетического анализа нуклеотидных последо-
вательностей 16S рРНК в образцах эпилитона 
р. Сылва.

СОСТАВ АЛЬГО-БАКТЕРИАЛЬНОГО СООБЩЕСТВА 

ЭПИЛИТОНА ПРЕДГОРНОЙ РЕКИ СЫЛВА

 Семейкина П. И.1,  Беляева П. Г.1,  Козяева В. В.2, 

 Кузнецов Б. Б.2,  Саралов А. И.1
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Разнообразие бактерий и водорослей в эпилитоне предгорной р. Сылва оценено с ис-
пользованием общепринятых в альгологии методов и анализа последовательностей генов 
16S рРНК. В перифитоне выявлено 102 таксона водорослей из 6 отделов. Диатомовые во-
доросли составляли более 90% общей численности и 86% биомассы. С помощью методов 
молекулярной экологии идентифицированы лишь хлоропласты и клоны, филогенетически 
сходные с диатомеями рода Cymbella. По результатам филогенетического анализа выявле-
но 34 ОТУ, относящихся к 7 бактериальным филам. Наиболее многочисленными оказались 
представители филы Proteobacteria (23 ОТУ). Большинство идентифицированных после-
довательностей 16S рРНК проявляли гомологию именно с культивируемыми бактериями 
из различных пресноводных мест обитания.

Ключевые слова: эпилитон, водоросли, Proteobacteria, клонирование.
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Материалы и  методы. Каменистые суб-
страты среднего течения р. Сылва занимают 
70% его площади, состоят из  валунов диа-
метром 0.1–1.5  м, гальки (1–10  см), гравия 
(0.1–1 см), песка (< 0.1 см). Пробы эпилитона 
отбирали в  начале августа 2014 г. в  среднем 
течении р. Сылва выше г. Кунгура в  районе 
учебно-научной базы «Предуралье» Перм-
ского университета. Альгологические пробы 
отбирали и  обрабатывали по  общепринятым 
методикам, описанным нами ранее [1]. Об-
щую численность клеток бактериоэпили-
тона  (Nб) определяли методом эпифлуорес-
центной микроскопии с  окрашиванием их 
ДНК-специфичным флуоресцентным красите-
лем ДАФИ (4`,6`-диамино-2-фенилиндол). То-
тальную ДНК экстрагировали из  природных 
проб, используя набор реактивов «PowerSoil 
DNA extraction kit» (MoBio, Laboratories, USA). 
Фрагменты генов, кодирующих 16S рРНК, ам-
плифицировали в  полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР), использую праймерные пары 
27f и 1492r, 27f и 1100r, 27f и 519r [5]. Очищен-
ные ПЦР фрагменты клонировали в  векто-
ре pGEM–T (Promega, USA) в  компетентных 
клетках Escherichia coli ДН5α. Фрагменты кло-
нов секвенировали на  ДНК анализаторе ABI 
3730 (Applied Biosystems, USA). Первичный 
анализ нуклеотидных последовательностей 
ПЦР фрагментов выполняли с использовани-
ем онлайн сервиса NCBI BLAST (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast). Построение филоге-
нетических деревьев проводили при помощи 
программного пакета MEGA5.0.

Результаты. В  августе 2014 г. общая чис-
ленность водорослей в  эпилитоне достигала 
5х1010 кл/м2 (Nб – 6х1012 кл/м2), их биомасса – 
28 г/м2. В  перифитоне выявлено 102 таксона 
водорослей рангом ниже рода (97 видов) из 6 
отделов: Bacillariophyta  – 67, Chlorophyta  – 24, 
Cyanophyta – 7; Chrysophyta – 2; Euglenophyta –  1; 
Cryptophyta – 1. Сообщество сформировалось 
преимущественно диатомовыми, зелеными 
и  синезелеными водорослями. Среди сине-
зеленых наиболее многочисленными были 
представители родов Gloeocapsa, Merismopedia, 
Anabaena, Lyngbya, Oscillatoria, среди зеле-
ных  – Scenedesmus, Cosmarium и  Pediastrum. 
Диатомеи составляли 90% общей численно-
сти водорослей и  86%  – биомассы. Летний 
максимум биомассы формировался при до-
минировании 7 видов диатомей (Navicula 
cryptocephala, Synedra ulna, Cocconeis placentu-

la, Cymbella lanceolata, C. turgidula, C. cistula, 
C. ventricosa). Эти виды характерны также для 
обрастаний макрофитов и искусственных суб-
стратов [1].

Система универсальных эубактериальных 
праймеров, использованная для амплифика-
ции фрагментов генов 16S рРНК из образцов 
эпилитона, не  рассчитана на  детекцию раз-
нообразных водорослей домена Eukaryota. 
Тем не  менее, применение этих праймеров 
позволило выявить наличие хлоропластной 
ДНК в  исследуемых образцах, представлен-
ной в  виде четырех клонов Bacillatiophyta 
и  ряда клонов, филогенетически сходных 
с  крупноразмерными перифитонными диа-
томеями рода Cymbella, в частности Cymbella 
subturgidula clone D53 (EU580516).

Бактериальное сообщество эпилитона по ре-
зультатам анализа клонотек гена 16S рРНК, на-
против, было идентифицировано очень эффек-
тивно. Рассмотрено 145 последовательностей, 
133 из которых были включены в дальнейший 
анализ после удаления химер. Нуклеотидные 
последовательности при их 97%-ной и  более 
гомологии объединялись в  операционные 
таксономические единицы (ОТУ). По резуль-
татам филогенетического анализов выявлено 
34 ОТУ, относящихся к 7 бактериальным фи-
лам домена Bacteria. В  сообществе наиболее 
многочисленными оказались представители 
филы Proteobacteria (29 ОТУ), включающие 
в  себя классы Gammaproteobacteria (8 ОТУ), 
Betaproteobacteria (8 ОТУ), Alphaproteobacteria 
(7 ОТУ). Выявлены также последовательности 
иных филогенетических ветвей, относящихся 
к  филам Firmicutes (3 ОТУ), Bacteroidetes  (2) 
и  Fusobacteria (2). Единичными последо-
вательностями были представлены филы 
Verrucomicrobia и Planctomycetes.

Следует особо отметить, что большинство 
идентифицированных последовательностей 
генов 16S рРНК проявляли гомологию с  по-
следовательностями именно культивируемых 
бактерий из  различных пресноводных мест 
обитания. Однако в исследованных ранее про-
кариотных сообществах эпилитона ряда рек 
различных климатических зон обнаружено 
значительно более массовое распространение 
некультивируемых представителей фил Proteo-
bacteria и Bacteroidetes (группа Cytophaga–Fla vo-
bacterium–Bacteroides), родственных индиффе-
рентным микроорганизмам донных отложений, 
почв и геологических формаций [3, 4].
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Фила Proteobacteria в  эпилитоне р. Сыл-
ва представлена тремя классами α-, β- и  γ- 
Proteobacteria, которые на  филогенетическом 
древе с  высокой степенью достоверности 
формировали обособленные кластеры высо-
когомологичных последовательностей. Про-
теобактерии этих классов являются космо-
политами и, как правило, многочисленны 
в  16S-клонотеках морских и  пресноводных 
экосистем [3–5]. Отдельные подгруппы ви-
дов внутри кластеров могут иметь исключи-
тельно высокий уровень сходства по  после-
довательностям нуклеотидов гена 16S рРНК 
(более 98%), но  обладать различными типа-
ми обмена веществ. Они характеризуются 
физиологическим многообразием, включают 
фото- и хемолито-автотрофные, факультатив-
но автотрофные и  различные хемотрофные 
виды, обладающих способностью к  азотфик-
сации и/или денитрификации. Так, в  классе 
Alphaproteobacteria выявлены клоны, близко-
родственные с  фототрофными пурпурными 
несерными бактериями (ПНБ) Rhodobacter 
capsulatus DSM1710T (D16428). ПНБ Rhodobac-
ter spp. широко распространены в обрастаниях 
подводных субстратов р. Сылва и  водотоков 
разного генезиса Камского бассейна, играют 
важную роль в  процессах самоочищения ис-
следуемых природных и сточных вод от соеди-
нений углерода, азота и металлов, реализуют 
свой потенциал к  денитрификации в  речном 
эпилитоне in situ [1, 2]. В  чистую культуру 

выделены штаммы ПНБ, имеющие по  сово-
купности фенотипических и  генотипических 
признаков высокий уровень сходства с  Rho-
dobacter capsulatus, R. spheroids, R. azotformans 
R. blasticus [2]. Следует отметить, что практи-
чески все выявленные в  сообществе эпили-
тона р. Сылва последовательности 16S рРНК 
протеобактерий обладали высокой степенью 
сходства с  последовательностями именно 
культивируемых бактерий из различных пре-
сноводных мест обитания.

Данная работа поддержана Программой УрО 
РАН «Молекулярная и  клеточная биология» 
(№ 01200963684) и осуществлена с использова-
нием уникального оборудования ЦКП «Биоин-
женерия» РАН (Москва).
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ALGO-BACTERIAL COMMUNITY COMPOSITION 

IN EPILITHON OF SUBMOUNTAIN SYLVA RIVER

Semeikina P. I.1, Belyaeva P. G.1, Koziaeva V. V.2, 

Kuznetsov B. B.2, Saralov A. I.1

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS, Perm; 
2Centre “Bioengineering” Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Bacterial and algal diversity was evaluated in the epilithon of the submountain Sylva River using con-
ventional methods and analysis of 16S rRNA gene sequences. Periphyton comprised 102 algal taxa out of 
6 groups. Diatoms constituted more than 90% of the total number of algae and 86% of biomass. Methods 
of molecular ecology off ered the identifi cation of only chloroplasts and clones that were phylogenetically 
similar to diatoms of genus Cymbella. Based on data of phylogenetic analysis 34 OTUs were revealed that 
belonged to 7 bacterial phyla. Th e most abundant group was related to Proteobacteria phylum (23 OTUs). 
Most of the identifi ed 16S rRNA sequences demonstrated high level homology to those of cultured bacte-
ria from diff erent freshwater habitats.
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Актуальность и цель работы. Рибонуклеа-
зы являются важными ферментами метабо-
лизма РНК. Они находят применение в генной 
инженерии, молекулярной биологии и  био-
технологии. Перспективный аспект исполь-
зования микробных РНКаз связан с лечением 
раковых опухолей и вирусных инфекций.

Эндоспорообразующие непатогенные грам-
положительные бактерии Bacillus licheniformis 
широко используются для крупномасштаб-
ного производства экзоферментов (протеаз, 
α-амилаз, пенициллиназ, ксиланаз) и  пептид-
ных антибиотиков [1]. Вместе с тем до сих пор 
в литературе практически нет сведений о нали-
чии внеклеточных РНКаз у этого вида бацилл. 
С помощью средств биоинформатики в геноме 
B. licheniformis ранее нами была обнаружена 
последовательность, имеющая сходство с гена-
ми низкомолекулярных гуанилспецифичных 
РНКаз B. amyloliquefasciens (барназы) и  B. pu-
milus (биназы). По  результатам сравнитель-
ного анализа нуклеотидных и  аминокислот-
ных последовательностей низкомолекулярная 
РНКаза B. licheniformis не может быть отнесена 
ни к группе барназоподобных, ни к группе би-
назоподобных РНКаз. Исследование свойств 
новой РНКазы и выяснение механизмов регу-
ляции экспрессии ее гена имеют важное фунда-
ментальное и  практическое значение. В  связи 

с этим целью данной работы стало получение 
рекомбинантного штамма B. subtilis, несущего 
шаттл-вектор с  генами внеклеточной низко-
молекулярной РНКазы B. licheniformis и ее вну-
триклеточного ингибитора.

Материалы и  методы. В  работе исполь-
зовали штаммы B. licheniformis ATCC 14580, 
Escherichia coli DH5α и  B. subtilis 168. Для по-
лучения рекомбинантных конструкций были 
использованы плазмиды pBP (~ 3,2 тыс. п. о.) 
и pUB110 (~ 4,5 тыс. п. о.).

Фрагмент геномной ДНК B. licheniformis 
ATCC 14580, содержащий гены РНКазы и  ее 
ингибитора, был амплифицирован с помощью 
ПЦР с  использованием пары праймеров Bli-
For (gagtgagaattcggcgcaaaggaactttacc) и  Bli-Rev 
(cagtacaagcttacgaaagaggatgtgaatgc). Плазмида 
pBP была рестрицирована по  сайтам HindIII 
и EcoRI, после чего фрагмент большего разме-
ра (около 2,2 тыс. п. о.) был выделен и очищен 
из  агарозного геля. Полученный фрагмент 
плазмидной ДНК лигировали с  очищенным 
ПЦР продуктом, также предварительно ре-
стрицированным по сайтам HindIII и EcoRI. 
Лигазной смесью был трансформирован 
штамм E. coli DH5α. Выделенная из  реком-
бинантного штамма E. coli плазмида и  век-
тор pUB110 были рестрицированы по  сайту 
EcoRI, очищены из агарозного геля и лигиро-

ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО ШТАММА 

BACILLUS SUBTILISBACILLUS SUBTILIS 168, НЕСУЩЕГО ШАТТЛ-ВЕКТОР 

С ГЕНОМ РИБОНУКЛЕАЗЫ BACILLUS LICHENIFORMISBACILLUS LICHENIFORMIS 

ATCC 14580

 Сокуренко Ю. В.,  Ульянова В. В.,  Ильинская О. Н.

ФГАОУВПО Казанский (Приволжский) федеральный университет, 
Казань, Россия

РНКазы находят применение в генной инженерии, молекулярной биологии и биотехно-
логии. Перспективный аспект использования микробных РНКаз связан с лечением опухо-
лей и вирусных инфекций. В данной работе был получен штамм Bacillus subtilis 168, несу-
щий ген РНКазы Bacillus licheniformis ATCC 14580 и ее ингибитора на плазмиде, и показано, 
что РНКаза B. licheniformis эффективно синтезировалась в рекомбинантном штамме. По-
лученная система на основе рекомбинантного штамма B. subtilis позволит установить меха-
низмы регуляции экспрессии малоизученной РНКазы B. licheniformis с целью дальнейшего 
целенаправленного воздействия на продукцию фермента.

Ключевые слова: рибонуклеазы, бациллы, рекомбинантный штамм, шаттл-вектор.
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ваны. Полученной генетической конструкци-
ей трансформировали штамм B. subtilis 168.

Результаты. Гены низкомолекулярной 
РНКазы B. licheniformis ATCC 14580 и ее при-
родного ингибитора были амплифицированы 
с геномной ДНК. Был получен фрагмент раз-
мером 1,134 тыс. п. о.

Важным этапом в изучении свойств РНКа-
зы B. licheniformis является создание генно-ин-
женерной конструкции, содержащей ген ис-
следуемой РНКазы. Для этого на первом этапе 
было проведено клонирование амплифициро-
ванного фрагмента в штамм E. coli DH5α. В ка-
честве вектора для клонирования была выбрана 
плазмида pBP. Содержащийся в ней полный ген 
РНКазы B. pumilus мы заменили на амплифи-
цированный фрагмент генома B. licheniformis, 
содержащий гены РНКазы и  ее ингибитора. 
Полученной конструкцией были трансформи-
рованы компетентные клетки E. coli DH5α.

Вторым этапом клонирования стало получе-
ние шаттл-вектора, несущего ген РНКазы B. li-
cheniformis, для его экспрессии в клетках B. sub-
tilis. Шаттл-вектор был сконструирован путем 
комбинации полученной конструкции с  плаз-
мидным вектором pUB110, необходимым для 
экспрессии чужеродных генов в B. subtilis.

В результате была получена плазмида раз-
мером около 8 тыс. п. о. Полученной плазмидой 
был трансформирован штамм B. subtilis 168.

Обсуждение. Нами был получен штамм 
B. subtilis 168, несущий на плазмиде ген РНКа-
зы B. licheniformis ATCC 14580 и ген ее внутри-
клеточного ингибитора. Показано, что РНКа-
за B. licheniformis эффективно синтезировалась 
в  рекомбинантном штамме. Таким образом, 
на  основе бактерии B. subtilis мы получили 

систему, экспрессирующую малоизученную 
РНКазу B. licheniformis ATCC 14580. В  даль-
нейшем мы планируем встроить полученную 
конструкцию в штаммы B. subtilis, дефектные 
по  различным регуляторным белкам, для из-
учения механизмов регуляции новой низко-
молекулярной РНКазы. Несмотря на  то, что 
виды B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. pu-
milus, B. subtilis являются близкородственны-
ми и  имеют сходные регуляторные системы, 
регуляторные механизмы, контролирующие 
продукцию гомологичных ферментов, у  них 
различаются. Так, синтез барназы, в  отличие 
от  биназы, не  подвержен влиянию неорга-
нического фосфата и  зависит от  ключевого 
многофункционального белка стационарной 
фазы роста Spo0A [2]. Знание молекулярных 
механизмов регуляции синтеза РНКазы по-
зволит осуществлять целенаправленное воз-
действие на ее продукцию. Для этого нами бу-
дет разработана система экспрессии на основе 
бациллярных штаммов, так как она имеет 
ряд преимуществ перед системами на основе 
E. coli, основные недостатки которых заключа-
ются, в первую очередь, в наличии экзотокси-
на и в низкой секреции белков [3, 4].

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Waschkau B., Waldeck J., Wieland S., Eichstädt R., 
Meinhardt F. Appl Microbiol Biotechnol 2008, 78, 
181-188.

2. Ulyanova V., Vershinina V., Ilinskaya O. FEBS 
Journal 2011, 278, 3633-3643.

3. Demain A., Vaishnav P. Biotechnol Advances 2009, 
27, 297-306.

4. Schallmey M., Singh A., Ward O. Can J Microbiol 
2004, 50, 1–17.

OBTAINING OF RECOMBINANT STRAIN OF BACILLUS SUBTILISBACILLUS SUBTILIS 168 

CARRYING THE SHUTTLE VECTOR WITH THE GENE OF RNASE 

OF BACILLUS LICHENIFORMISBACILLUS LICHENIFORMIS ATCC 14580

Sokurenko Yu.V., Ulyanova V. V., Ilinskaya O. N.

Kazan (Volga region) Federal University, Kazan, Russia

RNases are used in genetic engineering, molecular biology and biotechnology. Th e promising aspect 
of the use of microbial RNases is associated with the treatment of tumors and viral infections. We ob-
tained the strain of Bacillus subtilis 168, carrying the gene of RNase of B. licheniformis ATCC 14580 and 
its inhibitor on the plasmid. It was shown that RNase of B. licheniformis was effi  ciently synthesized in 
the recombinant strain. Th e system based on recombinant strain of B. subtilis will allow to establish the 
mechanisms of regulating of the expression of insuffi  ciently explored RNase of B. licheniformis for the 
purpose of further targeted impact on the production of enzyme.
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Актуальность и цель работы. Корине- и но-
кардиоформные актинобактерии составляют 
значительную часть микробных сообществ 
в экосистемах, характеризующихся дефицитом 
доступной влаги в течение продолжительного 
периода времени (степи, сухие степи, полупу-
стыни и пустыни) [1]. Исследование актинобак-
терий из таких экосистем представляет интерес, 
прежде всего, в связи с оценкой биоразнообра-
зия на планете и высоким биотехнологическим 
потенциалом организмов этой группы. Акти-
нобактерии, в частности, являются продуцен-
тами многих биологически-активных соедине-
ний, используемых в медицине.

Современные методы позволяют значитель-
но интенсифицировать процесс идентифи-
кации больших массивов микроорганизмов, 
а также идентифицировать штаммы, сходные 
на фенотипическом и филогенетическом (16S 
рРНК) уровнях. Среди таких методов, поми-
мо молекулярно-биологических, выделяется 
метод МАЛДИ масс-спектрометрии – высоко-
производительный метод с высоким уровнем 
таксономического разрешения [2, 3]. В основе 
метода лежит сравнение масс-спектров сме-
си компонентов разрушенных клеток. Ком-
поненты МАЛДИ-спектров в  диапазоне масс 
2000–20000 m/z соответствуют полярным 
протеинам цитоплазмы, в основном, рибосо-
мальным. Достоинством метода являются бы-

строта анализа и малое количество материала 
(достаточной одной колонии). Вместе с  тем, 
в доступных базах данных отсутствуют спек-
тры типовых штаммов многих видов микро-
организмов [2].

Цель работы  – оценка видового разноо-
бразия коллекции корине- и  нокардиоформ-
ных актинобактерий, изолированных из  раз-
личных экосистем с  дефицитом доступной 
влаги, с  использованием МАЛДИ масс-
спектрометрии, молекулярно-биологических 
методов и традиционных подходов.

Материалы и  методы. Объектами иссле-
дования были 110 штаммов корине- и нокар-
диоформных актинобактерий, выделенных 
из различных растений и почв (Оренбургская 
обл., Волгоградская обл., Белгородская обл., 
Узбекистан, Туркменистан, Австралия, Изра-
иль). Штаммы выращивали на агаризованных 
средах R2A, DSM 65 и ISP 9 при 28 °C в тече-
ние 2–5 сут. Анализ методом МАЛДИ масс-
спектрометрии проводили на приборе Autofl ex 
Speed (Bruker Daltonics, Германия) с помощью 
программ Flex analysis 3.3 и Biotyper 3.0 (Bru-
ker Daltonics, Германия) по  описанной ранее 
методике [4]. Для амплификации фрагментов 
генов 16S рРНК использовали универсальные 
бактериальные праймеры 27F, 1492R и 1525R. 
Фрагменты генов β-субъединицы ДНК-гиразы 
(gyrB) амплифицировали с  использованием 
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Проведено таксономическое изучение 110 штаммов корине- и  нокардиоформных ак-
тинобактерий, выделенных из различных экосистем, характеризующихся дефицитом до-
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известных праймеров (для Kribbella, Clavibac-
ter) и разработанных нами (для Rathayibacter). 
Филогенетический анализ проводили с помо-
щью программы MEGA 6.0.

Результаты. По результатам анализа фраг-
ментов генов 16S рРНК (700-1500 п. н.) уста-
новлено, что исследуемая коллекция изолятов 
включает представителей 12 родов порядка 
Actinomycetales (Agromyces, Arthrobacter, Cellu-
lomonas, Clavibacter, Curtobacterium, Geoderma-
tophilus, Kribbella, Microbacterium, Modestobac-
ter, Nocardioides, Rathayibacter и  Rhodococcus). 
Значительная часть культур имеет высокое 
сходство генов 16S рРНК (более 99%) с типо-
выми штаммами валидно описанных видов. 
Ряд культур формирует отдельные филогене-
тические ветви в пределах исследуемых родов 
(уровень сходства 16S рРНК менее 98%).

Для всех штаммов были получены МАЛ-
ДИ масс-спектры, содержащие до  120 пиков 
с массами 2000–20000 m/z. Кластерный анализ 
спектров выявил значительное число групп 
предположительно видового уровня, в  том 
числе, среди филогенетически близких (16S 
рРНК) штаммов. Эти группы обособлялись 
от  МАЛДИ-кластеров, включающих типовые 
штаммы валидно описанных видов.

С целью уточнения видовой принадлежно-
сти представителей ряда таких групп и оцен-
ки порогового значения уровня сходства 
МАЛДИ-спектров для штаммов одного вида 
(подвида) были проанализированы нуклео-
тидные последовательности фрагментов ге-
нов gyrB для культур отдельных родов (Krib-
bella, Clavibacter и Rathayibacter). Основываясь 
на полученных результатах и данных литера-
туры, можно заключить, что культуры, фор-
мирующие группы, обособленные от МАЛДИ-
кластеров типовых штаммов, представляют 
собой не менее 20 новых видов и подвидов.

Представители ряда выявленных новых ви-
дов характеризуются уникальными свойства-
ми, ранее не известными для представителей 
соответствующих родов или бактерий в целом. 
Так, например, у двух видов Kribbella обнару-
жены спорангиеподобные репродуктивные 
структуры, состоящие из  плотных конгломе-
ратов полиморфных клеток разного разме-
ра, формирующихся путем деления септами 
в  продольном и  поперечном направлениях. 
Впервые в клеточной стенке криббелл найдены 
мадуроза и 2,3-ди-O-метил-D-галактоза, а так-
же ранее не  известные тейхулозоновые кис-

лоты  [5]. «Пустынные» розово-окрашенные 
штаммы (представители нескольких новых, 
предположительно непатогенных подвидов 
вида Clavibacter miciganensis) содержат в  кле-
точной стенке гликополимеры новой струк-
туры и  образуют ряд бактериоцинов, по-
давляющих рост возбудителей сосудистых 
заболеваний томата, люцерны, кукурузы, фа-
соли, картофеля, пшеницы.

На основании полученных результатов 
предложен метод ускоренной диагностики 
бактерий фитопатогенных видов/подвидов ро-
дов Clavibacter и Rathayibacter. Созданы рефе-
рентные базы данных МАЛДИ масс-спектров 
штаммов вышеупомянутых родов. Предложен 
набор праймеров (известных и  сконструиро-
ванных de novo) для амплификации и  секве-
нирования «housekeeping» генов изученных 
групп бактерий – для уточнения таксономиче-
ской принадлежности штаммов, для которых 
МАЛДИ масс-спектрометрия дает неодно-
значные результаты. Выявлены компоненты 
МАЛДИ масс-спектров – новые хемотаксоно-
мические маркеры родов Clavibacter, Rathayi-
bacter и Kribbella.

Таким образом, результаты анализа МАЛ-
ДИ масс-спектров, генов 16S рРНК и gyrB по-
зволили установить, что изученная коллекция 
(110 штаммов) корине- и  нокардиоформных 
актинобактерий, обитающих в  экосистемах 
с  дефицитом доступной влаги, включает как 
представителей описанных, так и большое чис-
ло (более 20) новых видов и подвидов. В числе 
важных результатов работы  – создание ин-
струментария для экспресс-идентификации 
новых изолятов ряда изученных групп.

Работа поддержана грантом РФФИ 
№ 14-04-31825 мол_а.
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BIODIVERSITY OF ACTINOBACTERIA 
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A taxonomic study was performed on 110 strains of coryneform and nocardioform actinobacteria 
isolated from various droughty habitats. Based on the data obtained using the MALDI-TOF mass spec-
trometry, the analysis of 16S rRNA and gyrB genes, and phenotypic characteristics the studied strains were 
assigned to many known and more than 20 novel species (subspecies) within 12 actinobacterial genera.

Актуальность и  цель работы. Актинобак-
терии рода Agreia (сем. Microbacteriaceae) – аэ-
робные, неспорообразующие, неправильные 
палочки; характеризуются пептидогликаном 
Б-типа (с диаминомасляной кислотой и орни-
тином), менахинонами МК-10 и МК-9 и пре-
обладающими жирными кислотами изо-16:0, 
антеизо-15:0 и антеизо-17:0 [1]. Два описан-
ных вида Agreia (A. bicolorata и  A. pratensis) 
имеют высокий уровень сходства генов 16S 
рРНК (99,7%). Представители видов выделе-
ны из листовых галлов на вейнике, индуциро-
ванных нематодой Heteroanguina graminophila 
(A. bicolorata), и из филлосферы травянистых 
растений (A. pratensis).

Многочисленные данные последних лет сви-
детельствуют, что представители рода Agreia 
являются компонентами микробиомов раз-
личных растений и могут составлять до 5–10% 
от  общего числа бактерий, обнаруживаемых 
в растениях [2, 3]. Предполагается, что подобно 
другим бактериальным эндофитам, бактерии 
этого рода могут синтезировать биологически-
активные соединения, способствующие росту 
и  развитию растений [2, 3]. Представители 
Agreia обнаружены также в почве, вечной мерз-
лоте и  других природных и  антропогенных 
экосистемах. Вместе с тем, несмотря на широ-
кое распространение в природе бактерий рода 
Agreia, в настоящее время описано только два 
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вид в составе рода.
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вида в  составе этого рода. Абсолютное боль-
шинство представителей рода, упоминаемых 
в  литературе и  базах данных, имеют высокое 
сходство с  типовыми штаммами видов Agreia 
по генам 16S рРНК (> 99%).

Цель настоящей работы  – определение ви-
довой принадлежности актинобактерий рода 
Agreia, выделенных из галлов на растениях, с ис-
пользованием методов анализа генов β-субъ-
единицы ДНК-гиразы (gyrB), МАЛДИ масс 
спектрометрии и традиционных подходов.

Материалы и методы исследования. Объ-
ектами исследования были 5 штаммов рода 
Agreia. Четыре штамма (ВКМ Ас-1375, ВКМ 
Ас-1803, ВКМ Ас-1805 и  ВКМ Ас-2052) вы-
делены из  того  же источника, что и  типовой 
штамм вида A. bicolorata – листовых галлов 
на  вейнике (Calamagrostis neglecta). ВКМ Ас-
1783 изолирован из  галлов на  стебле пырея 
(Elymus repens). Фенотипические характери-
стики штаммов изучали, как описано [1]. Для 
анализа МАЛДИ масс-спектров культуры 
выращивали на  соевом агаре (Difco) и  среде 
«R2A» (Difco) при 28 °C в течение 96 ч. Препа-
раты готовили, как описано ранее [4]. Спектры 
регистрировали на  приборе «Autofl ex Speed» 
(Bruker Daltonics) и анализировали с помощью 
пакетов программ Flex analysis 3.3 и  Biotyper 
3.0 (Bruker Daltonics). Гены 16S рРНК ампли-
фицировали с  использованием универсаль-
ных эубактериальных праймеров 27f и 1525r, 
фрагменты генов β-субъединицы ДНК-гиразы 
(gyrB) – с использованием праймеров gyrB-2F 
и gyrB-4R [5]. Очищенные ПЦР-продукты сек-
венировали в ЦКП «Геном» (Москва, Россия). 
Филогенетический анализ проводили с помо-
щью программы MEGA 6.0.

Результаты и обсуждение. Изученные куль-
туры имеют высокое сходство с  типовыми 
штаммами известных видов рода Agreia по ге-
нам 16S рРНК (99,5–99,9%) и характерные для 
этого рода хемотаксономические признаки [1]. 
По морфологическим и культуральным свой-
ствам штаммы разделялись на  две группы. 
Одна включала культуры c тонкими клетка-
ми (0,4–0,5×1,5–2,5 мкм) и  наличием V-форм 
(все штаммы выделены из галлов на вейнике). 
Клетки 2-й группы штаммов (A. pratensis ВКМ 
Ас-2510Т и ВКМ Ас-1783) – утолщенные, более 
подвижные, быстро распадающиеся на корот-
кие фрагменты.

Анализ МАЛДИ масс-спектров показал, что 
культуры, выращенные на двух разных средах 

(в двух повторностях), имели некоторые отли-
чия в  составе спектров, однако группировка 
штаммов по спектрам оставалась неизменной. 
Три штамма из  листовых галлов на  вейнике 
(ВКМ Ас-1375, ВКМ Ас-1803 и ВКМ Ас-1805) 
образуют тесный кластер с A. bicolorata ВКМ 
Ас-1804Т и относятся к A. bicolorata (подтверж-
дено методом ДНК-ДНК гибридизации для Ас-
1805 и ВКМ Ас-1804Т [1]). Несколько отстоит 
от них ВКМ Ас-2052, выделенный из того же 
источника. Штаммы Agreia sp. ВКМ Ас-1783 
(из  галлов на  пырее) и  A. pratensis ВКМ Ас-
2510Т значительно обособляются от  группы 
A. bicolorata и друг от друга.

С целью уточнения видовой принадлеж-
ности штаммов были проанализированы ну-
клеотидные последовательности фрагментов 
генов gyrB (~500 п. н.). Филогенетическая груп-
пировка штаммов на  основе генов gyrB в  це-
лом соответствовала группировке по МАЛДИ 
масс-спектрам. Уровни сходства штамма ВКМ 
Ас-1783 по генам gyrB с типовыми штаммами 
видов (92,0% с A. bicolorata и 93,8% с A. pratensis) 
сопоставимы с  показателями сходства меж-
ду типовыми штаммами видов Agreia (92,2%) 
и  филогенетически близкими видами других 
родов актинобактерий. Кроме того, ВКМ Ас-
1783 отличается от  A. bicolorata и  A. pratensis 
по  составу сахаров клеточной стенки (нали-
чие галактозы и  отсутствие фукозы) и  ряду 
физиолого-биохимических признаков. Высо-
кое сходство ВКМ Ас-2052 с  типовым штам-
мом A. bicolorata (97,4%) свидетельствует о его 
принадлежности к  геномовиду A. bicolorata. 
Вместе с тем, штамм ВКМ Ас-2052 не образу-
ет красно-оранжевый пигмент (характерный 
для A. bicolorata) и отличается от этого вида от-
сутствием фукозы в клеточной стенке, а также 
составом компонентов МАЛДИ масс-спектров 
и рядом физиолого-биохимических признаков 
(отрицательный оксидазный тест, отсутствие 
роста при 6–10% NaCl, устойчивость к рН 11-12, 
способность утилизировать адонит и др.). По-
добные отличия позволяют относить штамм 
ВКМ Ас-2052 к новому подвиду A. bicolorata.

Таким образом, результаты сравнительного 
изучения новых культур и типовых штаммов 
известных видов актинобактерий рода Agreia, 
полученные с  использованием анализа генов 
gyrB, МАЛДИ масс-спектров, хемотаксоно-
мических и  физиолого-биохимических при-
знаков свидетельствуют, что штаммы ВКМ 
Ас-1783 и ВКМ Ас-2052, выделенные из нема-
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тодных галлов на пырее и вейнике относятся 
к  новым таксонам видового и  подвидового 
ранга в составе рода Agreia.
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NOVEL ACTINOBACTERIA OF THE GENUS AGREIAAGREIA ISOLATED FROM 

PLANT GALLS INDUCED BY PLANT-PARASITIC NEMATODES

Starodumova I. P.1,2, Prisyazhnaya N. V.1, Dorofeeva L. V.1, Evtushenko L. I.1

1All-Russian Collection of Microorganisms (VKM), G. K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology 
of Microorganisms, Pushchino; 2Pushchino State Institute of Natural Sciences, Pushchino, Russia

A taxonomic study was performed on 5 strains of the genus Agreia isolated from plant galls induced by 
the plant-parasitic nematodes of the family Anguininae. Th e comparative analyses of 16S rRNA and gyrB 
genes, MALDI/TOF mass spectra and phenotypic characteristics of the isolated bacteria and type strains 
of the known Agreia species (A. bicolorata and A. pratensis) resulted in the detection of a new species and 
a new subspecies within the genus.

ГЕН PSY4PSY4 – КЛЮЧЕВОЙ РЕГУЛЯТОР МУТАГЕНЕЗА, 

ВЫЗВАННОГО ПОВРЕЖДЕНИЯМИ ДНК, У ДРОЖЖЕЙ 

SACCHAROMYCES CEREVISIAESACCHAROMYCES CEREVISIAE

 Федоров Д. В.,  Евстюхина Т. А.,  Черненков А. Ю.,  Королев В. Г.

ФГБУ «Петербургский институт ядерной физики им. Б. П. Константинова», 
Гатчина, Россия

Фосфатаза Pph3 вовлечена в  процесс дефосфорилирования одной из  ключевых чек-
пойнтных киназ – Rad53 – у дрожжей Saccharomyces cerevisiae: белок Pph3 образует комплекс 
с субъединицей Psy2, который, в свою очередь, связывается с киназой Rad53 и проводит 
процесс дефосфорилирования последней без привлечения третьей субъединицы. В то же 
время, тройной комплекс Pph3-Psy2-Psy4 дефосфорилирует гистон γН2А. Нами показано, 
что ген HSM6 является аллелем гена PSY4 у дрожжей S. cerevisiae. Мутация hsm6-1 повы-
шает уровень спонтанного и УФ-индуцированного мутагенеза. Делеция гена PPH3 резко 
увеличивает уровень спонтанного мутагенеза. При больших дозах УФ облучения часто-
ты возникновения мутаций в мутантах pph3Δ, psy4Δ и hsm6-1 статистически одинаковы 
и превышают частоту УФ-индуцированного мутагенеза для штамма дикого типа более чем 
в  2 раза. В  случае репаративного спонтанного мутагенеза нами наблюдался эпистатиче-
ский эффект мутаций pph3Δ и hsm6-1. Все исследованные мутантные штаммы показали 
более чем 10-кратное увеличение уровня индуцированного мутагенеза, индуцированного 
γ-лучами по  сравнению с  контрольным штаммом дикого типа. Полученные данные по-
зволяют предположить, что комплекс Pph3-Psy2-Psy4 играет ключевую роль в  процессе 
индуцированного мутагенеза, индуцированного повреждениями структуры ДНК в клет-
ках дрожжей S. cerevisiae. Полученные в ходе работы данные, находятся в согласии с ранее 
полученными свидетельствами о возможной роли генов PSY4 и PPH3 в процессе контро-
ля УФ-индуцированного мутагенеза у дрожжей. Данное исследование вносит вклад в по-
нимание фундаментальных механизмов регуляции репарации ДНК и мутагенеза посред-
ством модификаций хроматиновой структуры.

Ключевые слова: дрожжи, Saccharomyces cerevisiae, мутагенез, регуляция, хроматин, 
модификаторы.
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Актуальность и  цель работы. В  клетках 
эукариот имеется специализированный ме-
ханизм ответа на  повреждения в  структуре 
ДНК – «чекпойнт», который тормозит и про-
лонгирует клеточный цикл для эффективно-
го проведения процессов репарации ДНК. 
Активация чекпойнта происходит за  счет 
фосфорилирования белков, и в клетках дрож-
жей инициируется двумя основными киназа-
ми – Mec1 и Tel1 [2]. Указанные киназы фос-
форилируют чекпойнтные белки-медиаторы 
Rad53 и  Rad9, и  гистон H2A. Присутствие 
Mec1p и  Rad53p в  клетках дрожжей являет-
ся строго обязательным для активации чек-
пойнтной киназы Dun1. Основная функция 
Mec1-Rad53-Dun1-зависимого пути состоит 
в  поддержании определенного уровня дезок-
сирибонуклеотидтрифосфатов (дНТФ) путем 
регулирования активности рибонуклеотидре-
дуктазы (РНР), ответственной за синтез всех 
4 типов дНТФ, в течение клеточного цикла [2, 
3, 5]. В клетках дрожжей РНР контролирует-
ся на всех стадиях клеточного цикла, а также 
инициируется в ответ на повреждение струк-
туры ДНК. Полностью активная РНР способна 
увеличить концентрацию дНТФ в клетке в 6-8 
раз. Увеличение количества дНТФ коррелиру-
ет с  толерантностью клетки к повреждениям 
ДНК. Изменения уровня пула дНТФ также 
соотносятся с  повышением или понижением 
уровня спонтанного мутагенеза.

Наряду с  активацией чекпойнта, процесс 
его терминации важен с точки зрения возоб-
новления корректной репликации ДНК и вы-
живаемости клетки в  целом. Необходимым 
условием для остановки чекпойнта является 
дефосфорилирование белка Rad53 и  гистона 
γН2А [3, 5].

Известно, что фосфатаза Pph3 вовлече-
на в  процесс дефосфорилирования ключе-
вой чекпойнтной киназы Rad53 у  дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae [2, 4]. Белок Pph3 
формирует комплекс с  субъединицей Psy2, 
который связывается с  киназой Rad53 и  де-
фосфорилирует ее без привлечения третьей 
субъединицы. Другой комплекс, Pph3–Psy2–
Psy4, дефосфорилирует гистон γН2А. Делети-
рование любого из  трех генов, кодирующих 
субъединицы тройного комплекса, приводит 
к  повышению чувствительности клеток. Де-
фосфорилирование белка Rad53 в норме име-
ет место в клетках мутанта psy4Δ в процессе 
выхода из чекпойнта. При этом, делеция гена 

PSY4 не  оказывает влияния на  чувствитель-
ность у  большинства мутантных штаммов. 
Инактивация любой из  субъединиц тройно-
го комплекса PPH3 вызывает дефекты при 
дефосфорилировании гистона γН2А. Таким 
образом, возникло предположение, что ком-
плекс Pph3–Psy2 дефосфорилирует Rad53, 
в то время как комплекс PPH3 дефосфорили-
рует гистон γН2А.

Ранее нами был охарактеризован мутант 
hsm6-1 дрожжей S. cerevisiae, отличавшийся 
повышенным уровнем спонтанного мутагене-
за [1]. Мутация hsm6-1 также повышала уро-
вень УФ-индуцированного мутагенеза. Эпи-
статический анализ показал, что ген HSM6 
является аллелем гена PSY4. Точечная мутация 
hsm6-1 имеет более резко выраженный фено-
тип по  сравнению с  мутацией psy4Δ. Наши 
эксперименты показали, что ген PSY4 играет 
ключевую роль в  регуляции выхода клетки 
из чекпойнта, инициированного повреждени-
ем структуры ДНК [1].

Материалы и  методы. Генотипы штаммов 
дрожжей S. cerevisiae, использованные в ходе ра-
боты: дикий тип (ДТ) (MAT α ade2Δ-248ura3Δ-
160,188leu2Δ-3,112trp1); hsm6-1 (MAT α ade2Δ-
248ura3Δ-160,188leu2Δ-3,112trp1hsm6-1); 
psy4Δ (MAT α ade2Δ-248ura3Δ-160,188leu2Δ-
3,112trp1psy4::NAT); pph3Δ (MAT α ade2Δ-248ura 
3Δ-160,188leu2Δ-3,112trp1pph3:: KanMX); hsm6-
1 pph3Δ (MAT α ade2Δ-248ura3Δ-160,188leu2Δ-
3,112trp1hsm6-1pph3::KanMX). Для роста штам-
мов и учета выживаемости была использова-
на стандартная среда полного состава. Для 
учета УФ-ин дуцированного мутагенеза ис-
пользована среда со спиртом. Учет спонтан-
ного мутагенеза проводился с использовани-
ем сред минимального состава с добавлением 
канаванина.

Чувствительность к  летальному действию 
УФ излучения измерялась с  использованием 
кривых доза-эффект. Чувствительность к му-
тагенному действию УФ и гамма-лучей реги-
стрировалась при помощи индукции прямых 
мутаций в 5 ADE-локусах, ADE4–ADE8. Уров-
ни спонтанного мутагенеза измерялись с  ис-
пользованием метода медиан (флуктуацион-
ный тест Коулсона-Ли) для учета спонтанных 
мутаций быстрого репликативного мутагене-
за и  метода упорядоченного посева («ленин-
градский тест» Хромова-Борисова) для учета 
спонтанных мутаций медленного репаратив-
ного мутагенеза.
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Для разрушения открытой рамки считыва-
ния гена PPH3 клетки штаммов дикого типа 
и  мутанта hsm6-1 были трансформированы 
с  использованием фрагмента ДНК, создан-
ного при помощи ПЦР, содержащего маркер 
KanMX с фланками, гомологичными фланкам 
гена PPH3. ДНК была выделена из  штамма 
KFY-1073 (MAT a ura3Δ0leu2Δ0his3Δ1met15Δ0
pph3Δ::KanMX). Трансформанты отбирались 
по чувствительности к канаванину при куль-
тивировании на  полной среде, содержащей 
канаванин.

Результаты. Частоты возникновения спон-
танных мутаций устойчивости к  канаванину 
у  штамма pph3Δ hsm6-1, измеренные при по-
мощи флуктуационного теста, были выше, чем 
у одиночных мутантов psy4Δ и pph3Δ, но ниже, 
чем у  штамма hsm6-1, причем мутанты psy4Δ 
и pph3Δ статистически не отличались от штам-
ма ДТ. Частоты спонтанного мутагенеза, изме-
ренные методом упорядоченного посева, были 
достоверно выше у всех исследованных штам-
мов по  сравнению со  штаммом ДТ: мутация 
hsm6-1 повышала уровень спонтанного мутаге-
неза в ~7 раз, мутация psy4Δ – в ~4 раза, а му-
тации pph3Δ и hsm6 pph3Δ – в ~16 раз. В экспе-
рименте наблюдался эпистатический характер 
взаимодействия мутации pph3Δ со всеми дру-
гими исследованными мутациями.

Нами показано, что мутация psy4Δ не ока-
зывает влияния на  выживаемость клеток 
по сравнению со штаммом ДТ. Оба мутантных 
штамма hsm6-1 и pph3Δ выявили сходную чув-
ствительность к УФ и были более резистент-
ны, чем двойной мутант pph3Δ hsm6-1.

Частоты возникновения мутаций в 5 локу-
сах ADE4–ADE8, индуцированных УФ, были 
измерены в  штамме дикого типа и  мутан-
тах hsm6-1, pph3Δ и  pph3Δ hsm6-1. Уровень 
УФ-индуцированного мутагенеза у  мутанта 
psy4Δ статистически не отличается от уровня 
индуцированного мутагенеза у  штамма ДТ. 
При малых дозах УФ облучения частоты воз-
никновения мутаций в  клетках ДТ и  мутан-
тах pph3Δ и pph3Δ hsm6-1 сходны и более чем 
в 3 раза ниже, чем у мутанта hsm6-1. При вы-
соких дозах УФ частоты возникновения му-
таций во всех исследованных штаммах стати-
стически неразличимы и превышают уровень 
мутагенеза штамма ДТ более чем в 2 раза. Та-
ким образом, как и в случае спонтанного му-
тагенеза, мутации pph3Δ и hsm6-1 проявляют 
эпистатический эффект.

Мы использовали γ-лучи для индукции 
двунитевых разрывов (ДНР) в  ДНК штамма 
ДТ и  мутантов hsm6-1, psy4, pph3Δ и  pph3Δ 
hsm6-1. Разница в  чувствительности наблю-
далась только при низкой дозе γ-облучения. 
Клетки почкующихся дрожжей проявили схо-
жую резистивность к γ-лучам. В опытах по уче-
ту частот возникновения мутаций в  5  локу-
сах ADE4–ADE8, индуцированных γ-лу чами, 
все исследованные мутанты (hsm6-1, psy4, 
pph3Δ и pph3Δ hsm6-1) выявили повышенную 
чувствительность к  мутагенному действию 
γ-лучей по сравнению со штаммом ДТ. Клетки 
мутантных штаммов в  G1-фазе показали вы-
сокую чувствительность к  мутагенному дей-
ствию γ-лучей в  сравнении с  клетками поч-
кующихся дрожжей.

Обсуждение. Скорость возникновения 
спонтанных мутаций устойчивости к канава-
нину, измеренная с помощью флуктуационно-
го теста, у  штаммов psy4Δ и  pph3Δ статисти-
чески не отличается от таковой у штамма ДТ. 
В  то  же время, мутант hsm6-1 показал более 
высокую скорость спонтанного мутирования 
в сравнении с мутантами psy4Δ и pph3Δ. Вве-
дение мутации pph3Δ частично супрессирует 
спонтанный мутагенез у штамма hsm6-1. Эти 
данные позволяют утверждать, что белок Psy4 
может действовать независимо от Pph3p. Му-
тация hsm6-1 относится к  мутациям по  типу 
«сдвиг рамки считывания», в  результате ко-
торой получается укороченный белок с  со-
хранением N-концевого домена. Укороченная 
форма белка способна сформировать тройной 
комплекс с Pph3 и Psy2, но последний не в со-
стоянии реализовать свои энзиматические 
функции.

Мутант pph3Δ проявляет экстремально 
высокий уровень спонтанного репаративно-
го мутагенеза аналогично двойному мутанту 
pph3Δ hsm6-1. Таким образом, можно говорить 
об эпистатическом характере взаимодействия 
мутаций pph3Δ и hsm6-1. Мутации pph3Δ, psy4Δ 
и  hsm6-1 стимулируют склонный к  ошибкам 
путь репарации ДНК.

В необлученных клетках чекпойнт индуци-
руется, когда остановленные перед разрывами 
ДНК репликативные комплексы инициируют 
образование брешей [3, 5]. В ответ на образо-
вание однонитевой ДНК активируется Mec1, 
а затем Rad53 киназа. Активация Rad53 явля-
ется кратковременной вследствие малого ко-
личества спонтанных разрывов ДНК в клетках 
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дикого типа и мутантах pph3Δ и psy4Δ, и не ока-
зывает существенного влияния на увеличение 
уровня спонтанного репликативного мутагене-
за. Деактивация Rad53 в мутанте hsm6-1 являет-
ся пролонгированной в сравнении с мутантом 
psy4Δ; результатом этого является повышение 
уровня спонтанного мутагенеза. Резко повы-
шенный уровень спонтанного мутирования 
в  клетках мутанта pph3 наблюдается в  случае 
упорядоченного посева, когда число спонтан-
ных разрывов ДНК существенно выше, чем 
в случае флуктуационного теста.

Чекпойнтный белок Rad9 способен связы-
ваться с  гистоном γН2А [2, 3], в  результате 
чего происходит активация Rad9p, который, 
в  свою очередь, связывается с  неактивным 
белком Rad53. За  этим следует стадия Mec1-
зависимого фосфорилирования Rad53 и  ав-
тофосфорилирования Rad53. Для активации 
Rad9 и  Rad53 строго необходимым является 
присутствие гистона γН2А в  структуре хро-
матина. После завершения процесса репара-
ции ДНК гистон γН2А полностью удаляется 
из хроматина, что приводит к терминации ак-
тивации Rad9 и Rad53 [3, 5].

Белок Pph3 является каталитической субъ-
единицей PPH3 фосфатазного комплекса, 
биохимической функцией которого является 
дефосфорилирование гистона γН2А. Фосфа-
таза PPH3 формирует стабильный комплекс 
с  гистоном γН2А; процесс дефосфорилиро-
вания гистона является сильно протяженным 
во  времени. Элиминирование гистона γН2А 
из  структуры хроматина происходит незави-
симо от  работы тройного комплекса. Другой 
комплекс, состоящий только из  двух субъе-
диниц (Pph3 и  Psy2) дефосфорилирует бе-
лок Rad53. Баланс между двумя указанными 
комплексами регулируется внутриклеточны-
ми факторами [2–5]. У  дрожжей S. cerevisiae 
была обнаружена фосфатаза Glc7, также от-
ветственная за  дефосфорилирование гисто-
на γН2А [3]. Когда оба фермента представле-
ны в клетке, количество свободных гистонов 
γН2А будет снижено, что провоцирует распад 
комплекса PPH3–γН2А. Это смещает равно-
весие между комплексами PPH3 и Pph3–Psy2 
в  сторону последнего. Свободный комплекс 
Pph3–Psy2 дефосфорилирует активный Rad53, 
который, в  свою очередь, инициирует выход 
клетки из чекпойнта [5].

После облучения клеток УФ в  процессе 
репликации образуются одноконцевые ДНР 

ДНК. В мутантах psy4Δ и pph3Δ значительное 
увеличение уровня мутагенеза наблюдалось 
только при высоких дозах УФ облучения, т. е. 
именно в  этом случае, имелось достаточное 
количество ДНР ДНК, что приводило к пере-
ходу клетки в состояние чекпойнта. Увеличи-
вается также количество свободных гистонов 
γН2А, что отражается на  уровне индуциро-
ванного мутагенеза.

Механизм репарации двуконцевого ДНР 
отличается от  механизма репарации одно-
концевого ДНР ДНК: гистоны H2A фосфо-
рилируются на большем протяжении от обо-
их концов ДНР, что приводит к образованию 
множественных фосфорилированных гисто-
нов γН2А. Дальнейшее увеличение количе-
ства ДНР ДНК приводит к росту уровня инду-
цированного мутагенеза. Для подтверждения 
данного предположения мы использовали 
γ-лучи как источник множественных двуни-
тевых разрывов в ДНК.

Частоты возникновения мутаций, инду-
цированных γ-лучами, были сверхвысокими 
для всех изученных мутантов в  сравнении 
со  штаммом ДТ. Максимальный уровень ин-
дуцированного мутагенеза наблюдался в  G1-
фазе роста мутантных клеток. В почкующихся 
дрожжах деградация 5’-концов ДНК происхо-
дит за достаточно короткий срок в результате 
быстрого обмена участкам цепей ДНК между 
сестринскими хроматидами. Вследствие этого, 
накопление γН2А также будет скоротечным, 
а  активация Rad53р  – минимальной. Напро-
тив, в G1-фазе деградация 5’-концов ДНК бу-
дет более протяженной во времени вследствие 
невозможности правильной рекомбинации 
между хроматидами, что приведет к увеличе-
нию концентрации гистонов γН2А.

Ранее мы предполагали, что чувствитель-
ность мутанта hsm6-1 к летальному действию 
УФ лучей и повышенный уровень спонтанно-
го и  индуцированного мутагенеза обуслов-
лены задержкой выхода клеток из чекпойнта 
[1]. В  настоящей работе нами получено под-
тверждение высказанному предположению. 
Мутация pph3Δ инактивирует тройной фос-
фатазный комплекс, интенсивность дефос-
форилирования Rad53p сильно снижается, 
что влечет увеличение уровней спонтанного 
и  УФ-индуцированного мутагенеза. То  есть, 
замедление фосфорилирования Rad53p мож-
но считать основной причиной повышения 
уровня индуцированного мутагенеза.
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Таким образом, функция тройного комплек-
са PPH3 может состоять в контроле скорости 
выхода поврежденных клеток из  чекпойнта 
и  активации механизма пострепликативной 
репарации ДНК. PPH3 (аналогично Glc7) свя-
зывается с de novo синтезированными гисто-
нами γН2А, транспортируемыми в  нуклео-
плазму, и проводит их дефосфорилирование. 
По  окончании процесса репарации ДНК ко-
личество свободных гистонов γН2А снизит-
ся, и  несвязанный с  γН2А комплекс PPH3 
подвергнется диссоциации с  образованием 
двухсубъединичного комплекса Pph3-Psy2, 
который инициирует дефосфорилирование 
Rad53p. Промежуточно дефосфорилирован-
ный Rad53p способен активировать синтез 
дНТФ, что является сигналом к  началу про-
цесса пострепликативной репарации ДНК, со-
провождающейся резким повышением уров-
ня репаративного мутагенеза. В случае, когда 
в составе комплекса PPH3 находится дефект-
ная субъединица, кодируемая аллелем HSM6, 
диссоциация тройного комплекса замедлена, 
что приводит к  пролонгации существования 

фосфорилированной формы Rad53p, являю-
щейся сигналом активации пострепликацион-
ной репарации ДНК. Последующее дефосфо-
рилирование Rad53p приводит к деактивации 
чекпойнта, выключению РНР и  завершению 
пострепликативной репарации.

Таким образом, полученные нами результа-
ты позволяют говорить о гене PSY4 как о клю-
чевом регуляторе мутагенеза, вызванного по-
вреждениями ДНК, у дрожжей S. cerevisiae.
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PSY4PSY4 GENE IS A KEY REGULATOR OF DNA DAMAGE INDUCED 

MUTAGENESIS IN YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAESACCHAROMYCES CEREVISIAE

Fedorov D. V., Evstyukhina T. A., Chernenkov A. Yu., Korolev V. G.

Petersburg Nuclear Physics Institute, Gatchina, Russia

Pph3 phosphatase is involved in the dephosphorylation of the crucial checkpoint kinase Rad53 in 
yeast Saccharomyces cerevisiae. Pph3 protein forms a complex with a Psy2 subunit, which binds to Rad53 
kinase and dephosphorylates it without the involvement of a third subunit. Triple complex consisting of 
Pph3, Psy2 and Psy4 subunits dephosphorylates γН2А. Earlier, we have shown that the HSM6 gene rep-
resents an allele of PSY4 gene. Th e hsm6-1 mutation increased the frequency of DNA repair spontaneous 
and UV-induced mutagenesis. In this study, we show that the deletion of PPH3 gene increases the rate 
of spontaneous mutagenesis by a factor of seven in S. cerevisiae. At high UV light doses the frequencies 
of mutations in pph3Δ, psy4Δ and hsm6-1 mutant strains are equal and exceed the level of mutagenesis 
in the wild type strain approximately twofold. In case of reparative spontaneous mutagenesis, pph3Δ and 
hsm6-1 mutations show epistatic eff ect. All mutants exhibited higher (approximately 10-fold) frequency 
of γ-induced mutations in comparison with the wild type strain. Pph3-Psy2-Psy4 protein complex is sup-
posed to be a key regulator of DNA damage induced mutagenesis in yeast S. cerevisiae. To our knowledge, 
this is a fi rst report of PSY4 and PPH3 genes to be the crucial regulators of gamma rays induced muta-
genesis in yeast S. cerevisiae. Th ese results are in accordance with previously obtained evidence of gene 
PSY4 to control the UV-induced mutagenesis. Th is research makes clear the fundamental process of DNA 
repair and mutagenesis regulation through chromatin modifi cations.
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ IN SITUIN SITU ДЕТЕКЦИЯ 

МИКРООРГАНИЗМОВ В ФИЛЬТРАЦИОННЫХ ВОДАХ 

ПОЛИГОНА ЗАХОРОНЕНИЯ ТВЁРДЫХ 

БЫТОВЫХ ОТХОДОВ

 Шаравин Д. Ю.1,  Беляева П. Г.1,  Саралов А. И.1, 

 Кузнецов Б. Б.2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь; 
2Центр «Биоинженерия» РАН, Москва, Россия

Было исследовано микробное сообщество обводного канала городского полигона твёр-
дых бытовых отходов «Софроны», Пермь, Россия. Наиболее многочисленными были пред-
ставители домена Bacteria, составившие до 65% от общего числа клеток. Филум Proteobacteria 
среди Bacteria составил 83%. В «тепловодной» пробе доминировали термофильные клоны 
трёх кластеров филума Euryarchaeota домена Archaea и группа клонов термофильных бак-
терий филума Th ermotogae. По мере охлаждения сточных вод полигона снижалось содер-
жание Delta- и Gammaproteobacteria, но увеличивалась доля Alphaproteobacteria.

Ключевые слова: сточные воды, микроорганизмы, молекулярная in situ детекция.

Актуальность и цель работы. Известно, что 
большая часть городских твёрдых бытовых от-
ходов складируется на  специализированных 
полигонах захоронения твёрдых бытовых от-
ходов (ПТБО). Температура тела полигона мо-
жет варьировать от 30 ºC до 60 ºC вследствие 
разложения разнообразного органического 
субстрата. Процессы анаэробного разложе-
ния биополимеров высвобождают множество 
простых соединений, а также биогаз, состоя-
щий преимущественно из  CH4 и  CO2. При 
этом вклад полигонов в глобальную эмиссию 
метана оценивается в 6–12%. Однако микроб-
ная экология и функционирование подобных 
объектов остаются плохо изученными [1].

Целью настоящего исследования являлась 
молекулярная in situ идентификация микро-
организмов с  использованием метода FISH 
и анализ библиотеки клонов генов 16S рРНК 
и mxaF фильтрационных вод ПТБО.

Материалы и  методы. Были исследованы 
старая «холодноводная» секция ирригацион-
ного канала в южной части ПТБО и молодая 
«тепловодная» секция в северной части ПТБО, 
где в середине марта при температуре окружа-
ющей среды –13 ºC температура у дна превы-
шала 23 ºC. ДНК из проб сточных вод экстра-
гировали, используя Soil DNA Extraction kit 

(MoBio, Laboratories, USA). При проведении 
ПЦР использовали праймеры: f1003 и  r1561 
(для mxaF), 27f и  1492r (16S рРНК Bacteria), 
A8F, A800R, A1041R (16S рРНК Archaea) [2–4]. 
Очищенные ПЦР-фрагменты были клониро-
ваны в  векторную систему pGEM-T (Promega, 
USA) в клетки Escherichia coli DH5α. Общее ко-
личество клеток бактериопланктона определя-
ли методом эпифлуоресцентной микроскопии 
с  окрашиванием их ДНК-специфичным кра-
сителем ДАФИ (4’6’-диамино-2-фенили ндо-
лом). В методе FISH использовали групп-спе-
цифичные зонды ARC 344 (Archaea), EUB 338 
(Bacteria), HGC69a (Actinobacteria), SRB385Db 
(Deltaproteobacteria), ALF1b (Alphaproteobacte-
ria), BET42a (Betaproteobacteria), Gam42a (Gam-
maproteobacteria) и  CFB560 (Bacteroidetes) [5]. 
Нуклеотидные последовательности депони-
рованы в GenBank под номерами KM870230–
KM870503.

Результаты. Слабощелочные фильтрацион-
ные воды молодой «тёпловодной» секции по-
лигона характеризовались высоким уровнем 
загрязнения по  аммонию, нитратам, нитри-
там, фосфору, железу, хрому, никелю и метану. 
В старой «холодноводной» секции наблюдалось 
резкое снижение цветности раствора, концен-
трации метана, азота, общего фосфора, хрома, 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 621

железа и  натрия. Общее количество клеток, 
определённое по ДАФИ, в обеих пробах было 
приблизительно одинаково (98 × 106  кл/ мл). 
Доминировали представители Bacteria. Prote-
obacteria были представлены в количестве бо-
лее 50% для обеих проб по  ДАФИ или более 
83% от  Bacteria (Gammaproteobacteria 58,5% 
в «тёплой» пробе и 32,2% в «холодной», Delta-
proteobacteria 8,2% и  3,3%, Alphaproteobacteria 
6,8% и 21,4%, Betaproteobacteria 10,0% и 27,3% 
от  Bacteria). Количество представителей до-
мена Archaea достигало 6,3% от ДАФИ в «тё-
плой» пробе, но снижалось до 0,6% в «холод-
ной». Минорный компонент был представлен 
филумами Actinobacteria и Bacterioidetes (2–4% 
от Bacteria).

Согласно филогенетическому анализу ар-
хейных клонов гена 16S рРНК, в  «тёплой» 
пробе один клон был связан с новым филумом 
Th aumarchaeota, четыре  – с  недавно описан-
ным видом Crenarchaeota, Ignisphaera aggregans, 
36 клонов с  метаногенными археями филума 
Euryarchaeota. Клоны метаногенов форми-
ровали три гетерогенных кластера: 28 кло-
нов “Candidatus Methanomethylophilus alvus”, 
4 клона “Candidatus Methanomassiliicoccus 
intestinalis” и 4 клона Methanomicrococcus blat-
ticola. По сравнению с имеющимися данными 
об  аналогичных антропогенных местообита-
ниях нами обнаружено бóльшее разнообразие 
Archaea.

Из 135 эубактериальных клонов 103 кло-
на были связаны с  Proteobacteria, 59 клонов 
с Gammaproteobacteria и 32 клона с Betaproteo-
bacteria. Группа клонов Pseudomonas caeni HY-
14 в «тёплой» пробе формировала гетероген-
ный кластер с клонами нитрат-редуцирующего 
гетеротрофа Idiomarina taiwanensis PIT1 и аэ-
робного гетеротрофа Pseudomonasmaricurvus 
alkylphenoliticus KU41G. Также, в данной про-
бе 12 клонов формировали гомогенный кла-
стер бетапротеобактерией Advenella kashmi-
rensis WT001.

Значительное количество клонов представ-
ляли высокогомогенную филогенетическую 
группу, связанную с Defl uviitoga tunisiensis DSM 
203805, принадлежащую филуму Th ermotogae. 
Как «тёплая», так и «холодная» пробы содер-
жали по 2–4 клона представителей Delta- и Ep-

silonproteobacteria. Группа клонов, связанных 
с Bacterioidaceae, Clostridia, гаммапротеобакте-
рией Th iomicrospira sp. NP20, и  альфапротео-
бактерией Roseovarius sp. SS16.20 16S, обнару-
жена только в пробе «холодных» сточных вод.

Ген, кодирующий метанолдегидрогеназу, 
ключевой фермент пути ассимиляции мета-
нола, был обнаружен во  всех исследованных 
образцах. Филогенетический анализ полу-
ченных сиквенсов показал, что клоны форми-
ровали три основных группы. Из пробы «тё-
плых» вод 29 клонов mxaF-гена принадлежали 
гаммапротеобактериальному метанотрофу 
Methylobacter luteus, 2 клона  – альфапротео-
бактериальным метанотрофам Methylosinus 
trichosporium/Methylocystis parvus. Из  пробы 
«холодных» фильтрационных вод 30 клонов 
были близки с бетапротеобактериальным ме-
тилотрофом Advenella kashmirensis W13003. 
Согласно полученным данным представите-
ли Gammaproteobacteria доминируют во  всех 
пробах, однако, в «холодной» пробе ни одного 
mxaF клона гаммапротеобактерий обнаруже-
но не  было. Напротив, здесь доминировали 
представители Betaproteobacteria.

Таким образом, обнаруженное филогене-
тическое разнообразие Bacteria (в  частно-
сти метано- и  метилотрофных Proteobacteria) 
и  Archaea в  «тёплой» и  «холодной» пробах 
фильтрационных вод показывает уникаль-
ность данной экосистемы не имеющей анало-
гов в природе.

Работа поддержана Программой УрО 
РАН «Молекулярная и  клеточная биология» 
(№ 01201256858).
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Microbial community of municipal landfi ll irrigation canal was investigated by means of FISH meth-
od, mxaF and 16S rRNA gene library analysis. Most abundant representatives of domain Bacteria com-
prised up to 65% of the total cell number as estimated by DAPI staining and of phylum Proteobacteria – 
83% of the number of Bacteria detected by FISH. In “warmwater” sample predominant clones of three 
diff erent clusters of anaerobic methylotrophic methanogens of domain Archaea and highly homogenous 
phylogenetic group of clones within phylum Th ermotogae were identifi ed. Th e proportion lowering was 
registered in Delta- and Gammaproteobacteria, especially methanotrophs. Meanwhile, the fraction of Al-
phaproteobacteria was elevated.

Развитие современной микробиологии, 
особенно физиологии микроорганизмов, не-
мыслимо без использования широкого спек-
тра молекулярно-биологических методов. 
Полимеразная цепная реакция, рестрикцион-
ные эндонуклеазы и  лигазы давно уже стали 
незаменимыми помощниками исследователя 
при изучении роли тех или иных клеточных 
компонентов. Их применение обеспечивает 
возможность конструирования сверхэкспрес-
сионных векторов, получения делеционных 
мутантов, выделения рекомбинантных бел-
ков, оценки эффективности in vivo взаимодей-
ствий и многое другое [1].

Особое место среди инструментов решения 
фундаментальных и  прикладных задач зани-
мают генные слияния. Они представляют со-
бой полинуклеотидные цепи, искусственно 

составленные из  фрагментов природных ге-
нов и/или специально синтезированных коди-
рующих последовательностей.

Останавливаясь лишь на  некоторых вари-
антах генных слияний, можно выделить кон-
струкции используемые (1) для выделения 
экспрессируемых белков, (2) для создания хи-
мерных ферментов и  регуляторных молекул 
и (3) репортерные слияния, позволяющие ко-
личественно измерять уровень экспрессии ис-
следуемого гена.

В первом случае, мы обычно имеем дело 
с  векторами, в  которых клонируемые гены 
объединяются с последовательностями, коди-
рующими полипептидные цепочки со  свой-
ствами специфических лигандов. Наиболее 
известна в  этом отношении последователь-
ность, обеспечивающая введение в  состав 

ГЕННЫЕ СЛИЯНИЯ КАК ИНСТРУМЕНТ РЕШЕНИЯ 

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ И ПРИКЛАДНЫХ ЗАДАЧ

 Шумков М. С.1,  Шумкова Е. С.1,  Плотникова Е. Г.2,3

1Институт биохимии им. А. Н. Баха РАН, Москва; 2Пермский государственный
национальный исследовательский университет, Пермь; 3Институт экологии 

и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Данный обзор имеет целью коротко обобщить некоторые достижения в области соз-
дания и  использования генных слияний. Рассматриваются вопросы измерения генной 
экспрессии, выделения рекомбинантных белков, конструирования гибридных ферментов 
и создания цельноклеточных биосенсоров.

Ключевые слова: генные слияния, химерные белки, биосенсоры.
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гибридного белка полигистидинового «хво-
ста», существенно облегчающего очистку ре-
комбинантного белка методами аффинной 
хроматографии. Помимо этого, в  состав экс-
прессируемого белка таким же образом могут 
быть введены последовательности, обеспечи-
вающие адресную доставку синтезируемой 
молекулы, её экспонирование на поверхности 
бактериальной клетки и  даже последующее 
удаление «неродных» полипептидных доменов 
с целью получения выделенного белка в немо-
дифицированном виде.

Генные слияния, обеспечивающие синтез 
химерных молекул, составленных из  частей 
полноразмерных природных белков, исполь-
зуются, например, для изучения свойств ре-
гуляторов белкового синтеза. Так, варианты 
фактора терминации трансляции человека 
с  введёнными в  его состав участками анало-
гичного белка архей позволили детально про-
следить процесс распознавания стоп-кодонов 
у  организмов с  вариантным генетическим 
кодом [2]. С  другой стороны, объединение 
в  одной бифункциональной молекуле β-га-
лактозидазы и  галактозодегидрогеназы при-
вело к созданию гибридного фермента и обе-
спечило возможность более эффективного 
протекания сопряженных ферментативных 
реакций в биотехнологии [3].

Репортерные генные слияния отличаются 
тем, что в итоговой гибридной молекуле одна 
из  частей выступает в  качестве репортера, 
то есть может «сообщать» исследователю ин-
формацию о содержании белка в клетке и за её 
пределами, о скорости его биосинтеза и дегра-
дации, о местонахождении целевого полипеп-
тида в той или иной фракции клеточного ли-
зата и  т. д. Такое свойство позволяет широко 
использовать подобные конструкции для изу-
чения экспрессии генов, поиска промоторных 
областей оперонов, выделения и  очистки ре-
комбинантных белков, исследования взаимо-
действия молекул in vivo и  создания цельно-
клеточных биосенсоров.

В качестве репортера нередко использует-
ся уже упоминавшаяся β-галактозидаза. Её 
активность может быть легко детектирована 
с  использованием хромогенных субстратов, 
например, о-нитрофенил-β-D-галактопирано-
зида. Названное соединение бесцветно, но рас-
щепление его по β-галактозидной связи при-
водит к образованию жёлтого о-нитрофено ла, 
концентрация которого в реакционной смеси, 

пропорциональная уровню экспрессии иссле-
дуемого гена, может быть легко определена 
спектрофотометрически. Несмотря на  высо-
кую чувствительность этого метода, позво-
ляющего уверенно детектировать транскрип-
цию гена даже при синтезе всего лишь одной 
копии его мРНК за генерацию [4], он не может 
быть использован для «прижизненной» детек-
ции генной экспрессии. Для решения таких 
задач обычно применяют слияния с  генами 
флуоресцентных белков, подобных зелёному 
флуоресцентному белку (GFP).

GFP и GFP-подобные молекулы, в реальном 
времени излучающие кванты света при облуче-
нии электромагнитными волнами определён-
ной длины, позволяют не только исследовать 
уровень генной экспрессии или выявить ло-
кализацию изучаемого белка, но и проследить 
его перемещения в  живых клетках и  тканях 
и  даже обнаружить белок-белковые взаимо-
действия. Одним из ограничений использова-
ния флуоресцентных белков является наличие 
в клетках других способных к флуоресценции 
молекул, однако оно преодолевается подбо-
ром репортера с неперекрывающимся диапа-
зоном излучения.

Особой сферой использования репортер-
ных генных слияний является создание бак-
териальных биосенсоров, которые основыва-
ются на естественных механизмах активации 
генной экспрессии в  ответ на  определённое 
внешнее воздействие. Если pH или температу-
ру легче измерить физическими методами, то, 
например, концентрацию в почвенной вытяж-
ке стойких загрязнителей окружающей среды 
полихлорированных бифенилов определить 
аналитически весьма сложно, особенно, если 
это необходимо сделать в  «полевых» усло-
виях. В  этом случае можно сконструировать 
слияние гена GFP с  частью гена, транскрип-
ция (и трансляция) которого возрастают в от-
вет на  поступление в  клетку детектируемых 
соединений, а  затем просто измерить интен-
сивность свечения с  использованием порта-
тивного флуориметра или флуоресцентного 
микроскопа.

Таким образом, использование генных сли-
яний позволяет исследователю решить широ-
кий спектр разнообразных фундаментальных 
и  прикладных задач. Разработаны методы 
определения сложных химических соедине-
ний, созданы конструкции для выявления 
возбудителей различных заболеваний и  т. д. 
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APPLICATIONS OF GENE FUSIONS FOR RESOLVING 

OF FUNDAMENTAL AND APPLIED TASKS
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Th e proposed review aims to give a short introduction into construction and diff erent ways of usage 
of gene fusions. Th e gene expression measurement, recombinant proteins purifi cation, hybrid enzymes 
creation and living-cell biosensors construction are under consideration.

Возможно, завтра человек найдёт для генных 
слияний новые интересные и  полезные при-
менения…
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Актуальность и  цель работы. Rhodococcus 
ruber P25 представляет интерес как активный 
деструктор полихлорбифенилов (ПХБ) – чрез-
вычайно устойчивых и опасных загрязнителей 
природной среды [1].

Разложение бифенила/ПХБ у  бактерий 
проходит по  общему, «верхнему пути» био-
деградации бифенила, в  процессе которого 

бифенил расщепляется до  пентадиеновой 
и  (хлор) бензойной кислоты в  результате че-
тырех последовательных ферментативных ре-
акций с участием мультикомпонентной бифе-
нил 2,3-диоксгеназы (БДО), включающей три 
α-, три β-субъединицы, ферредоксин и ферре-
доксин редуктазу; бифенил-2,3-дигидродиол 
2,3-дегидрогеназы, 2,3-дигидроксибифенил 

ОСОБЕННОСТИ ОРГАНИЗАЦИИ ГЕНОВ 

ДЕСТРУКЦИИБИФЕНИЛА/ПОЛИХЛОРИРОВАННЫХ 

БИФЕНИЛОВ RHODOCOCCUS RUBERRHODOCOCCUS RUBER P25
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Rhodococcus ruber P25 представляет интерес как активный деструктор бифенила/полих-
лорбифенилов – чрезвычайно устойчивых и опасных загрязнителей природной среды. C 
использованием платформы GS Junor (Roche) проведено секвенирование генома штамма 
P25. В результате анализа контигов выявлен кластер генов деструкции бифенила, органи-
зация которого отличается от известных к настоящему времени bph-оперонов.

Ключевые слова: Rhodococcus ruber, полихлорированные бифенилы, bph-оперон, би-
фенил 2,3-диоксигеназа.
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1,2-ди оксигеназы и  2-гидрокси-6-оксо-6-фе-
нилгекса-2,4-диеноат (ГОФДК) гидролазы. 
БДО  – ключевой фермент, специфичность 
которого определяет спектр конвертируемых 
бактериями конгенеров ПХБ [2].

Ранее с  использованием ДНК R. ruber P25 
были получены нуклеотидные последователь-
ности гена α-субъединицы БДО (bphA1) соот-
ветствующие активному центру (АЦ) и кластеру 
Риске (КР) (GenBank no. KP985699). Дедуктив-
ные аминокислотные последовательности ока-
зались на 99 и 100% (соответственно АЦ и КР) 
сходны с геном α-субъединицы фенилпропио-
нат диоксигеназы бактерий рода Rhodococcus 
(WP_010592303.1) и на 97 и 99% (соответствен-
но АЦ и  КР)  – nah/bph-генами диоксигеназы 
Rhodococcus sp. EsD8 (WP_006933068.1). Пол-
ную нуклеотидную последовательность гена 
bphA1 получить не удалось [3].

У большинства бактерий гены, отвечающие 
за  деградацию бифенила и  ПХБ, организова-
ны в кластеры. Известно несколько типов кла-
стеров bph-генов [2]. Данных о структуре bph-
оперона R. ruber в литературе нет.

Цель работы  – выявить гены деструкции 
бифенила в контигах, полученных в результа-
те геномного секвенирования R. ruber P25.

Материалы и  методы. Объект исследова-
ния – штамм R. ruber P25 (=ИЭГМ896), выде-
ленный из  почвы, загрязненной галогениро-
ванными ароматическими соединениями [1]. 
Выделение тотальной ДНК проводили по обще-
принятому методу [4]. Секвенирование генома 
и сборку контигов осуществляли на платфор-
ме GS Junior (Roche). Поиск открытых рамок 
трансляции (ОRF) осуществляли с  исполь-
зованием программ GeneMark и  GLIMMER. 
Трансляцию нуклеотидных последовательно-
стей проводили в  UniproUGENE. Поиск го-
мологичных последовательностей проводили 
по базам данных GenBank/DDBJ/EMBL (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov) с использованием алго-
ритма BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Результаты. Проведено секвенирование ге-
нома активного деструктора бифенила/ПХБ 
R. ruber P25. Суммарная длина контигов соста-
вила 5728255 п. н., что сопоставимо с размером 
генома R. pyridinivorans SB3094 (NC_023150.1), 
наиболее близкого по  гену 16S рРНК виду 
R. ruber, для которого известен полный геном.

В результате анализа контигов выявлен 
кластер генов «верхнего пути» деструкции 
бифенила/ПХБ. Организация bph-оперона 

у штамма P25 отличается от таковой у извест-
ных бак терий-деструкторов бифенила/ПХБ: 
bphRorf2orf1A4DCA1A2A3 Транскрипция orf1 
и  orf2 идет в  направлении, противоположном 
bphR и bphA4DCA1A2A3B. Предполагается, что 
выявленные гены кодируют следующие белки: 
bphR (723 п. н.)  – регулятор транскрипции се-
мейства IclR; orf2 (234  п. н.)  – гипотетический 
белок, содержащий тетратрикопептид-повто ры 
(TPR); orf1 (1644  п. н.)  – гипотетический белок 
с  неизвестной функцией; bphA4 (1257  п. н.)  – 
ферредоксин редуктазу; bphС (870 п. н.)  – 
2,3-дигид роксибифенил 1,2-диоксигеназу; bphD 
(846  п. н.)  – ГОФДК-гидролазу; bphA1 (1332 
п. н.) – α-субъ единицу БДО; bphA2 (561 п. н.) – 
β-субъ  единицу БДО; bphA3 (390 п. н.) – ферредок-
син; bphB (768 п. н.) – бифенил 2,3-дигидроди ол 
дегидрогеназу. После bphB расположены гены, 
кодирующие ферменты «нижнего пути» де-
струкции бифенила – bphFGEorf0, участвующие 
в конверсии 2-гидроксипента-2,4-диеновой кис-
лоты до  ацетилСоА: 4-гидрокси-2-оксовалерат 
альдолаза, ацетальдегид дегидрогеназа, 2-кето-
4-пентеноат гидратаза, соответственно; orf0 ко-
дирует белок-регулятор транскрипции. Транс-
крипция генов bphFGE идет в  направлении, 
противоположном генам «верхнего пути» де-
струкции бифенила. Проведен BLAST-анализ 
транслированных нуклеотидных последова-
тельностей генов bph-оперона. Выявлен сле-
дующий уровень сходства аминокислотных 
последовательностей с  гомологичными бел-
ками (%): BphR – регулятор транскрипции се-
мейства IclR, R. ruber (WP_040275720.1) – 99; 
Orf1, Orf2  – не  найдено значимого сходства; 
BphA4  – пиридин нуклеотид-дисульфид ок-
сидоредуктаза R. ruber (WP_040275731.1) – 99, 
Rhodococcus sp. P14 (WP_010592306.1)  – 99, 
ферредоксин редуктаза Rhodococcus sp. EsD8 
(WP_006933073.1)  – 89; BphD  – ГОФДК-
гидролаза R. ruber (WP_040275733.1)  – 100, 
Rhodococcus sp. P14 (WP_010592305.1)  – 99, 
Rhodococcus sp. EsD8 (WP_044475720.1)  – 95;
BphС – 2,3-дигидроксибифенил 1,2-диоксиге-
наза R. ruber (CDZ92501.1) – 99, Rhodococcus sp. 
EsD8 (CCW10449.1)  – 94; BphA1-3-фенил-
пропионат диоксигеназа Rhodococcus sp. 
(WP_010592303.1)  – 100, α-субъединица nah/
bph-подобной диоксигеназы Rhodococcus   sp. 
EsD8 (WP_006933068.1) – 97; BphA2 – β-субъ-
единица бензол 1,2-диоксигеназы Rhodo-
coccus  sp. (WP_010592302.1)  – 100, R. ruber 
(WP_017680463.1)  – 98, β-субъединица БДО 
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Rhodococcus sp. EsD8 (WP_006933066.1)  – 94; 
BphA3  – (2Fe-2S)-содержащий белок R. ruber 
(WP_026137690.1)  – 100, ферредоксин 3-фе-
нилпропионат диоксигеназа Rhodococcus 
sp. EsD8 (WP_006933065.1)  – 94; BphB  – 
2,3-дигидрокси-2,3-дигидрофенилпропионат 
дегидрогеназа R. ruber (WP_040275749) – 100.

Таким образом, вероятно, что выявленный 
оперон участвует в  деструкции бифенила/
ПХБ. Структура bph-оперона R. ruber P25 от-
личается от известных к настоящему времени 
оперонов деструкции бифенила/ПХБ.

Работа поддержана грантом РФФИ 
№ 13-04-96049 р_урал_а. Геномное секвени-

рование выполнено в ЦКП «Геном» при ИМБ 
РАН (Москва).
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ORGANIZATION OF BIPHENYL AND POLYCHLORINATED 

BIPHENYLS DESTRUCTION GENES IN RHODOCOCCUS RUBER RHODOCOCCUS RUBER P25

Shumkova E. S.1,2, Olsson B. E.2,3, Plotnikova E. G.2,4

1A.N. Bach Institute of Biochemistry, RAS, Moscow, Russia; 2Perm State National Research University, 
Perm, Russia; 3University of Skövde, Skövde, Sweden; 4Institute of Ecology and Genetics of Microorgan-
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Rhodococcus ruber P25 is of interest as an active destructor of biphenyl and polychlorinated biphe-
nyls – highly resistant and dangerous environmental pollutants. Genome sequencing of the strain P25 
was conducted with GS Junor (Roche) platform. Biphenyl destruction genes cluster was identifi ed aft er 
contigs analysis. It’s organization is diff erent from the currently known bph-operons.
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БИОПЛЕНКООБРАЗОВАНИЕ STAPHYLOCOCCUS AUREUSSTAPHYLOCOCCUS AUREUS, 

ИЗОЛИРОВАННЫХ ОТ ПРАКТИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ ДЕТЕЙ 

И ИНФИЦИРОВАННЫХ MYCOBACTERIUM TUBERCULOSISMYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

 Алиева Л. О.,  Гордина Е. М.,  Щукина В. П., 

 Поспелова С. В.

ГБОУ ВПО Пермский государственный медицинский университет имени академика 
Е. А. Вагнера Минздрава России, Пермь, Россия

В сравнительном аспекте изучены частота бактерионосительства Staphylococcus aureus 
практически здоровых и  инфицированных микобактериями туберкулеза детей, а  также 
особенности биопленкообразования этих микроорганизмов. Показано, что как у практи-
чески здоровых, так и у инфицированных детей эти биотопы контаминированы S. aureus 
практически с одинаковой частотой. Все выделенные штаммы обладали способностью об-
разовывать биопленки. При этом месячная антибиотикотерапия не влияла на интенсив-
ность этого процесса. Штаммы, выделенные от практически здоровых детей, чаще отлича-
лись более выраженной степенью интенсивности биопленкообразования.

Ключевые слова: биопленкообразование, Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuber-
culosis.

Актуальность и  цель исследования. Ста-
филококки как представители нормофлоры 
входят в  состав микробиоценоза человека. 
Особенно часто они колонизируют различные 
участки кожи, слизистые оболочки носа и зева. 
Стафилококки могут существовать и  в  виде 
сложноорганизованных сообществ  – биопле-
нок [1], которые являются ключевой фазой 
бактериального развития, обусловливающего 
выживание бактерий [2, 3, 4]. Под биопленка-
ми принято понимать постоянно обновляюще-
еся сообщество микроорганизмов, закрепив-
шихся на биогенном или абиогенном субстрате, 
и  окруженных полимерным матриксом, кото-
рый предохраняет их от вредных воздействий 
и  является одним из  факторов межклеточно-
го взаимодействия [2, 5]. Биопленкообразо-
вание  – это сложный комплексный процесс, 
сформировавшийся в процессе эволюции, как 
способ выживания в различных условиях оби-
тания. Стафилококки обладают разнообраз-
ным набором факторов для его реализации. 
Это позволяет им «комфортно» существовать 
в  различных условиях, быть защищенными 
от  вредных факторов окружающей среды и, 
самое главное, противостоять действию раз-

личных антибактериальных препаратов [5, 3]. 
Известно, что на процесс биопленкообразова-
ния могут оказывать влияние различные фак-
торы, в  том числе и  постоянное применение 
антибактериальных препаратов [5, 3].

Цель исследования – сравнительный анализ 
степени выраженности биопленкообразования 
у  штаммов Staphylococcus aureus, изолирован-
ных от практически здоровых детей и инфици-
рованных микобактериями туберкулеза.

Материалы и  методы. Выполнено бакте-
риологическое исследование 28 мазков со сли-
зистых носа и  зева детей, инфицированных 
микобактериями туберкулеза, которые находи-
лись на лечении в Краевом детском санатории 
«Малыш». Первые пробы (14) забирали при по-
ступлении, вторые – через месяц на фоне про-
тивотуберкулезной терапии. Обследованы так-
же на стафилококковое бактерионосительство 
36 практически здоровых детей, посещающих 
детские дошкольные учреждения г. Перми. Обе 
группы сопоставимы по полу и возрасту.

Выделение культур стафилококков осущест-
вляли традиционным методом с  использова-
нием желточно-солевого агара в  соответствии 
с  Приказом МЗ СССР № 535 «Об  унифика-
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ции микробиологических методов исследова-
ния, применяемых в  клинико-диагностичес-
ких лабораториях лечебно-профилактичес ких 
учреждений», идентифицировали на  основа-
нии изучения биохимических свойств, исполь-
зуя тест-системы «Staphytest 24» фирмы «ERBА 
LACHEMA» (Чехия). Оценку результатов осу-
ществляли с помощью компьютерной програм-
мы «Микроб-2».

Биопленкообразующую способность S. au-
reus изучали в  96-луночных полистироловых 
планшетах для иммуноферментного анализа. 
В  6 лунок каждого ряда планшета вносили 
по 100 мкл инокулума определенного штамма, 
содержащего 107 КОЕ/мл, после чего планше-
ты инкубировали в течение 24 ч (37°С). Через 
сутки планктонную культуру удаляли и  био-
пленки дважды промывали 10 мМ фосфатным 
буфером (рН 7,2), затем окрашивали 0,1% рас-
твором генцианвиолета с последующей спир-
товой экстракцией связавшегося красителя. 
Детекцию окрашенных экстрактов биопленок 
осуществляли на  ридере BenchmarkPlus при 
длине волны 570 нм. Степень выраженности 
биопленкообразования (БПО) стафилококков 
определяли в соответствии с критериями, раз-
работанными S. Stepanovic [1].

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с  использованием программы 
Statistica 6.0. О статистически значимых разли-
чиях полученных результатов в сравниваемых 
группах судили по величине цифровых значе-
ний р. Критический уровень значимости (р) 
при проверке статистических гипотез в данном 
исследовании принимался равным 0,05.

Результаты. От  детей, инфицированных 
Mycobacterium tuberculosis, выделено 33 штамма 
стафилококков, в  том числе 14 изолятов при 
первичном обследовании (S. aureus  – 3, коа-
гулазоотрицательных (КОС) – 11) и 19 – при 
повторном (S. aureus – 7, КОС – 12). Таким об-
разом, на  фоне специфической антибактери-
альной терапии инфицированность S.  aureus 
биотопов детей статистически значимо вы-
росла  – до  терапии составила 21,4±5,7%, по-
сле – 36,8±9,8% (р=0,009).

Со слизистой оболочки практически здо-
ровых детей изолированно 28 культур стафи-
лококков, из них 12 штаммов S. aureus. Инфи-
цированность S.  aureus биотопов составила 
33,3±8,8%. Все культуры S. aureus независимо 
от  источника выделения характеризовались 
способностью образовывать биопленки. При 

этом более половины штаммов, выделенных 
от  инфицированных детей, при первичном 
обследовании характеризовались низкой сте-
пенью выраженности БПО (66,7±22,2%), сред-
ней – 33,3±11,1%. На фоне специфической анти-
бактериальной терапии число штаммов S. aureus 
с  низкой степенью БПО увеличилось и  соста-
вило 83,3±27,8%, средней  – 16,7±5,6%, однако 
эти различия не  были статистически значимы 
(р>0,05). Следовательно, кратковременная ан-
тибактериальная терапия по существу не влия-
ла на интенсивность БПО S. aureus.

В последующем проведен сравнительный 
анализ степени выраженности БПО S. aureus, 
выделенных от  детей, инфицированных ми-
кобактериями туберкулеза и  практически 
здоровых. 77,8±25,9% культур S. aureus, изо-
лированных от  детей, инфицированных ми-
кобактериями туберкулеза, обладали низкой 
степенью выраженности БПО, 22,2±7,4%  – 
средней. Что касается штаммов, выделен-
ных от  здоровых детей, то  число S. aureus 
с низкой и средней степенью БПО составило 
по  50,0±14,4%. Полученные различия стати-
стически значимы (p=0,042). Штаммов с высо-
кой степенью выраженности БПО в том и дру-
гом случаях выделено не было.

Таким образом, со слизистой оболочки но-
соглотки здоровых детей и инфицированных 
микобактериями туберкулеза, практически 
с одинаковой частотой изолировали S. aureus. 
Все выделенные культуры обладали способно-
стью к образованию биопленок. Установлено, 
что кратковременная противотуберкулезная 
терапия, по  существу, не  оказывает влияния 
на  интенсивность биопленкообразования 
S. aureus. Изоляты S. aureus практически здо-
ровых детей статистически значимо чаще 
обладали средней степенью выраженности 
данного признака, в сравнении с культурами, 
выделенными от  инфицированных микобак-
териями туберкулеза детей, для которых была 
характерная низкая степень БПО.
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BIOFILM FORMATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUSSTAPHYLOCOCCUS AUREUS 

ISOLATED FROM HEALTHY AND INFECTED CHILDREN 

WITH MYCOBACTERIUM TUBERCULOSISMYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Alieva L. O., Gordina E. M., Shchukina V. P., Pospelova S. V.

Academician E. A. Wagner Perm State Medical University, Perm, Russia

In the comparative aspects the frequency of Staphylococcus aureus bacteriocarrying of healthy and in-
fected children with Mycobacterium tuberculosis and characteristics of biofi lm formation of these micro-
organisms were studied. It was shown in healthy and infected children that these habitats were contami-
nated by S. aureus with the same frequency. All the strains of S. aureus formed biofi lms. Th e short-term 
antibiotic treatment did not aff ect the intensity of this process. Strains isolated from healthy children were 
oft en characterized by stronger degree of intensity of biofi lm formation.

Актуальность и  цель работы. Увеличение 
встречаемости антибиотикоустойчивых форм 
микроорганизмов является одной из актуаль-
ных проблем медицины. Более глубокому по-
ниманию процессов формирования антибио-
тикоустойчивости могло  бы способствовать 
детальное изучение механизмов действия 
антибиотиков и защитного ответа микроорга-
низмов. В последнее десятилетие широко об-
суждается возможность универсального для 
всех антибиотиков механизма бактерицидно-
го действия, связанного с усилением продук-
ции активных форм кислорода (АФК) в бакте-
риальных клетках и их самоокислением [1, 2]. 
Предполагается, что в  основе увеличения 
продукции свободных радикалов в  бактери-
альных клетках под действием антибиотиков 

лежит усиление дыхания и, соответственно, 
работы дыхательной цепи – основного источ-
ника АФК [1].

Целью работы является исследование па-
раметров дыхания клеток Escherichia coli, под-
вергнутых сублетальному действию антибио-
тиков разных групп.

Материалы и методы. Клетки Escherichia coli 
культивировали на LB-бульоне в микроаэроб-
ных условиях при 37 °C. Было изучено действие 
бета-лактамных (цефотаксим), фторхиноло-
новых (левофлоксацин) и  аминогликозидных 
(амикацин) антибиотиков, которые вносили 
в бактериальную культуру в начале экспонен-
циальной фазы роста. Оптическую плотность 
культуры оценивали сперктрофотометрически 
(λ=600 нм) Поглощение кислорода и  выделе-

ИЗМЕНЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ ДЫХАНИЯ 

КАК ОТВЕТНАЯ РЕАКЦИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 

КЛЕТОК НА ВОЗДЕЙСТВИЕ АНТИБИОТИКОВ

 Ахова А. В.,  Ткаченко А. Г.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, 
Пермь, Россия

Воздействие антибиотиков вызывает усиление дыхания и  повышение соотношения 
АТФ/АДФ в клетках E. coli. Временный подъем соотношения АТФ/АДФ обусловлен резким 
возрастанием АТФ на фоне медленного роста концентрации АДФ. Под действием фторхи-
нолоновых и бета-лактамных антибиотиков имеет место усиление процессов потребления 
кислорода и выделения углекислого газа, что свидетельствует о повышения уровня дыха-
ния в целом.

Ключевые слова: АТФ, активные формы кислорода, поглощение кислорода, выделение 
углекислого газа.
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ние углекислого газа бактериальной культурой 
измеряли при помощи респирометра Micro-
Oxymax (Columbus Instruments) [3]. Концентра-
цию адениловых нуклеотидов, экстрагирован-
ных из бактериальных клеток хлорной кислотой 
(0,4 М), определяли методом ВЭЖХ [4].

Результаты и  обсуждение. Воздействие 
фторхинолонового и  бета-лактамного анти-
биотиков вызывало статистически значимое 
(р<0,05) увеличение потребления кислорода 
бактериальной культурой по сравнению с кон-
тролем (20%- и  30%-ное увеличение, соответ-
ственно). Тенденция к  усилению потребления 
кислорода наблюдалась также в  условиях воз-
действия аминогликозида (20%), но  эффект 
не был статистически значимым (р=0,23). В свою 
очередь, выделение углекислого газа возрастало 
в  присутствии фторхинолона и  бета-лактама 
(15%- и  30%-ное увеличение, соответственно), 
в  отличие от  аминогликозида. Это приводило 
к тому, что в ответ на воздействие фторхиноло-
нового и  бета-лактамного антибиотиков соот-
ношение потребления кислорода к выделению 
углекислого газа (СО2/О2) было близко к тако-
вому в  контрольных условиях. В  то  же время, 
в  присутствии аминогликозида наблюдалось 
снижение соотношения СО2/О2, что может сви-
детельствовать о том, что на то же количество 
выделяемого углекислого газа приходилось 
больше потребляемого кислорода по  сравне-
нию с контрольными условиями.

Увеличение потребления кислорода бакте-
риальной культурой происходило на  началь-
ном этапе воздействия антибиотиков. В даль-
нейшем, изменение этого показателя зависело 
от  группы антибиотиков: в  присутствии це-
фотаксима потребление кислорода оставалось 
на более высоком уровне, чем в контрольных 
условиях (без добавки антибиотика), в случае 
фторхинолонов – снижалось до контрольного 
уровня, под действием амикацина – было зна-
чительно ниже контрольных значений.

Воздействие всех исследованных групп ан-
тибиотиков вызывало медленное накопление 
АДФ в  бактериальных клетках на  протяже-
нии всего времени наблюдения (4 часа после 
внесения антибиотиков) и резкий кратковре-
менный подъем внутриклеточной концентра-
ции АТФ. В клетках, подвергнутых действию 
антибиотиков, концентрация АДФ на момент 
окончания наблюдения была в среднем в 1,5-2 
раза выше, чем в  клетках, выращиваемых 
в контрольных условиях без добавки антибио-

тиков. Внутриклеточное содержание АТФ при 
добавке антибиотиков в  среднем возрастало 
в  1,5-3 раза. Увеличение концентрации АТФ 
и, соответственно, сдвиг в соотношении АТФ/
АДФ наблюдался в  течение определенного 
временного интервала, характерного для каж-
дого конкретного антибиотика. Резкий скачок 
концентрации АТФ происходил через 130-150 
минут после внесения левофлоксацина, через 
50-60 минут после добавки амикацина и через 
20 минут после начала воздействия цефотак-
сима. Наблюдаемый характерный скачок кон-
центрации АТФ незамедлительно следовал 
за  падением оптической плотности бактери-
альной культуры, свидетельствующим о  на-
чале бактерицидного действия антибиотиков. 
После резкого подъема, соотношение АТФ/
АДФ возвращалось на уровень, наблюдаемый 
до воздействия, и было ниже или равно тако-
вому в контрольных условиях.

Таким образом, под действием антибио-
тиков происходит увеличение потребления 
кислорода и выделения углекислого газа бак-
териальными клетками, что свидетельствует 
о  повышении уровня дыхания в  целом. На-
блюдается также резкое увеличение соотно-
шения АТФ/АДФ, которое происходит за счет 
накопления АТФ без снижения концентрации 
АДФ. Наблюдаемое возрастание внутрикле-
точной концентрации АТФ происходит, по-
видимому, не  за счет синтеза, а  в  результате 
неполной утилизации уже синтезированных 
молекул из-за торможения энергозависимых 
процессов (репликации, трансляции и т. п.) под 
действием антибиотиков. Показанные нами 
изменения энергетических параметров клет-
ки наиболее вероятно свидетельствуют о тор-
можении основного пути потока электронов 
в дыхательной цепи и переносе их на кислород 
в побочных реакциях образования АФК.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РНФ в  рамках научного проекта 
№ 15-13-00092.
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ALTERATION OF THE RESPIRATION OF BACTERIAL CELLS 

UNDER ANTIBIOTIC TREATMENT

Akhova A. V., Tkachenko A. G.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS, Perm, Russia

Th e acceleration of cell respiration and the increase of ATP/ADP in response to antibiotic treatment 
were shown. Th e temporary sharp rise in ATP/ADP was due to the accumulation of ATP with a slight 
increase in the ADP content. Fluoroquinolones and beta-lactams caused an acceleration of oxygen con-
sumption and carbon dioxide production showing an increase in the cell respiration rate.

Актуальность и цель работы. В современ-
ной и традиционной медицине при профилак-
тике и комплексной терапии многих болезней 
широко используются экстракты лекарствен-
ных растений. Среди биологически активных 
компонентов в  составе экстрактов большое 
внимание привлекают полифенолы (флавоно-
иды и танины) и экдистероиды. Диета, богатая 
полифенолами, способствует снижению риска 
возникновения заболеваний, связанных с окис-
лительным стрессом [1]. Фитоэкдистероиды 
структурно близки к гормонам линьки члени-
стоногих. Эти соединения не взаимодействуют 
с рецепторами стероидных гормонов млекопи-
тающих, однако проявляют высокую биологи-
ческую активность [2]. Влияние экдистероидов 
на микробиоту человека слабо изучено: извест-
но лишь, что они не оказывают отрицательного 
воздействия на ассоциации микроорганизмов, 
обитающих в кишечнике  [3]. 

Целью работы являлось изучение влияния 
экстрактов серпухи венценосной (Serratula 
coronata), пажитника сенного (Trigonella foe-
num graecum) и экдистероидсодержащей суб-
станции Серпистен на экспрессию стрессовых 
регулонов и  устойчивость к  пероксидному 
стрессу и  антибиотикам у  кишечных бакте-
рий E. coli.

Материалы и  методы. Химический состав 
экстрактов исследовали, определяя общий уро-
вень полифенолов с  реактивом Фолина-Чи-
кольте и содержание отдельных полифенолов 
и  экдистероидов методом ВЭЖХ. Измеряли 
способность экстрактов связывать свободные 
радикалы DPPH, хелатировать железо и про-
дуцировать Н2О2 при аутоокислении. В работе 
использовали штаммы E. сoli, несущие слия-
ния гена β-га лактозидазы (lacZ) с промотора-
ми генов katG, katE, sodA и rpoS, кодирующих 
каталазы HPI и  HPII, Mn-супероксиддисму-

ВЛИЯНИЕ ПОЛИФЕНОЛ- И ЭКДИСТЕРОИДСОДЕРЖАЩИХ 

ЭКСТРАКТОВ РАСТЕНИЙ НА УСТОЙЧИВОСТЬ ESCHERICHIA ESCHERICHIA 
COLICOLI К ПЕРОКСИДНОМУ СТРЕССУ И АНТИБИОТИКАМ

 Безматерных К. В.1,  Смирнова Г. В.1,  Володина С. О.2, 

 Володин В. В.2,  Октябрьский О. Н.1

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь; 
2Институт биологии Коми НЦ УрО РАН, Сыктывкар, Россия

Экстракты серпухи и  пажитника и  экдистероидсодержащая субстанция Серпистен 
снижали ингибирование роста E. coli в условиях пероксидного стресса и модифицировали 
действие антибиотиков, относящихся к различным классам. Серпистен предотвращал ли-
зис бактерий, вызванный β-лактамом цефотаксимом.

Ключевые слова: экдистероиды, полифенолы, антибиотики, пероксидный стресс, 
Escherichia coli.
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тазу и  регулятор общего стрессового ответа 
RpoS. Бактерии выращивали на среде М9 с до-
бавлением 2 г/л глюкозы, 0.2% казаминовых 
кислот и  10 мкг/мл тиамина. За  ростом сле-
дили путем измерения оптической плотности 
культуры (OD600). Полученные результаты 
были подвергнуты статистической обработке.

Устойчивость к H2O2 и антибиотикам опре-
деляли микропланшетным методом. В ячейки 
планшета добавляли по  5 мкл исследуемых 
экстрактов и концентрированных клеток, до-
водили М9 до общего объема 200 мкл и инку-
бировали на  качалках (140 об/мин, 37  °C) 20 
мин. Культивирование продолжали в течение 
30 мин при пероксидном стрессе (2мМ) и в те-
чение 70 мин при действии антибиотиков: ци-
профлоксацина (0.03, 0.3 и  3 мкг/мл), стреп-
томицина (10 и 40 мкг/мл) и цефотаксима (5 
и 10 мкг/мл). Затем отбирали пробы для опре-
деления активности β-галактозидазы и  коло-
ниеобразующей способности. Индекс антиок-
сидантной активности (АОА) рассчитывали:
 μ2 экстракта × μ1 контроля / μ1 экстракта × μ2 контроля, где μ1 
и μ2 – удельная скорость роста бактерий в от-
сутствие (контроль) и в присутствии экстракта 
до и после добавления Н2О2, соответственно. 
Активность β-галактозидазы измеряли по ме-
тоду Миллера. Минимальные ингибирующие 
концентрации антибиотиков (МИК) опреде-
ляли методом двойных разведений в иммуно-
логических планшетах.

Результаты. Наибольшее количество поли-
фенолов обнаружено в  экстракте пажитника 
(32.4±0.2 мкг/мг). Экстракт серпухи кроме по-
лифенолов (14.4±0.4 мкг/мг) содержал также 
20-гидроксиэкдизон (20Е) и 25S-инокостерон, 
которые были основными компонентами Сер-
пистена. По сравнению с серпухой, пажитник 
в  1.5 раза более эффективно связывал ради-
калы и  хелатировал железо, а  также в  3  раза 
интенсивнее продуцировал Н2О2. Серпи-
стен не  проявлял хелатирующей активности 
и  демонстрировал слабую способность к  ау-
тоокислению, но  имел достаточно высокую 
антирадикальную активность. Экстракты па-
житника и серпухи вызывали временное сни-
жение удельной скорости роста на 30% и 14%, 
соответственно. Серпистен не  влиял на  рост 
бактерий. Присутствие экстрактов серпухи 
и  пажитника в  среде повышало экспрессию 
генов katG и sodA в 1.3–1.4 раза, ингибировало 
экспрессию rpoS на 14% и 35%, соответствен-
но, и не оказывало воздействия на экспрессию 

katE. Серпистен не изменял экспрессию katG, 
katE и  rpoS, но  индуцировал sodA в  1.2 раза. 
Наблюдаемые эффекты экстрактов на  рост 
и экспрессию генов могут быть следствием ак-
тивности входящих в их состав полифенолов, 
аутоокисление которых продуцирует АФК, 
активирующие АО регулоны.

Экстракты серпухи и пажитника и, в мень-
шей степени, Серпистен оказывали защитное 
действие на  рост E. coli, обработанной 2 мМ 
Н2О2. Средний индекс АОА в четырех изучен-
ных штаммах E. coli составлял 4.5 для серпухи, 
5.7 для пажитника и  2.1 для Серпистена. Та-
ким образом, АО эффект в  большей степени 
проявляли экстракты, богатые полифенолами, 
чем Серпистен, содержащий экдистероиды. 
Это согласуется с ранее полученными данны-
ми [4], что флавоноидсодержащая фракция 
экстракта S. coronata была более эффектив-
на в качестве антиоксиданта при перекисном 
окислении липидов, чем экдистероидсодер-
жащая. Механизм АО действия полифенолов 
может быть связан как с  их способностью 
повышать экспрессию гена katG и, соответ-
ственно, каталазную активность клеток, так 
и  со  способностью хелатировать внутрикле-
точное железо, уменьшая продукцию токсич-
ных гидроксильных радикалов. АО эффект 
Серпистена максимально проявлялся в штам-
ме, мутантном по гену sodA (индекс АОА 3.9), 
и мог быть опосредован антирадикальной ак-
тивностью экдистероидов.

Исследуемые субстанции различным об-
разом модулировали действие антибиоти-
ков на бактерии E. coli в зависимости от типа 
антибиотика и  используемого теста. Присут-
ствие экстрактов серпухи и пажитника в среде 
в 2 раза повышало МИК для стрептомицина, 
канамицина и цефотаксима, но не оказывало 
влияния на МИК для ципрофлоксацина. Сер-
пистен не изменял МИК для всех антибиоти-
ков. Экстракты серпухи и пажитника в 1.4–2 
раза замедляли падение скорости роста бакте-
рий, вызванное ципрофлоксацином и  стреп-
томицином, и  существенно подавляли ли-
зис, индуцированный 5 мкг/мл цефотаксима. 
Примечательно, что Серпистен, практически 
не  оказывавший влияния на  скорость роста 
в  присутствии ципрофлоксацина и  стрепто-
мицина, полностью предотвращал лизис кле-
ток при добавлении цефотаксима. Защитный 
эффект Серпистена от цефотаксима сохранял-
ся в тесте на образование колоний: количество 
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КОЕ возрастало в 5 раз при концентрации ан-
тибиотика 10 мкг/мл. При экспозиции E. coli 
к ципрофлоксацину (0.03 и 3 мкг/мл) экстрак-
ты серпухи, пажитника и Серпистен увеличи-
вали КОЕ в 1,5–2 раза. Таким образом, моду-
лирующее влияние субстанций на рост E. coli 
в  присутствии антибиотиков, по-видимому, 
определяется содержанием полифенолов, 
в то время как за предотвращение лизиса, вы-
званного цефотаксимом, могут отвечать эк-
дистероиды. Механизм воздействия экдисте-
роидов на  мембраны остается неизвестным. 
Для клеток млекопитающих показано, что 
20Е снижает продукцию малоновых диальде-
гидов при окислительном повреждении мем-
бран. Протекторное действие полифенолов 
может быть связано с  их влиянием на  рост, 

экспрессию АО генов и хелатирование железа, 
что способствует повышению устойчивости 
к  различным стрессам. Модулирующий эф-
фект полифенолов и  экдистероидов должен 
учитываться при терапии с  использованием 
антибиотиков. Исследования поддержаны 
грантами РФФИ № 13-04-00706, 13-04-96039, 
14-04-96031.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Nijveldt R. J., et al. Am J Clin Nutr 2001, 74 (4), 
418-425.

2. Lafont R. Теоретическая и прикладная экология 
2012, 1, 6–12.

3. Тимофеев Н. П. Бутлеровские сообщения 2006, 
1–30.

4. Baґthoria M., et al. Fitoterapia 2004, 75, 162-167.

INFLUENCE OF POLYPHENOL- AND ECDYSTEROID-CONTAINING 

EXTRACTS ON ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI SUSCEPTIBILITY TO PEROXIDE 

STRESS AND ANTIBIOTICS

Bezmaternykh K. V.1, Smirnova G. V.1, Volodina S. O.2, 

Volodin V. V.2, Oktyabrsky O. N.1

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS, Perm; 
2Institute of Biology, RAS, Syktyvkar, Russia

Extracts from Serratula coronata and Trigonella foenum graecum and the ecdysteroid-containing supple-
ment Serpisten decreased a growth inhibition of E. coli under peroxide stress and modifi ed the action of an-
tibiotics belonging to diff erent classes. Serpisten prevented bacterial lysis provoked by β-lactam cefotaxime.

Актуальность и  цель работы. Пробле-
ма борьбы с  туберкулезом, опережающим 
по  уровню смертности другие инфекции 

и  уносящим около 2 миллионов человече-
ских жизней ежегодно, существенно ослож-
няется тем, что микобактерии способны 

ТОКСИН VapC ИНДУЦИРУЕТ ПЕРЕХОД MYCOBACTERIUM MYCOBACTERIUM 
SMEGMATIS SMEGMATIS В ПОКОЯЩЕЕСЯ СОСТОЯНИЕ

 Гончаренко А. В.,  Демиденок О. И.

ИНБИ РАН, Москва, Россия

Предполагается, что токсины ТА локусов принимают участие в формировании покоя-
щегося состояния микобактерий. В представленной работе было продемонстрировано, что 
гиперэкспрессия токсина VapC в Mycobacterium smegmatis приводит к формированию мор-
фологически отличных овоидных микобактерий. Овоидные клетки были нерепликативны, 
не включали меченый урацил и не дышали, что указывает на их покоящееся состояние.

Ключевые слова: токсин-антитоксиновые локусы, микобактерии, дормантность.
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выживать в  латентном (неактивном) состо-
янии. Для борьбы с  туберкулезом необхо-
димо понимание механизмов перехода его 
в латентную форму. Поскольку переход в по-
коящееся состояние сопровождается значи-
тельным снижением метаболизма, падением 
количеств мРНК и  рРНК, можно ожидать 
участие в этом процессе таких факторов как 
эндорибонуклеазы так называемых токсин-
антитоксиновых (ТА) систем, в  частности, 
рибонуклеазы VapC, гидролизующей мРНК 
и рРНК [1].

Целью данного исследования стало из-
учение токсина VapC ТА семейства vapBC 
в  формировании покоящегося состояния 
Mycobacterium smegmatis.

Материалы и  методы. В  качестве объекта 
исследования был выбран штамм Mycobacte-
rium smegmatis mc 2155 (wt).

Клонирование. Клонирование проводили 
с использованием штамма E. coli TG1. Ампли-
фикацию гена vapC M. smegmatis осуществля-
ли c праймеров 5’GGGGATCCGGAGGAATA
ATGGTTATCGACACTTCTGC3’ и  5’GCTGC
AGCGCGGCGTTGGGGTTGGACTGACC3’ 
(сайты рестрикции BamHI и  PstI подчёркну-
ты). ПЦР-продукты клонировали в  вектор 
pGEM-T (Promega), затем подвергали расще-
плению по  сайтам BamHI и  PstI, далее лиги-
ровали в вектор pMind по указанным сайтам. 
Экспрессию индуцировали добавлением 20 
нг/мкл тетрациклина.

Включение радиоактивной метки. Уро-
вень синтеза РНК определяли по включению 
[5,6 3H] урацила. К 1 мл суспензии клеток до-
бавляли 1 мкл [5,6 3H] урацила и инкубирова-
ли в течение 4 часов при 37°C при постоянном 
перемешивании. Далее 0,2 мл полученного об-
разца переносили в 15 мл 10% ТХУ (20 мин., 
0°C). Затем клетки, после нанесения на  сте-
клянный фильтр GFC («Whatman»), отмывали 
3-5 объёмами 10% ТХУ и 96% этанола. После 
высушивания фильтры помещали в сцинтил-
ляционную жидкость.

Определение дыхательной активности. 
Дыхательную активность клеток измеряли 
по скорости поглощения ими кислорода в тер-
мостатируемой полярографической ячейке 
c закрытым кислородным электродом типа 
Кларка. Реакционная смесь содержала 50 мМ 
фосфатный буфер (pH 7,0) и клеточный ком-
понент. Исследуемый материал вносили в объ-
ёме 1 мл. Температура измерения 25°C.

Изучение чувствительности клеток к дей-
ствию стрессовых факторов. Термоустой-
чивость клеток определяли по  соотношению 
титров КОЕ после прогревания в  диапазоне 
температур от 60°С до 80°С в течение 10 ми-
нут. Долю устойчивых к  антибиотику клеток 
определяли по соотношению титров КОЕ по-
сле 24 – часовой инкубации клеток в присут-
ствие различных концентраций антибиотика 
рифампицина (25, 50 и 100 мкг/мл). Перед вы-
севом обработанные клетки отмывали 50 мМ 
фосфатным буфером (pH  7,0) Для определе-
ния числа КОЕ клетки высевали на чашки Пе-
три с твёрдой питательной средой.

Результаты. Для подтверждения гипотезы 
об  участии токсина VapC в  процессе пере-
хода микобактерий в  покоящееся состоя-
ние, был получен штамм wt – vapC, осущест-
вляющий гиперэкспрессию токсина VapC 
в M. smegmatis.

Показано, что после индукции экспрессии 
токсина vapC в клетках M. smegmatis рост ре-
комбинантного штамма wt  – vapC останав-
ливался, о чём свидетельствовало отсутствие 
изменения значения оптической плотности 
исследуемой культуры и числа КОЕ.

Обнаружено, что экспрессия токсина VapC 
приводит к  образованию морфологически 
измененных овоидных клеток M. smegmatis. 
Количество измененных клеток в культуре ва-
рьировало от 20% до 90%. Изменения проис-
ходили в течение 120 часов; далее, если клетки 
оставляли при комнатной температуре непод-
вижными, они сохраняли измененную морфо-
логию в  течение месяца наблюдений. Важно 
отметить, что полученные овоидные формы 
сохраняли способность к  восстановлению 
роста на твёрдых питательных средах, демон-
стрируя обратимость действия токсина VapC, 
что соответствует нашему представлению 
о роли токсина при переходе клеток в состоя-
ние покоя. Ранее в  нашей лаборатории было 
показано, что подобные овоидные формы об-
разуются при переходе клеток M. smegmatis 
в покоящееся состояние [2].

Физиологические свойства овоидных форм 
рекомбинантного штамма wt  – vapC M. 
smegmatis.

Метаболическая активность. Для оценки 
уровня метаболической активности овоидных 
форм, полученных при индукции токсина 
VapC, в  клетки был введён радиоактив ный 
предшественник нуклеиновых кислот  –
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VapC TOXIN INDUCES TRANSITION 

OF MYCOBACTERIA IN DORMANT STATE

Goncharenko A. V., Demidenok O. I.

INBI RAS, Moscow, Russia

Participation in formation of the dormant state in mycobacteria is suggested to be a possible func-
tion of toxins encoded by ТА loci. In this work, we demonstrated that overexpression of VapC toxin in 
Mycobacterium smegmatis results in development of morphologically distinct ovoid cells. Th e ovoid 
cells were non-replicating and revealed a low level of uracil incorporation and respiration, which indi-
cated their dormant status.

[5,6  3H] урацил. Было показано, что по срав-
нению с логарифмическими и стационарными 
клетками, метаболическая активность кото-
рых находилась на довольно высоком уровне, 
овоидные формы штамма wt – vapC характе-
ризовались низким уровнем включения ради-
оактивного предшественника, что свидетель-
ствовало о  снижении уровня транскрипции 
в клетках.

Овоидные клетки штамма wt  – vapC так-
же не  обнаружили дыхательной активности, 
о  чём свидетельствовало отсутствие измене-
ния концентрации кислорода. В  то  же вре-
мя, логарифмические и стационарные клетки 
контрольного штамма wt характеризовались 
высокой дыхательной активностью, что выра-
жалось в уменьшении концентрации кислоро-
да в среде.

Овоидные формы, образованные в резуль-
тате индукции токсина VapC обладали повы-
шенной устойчивостью к  действию высоких 
температур в  диапазоне 60–80°C по  сравне-
нию с вегетативными клетками стационарной 
фазы. Так, при прогревании суспензий клеток 
при 70°С в течение 10 минут доля неповреж-
денных овоидных клеток была на  2 поряд-
ка больше, чем вегетативных клеток. Кроме 

того, овоиды продемонстрировали большую 
устойчивость к  добавке антибиотика рифам-
пицина: при воздействии 100 мкг/мл анти-
биотика на  стационарные клетки штамма wt 
M. smegmatis в  течение 24 ч количество вы-
живших клеток падало на 4 порядка, тогда как 
количество овоидных форм штамма wt – vapC 
оставалось практически неизменным.

Таким образом, нами впервые было проде-
монстрировано, что гиперэкспрессия токсина 
VapC в клетках M. smegmatis приводит к изме-
нению клеточной морфологии (образованию 
овоидных форм), снижению уровня метабо-
лизма и дыхания. Полученные овоидные клет-
ки характеризуются большей устойчивостью 
к  воздействию стрессовых факторов (повы-
шенные температуры и резистентность к воз-
действию антибиотика) по сравнению с веге-
тативными клетками, что позволяет отнести 
их к покоящимся формам бактерий.
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Актуальность и  цель работы. Бактерии 
Pseudomonas aeruginosa и  Staphylococcus au-
reus являются сильными антагонистами. Тем 
не менее, ассоциации представителей данных 
видов, в том числе в составе многокомпонент-
ных сообществ, могут встречаться в раневом 
отделяемом больных ожоговых и реанимаци-
онных отделений [1, 2]. Известно, что в «зре-
лых» биопленках бактерии защищены от вли-
яния антибактериальных веществ, что часто 
является основной причиной неэффективно-
сти последних [3]. Предполагая, что действие 
антисептических препаратов, применяемых 
в  хирургической практике, будет существен-
но отличаться при моновидовой и смешанной 
инфекциях, представлялось важным изучить 
влияние антисептиков на моновидовые и по-
лимикробные биопленки in vitro.

Цель работы: оценить влияние хлоргекси-
дина и «Пронтосана®» на моновидовые и сме-
шанные биопленки, образованные бактерия-
ми P. aeruginosa и S. aureus.

Материалы и  методы. Объектами для из-
учения служили референтные штаммы P. ae-
ruginosa АТСС®27853 и  S. aureus АТСС®29213 
и  клинические изоляты P. aeruginosa (n=12). 
Биопленки формировали статически в  усло-

виях термостата в течение суток в полистиро-
ловых плоскодонных 96-ти луночных планше-
тах («Медполимер», Россия) в  моновидовом 
и микст варианте. После удаления планктон-
ной культуры в опытную часть лунок вноси-
ли 0,5% раствор хлоргексидина биглюконата 
или «Пронтосан®» (ундециленовый амидопро-
пил-бетаин 0,1%, полиаминопропил бигуа-
нид/полигексанид 0,1%), выдерживали 1 ч, 3-х 
кратно отмывали 0,1 М фосфатно-буферной 
средой (ФБС, pH 7,2±0,2). В контрольные лун-
ки (без антисептика) на срок экспозиции до-
бавляли ФБС. Биомассу биопленки оценивали 
по уровню экстракции этанолом 0,1% водного 
раствора генцианвиолета, который измеря-
ли на  микропланшетном ридере Benchmark 
Plus (Bio-Rad, США) при длине волны 580 нм 
в единицах оптической плотности (Ед, ОП580). 
Для оценки жизнеспособности клеток в био-
пленках последние 3-х кратно отмывали, вно-
сили в  лунки ФБС и  обрабатывали ультра-
звуком 5-и кратно в течение 1 мин при 37 кГц, 
поместив планшеты в  ультразвуковую ванну 
Elma Ultrasonic 30S (Elma, Германия). Жизне-
способность клеток оценивали по  числу ко-
лониеобразующих единиц (КОЕ) при высеве 
последовательных децимальных разведений 

ДЕЙСТВИЕ АНТИСЕПТИКОВ НА БИОПЛЕНКИ 

КЛИНИЧЕСКИХ ШТАММОВ PSEUDOMONAS AERUGINOSAPSEUDOMONAS AERUGINOSA 

В МОНОКУЛЬТУРЕ И В АССОЦИАЦИИ 

С STAPHYLOCOCCUS AUREUSSTAPHYLOCOCCUS AUREUS

 Еньчева Ю. А.1,  Колоколова А. А.1,  Кузнецова М. В.1,2

1ГБОУ ВПО «ПГМУ им. ак. Е. А. Вагнера» МЗ РФ, Пермь; 2ФГБУН Институт 
экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Изучено действие 0,5% раствора хлоргексидина биглюконата и «Пронтосана®» на «зре-
лые» биопленки, сформированные клиническими изолятами P. aeruginosa в монокульту-
ре и в ассоциации с S. aureus АТСС®29213 in vitro. Уменьшение массивности моновидовой 
биопленки выявлено только при экспозиции с «Пронтосаном®» (р=0,00437), тогда как для 
смешанной – достоверность отличий от контроля показана для обоих антисептиков. При 
оценке жизнеспособности клеток после воздействия хлоргексидина обнаружено, что чис-
ло КОЕ статистически значимо снижалось как в моновидовых (р=0,01172), так и в смешан-
ных биопленках (р=0,04312). «Пронтосан®» полностью подавлял способность бактериаль-
ных клеток к росту во всех вариантах биопленок.

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, биопленки, хлоргекси-
дин, «Пронтосан®»
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из  бактериальных суспензий на  агаризован-
ную среду Луриа-Бертани. Статистическую 
обработку данных проводили с  использова-
нием компьютерной программы «Statistica 5».

Результаты. Установлено, что биомас-
са 24-часовой биопленки, сформированной 
клиническими изолятами P. aeruginosa, ста-
тистически значимо уменьшалась после воз-
действия «Пронтосана®» у  9 штаммов (75%), 
тогда как хлоргексидин не оказывал подобно-
го эффекта ни  в  одном случае. Установлено, 
что показатель, характеризующий величину/
массивность биопленки, в  контроле варьиро-
вал в пределах от 0,093±0,013 до 0,430±0,019 ед. 
ОП580, медиана (квартили) составили 0,148 
(0,128–0,213) ед. ОП580, после воздействия хлор-
гексидина  – 0,187 (0,166–0,205), а  «Пронтоса-
на®»  – 0,071 (0,067–0,093)  ед.  ОП580. Достовер-
ность отличий в  группах выявлена для пары 
контроль/«Пронтосан®» (р=0,00437) и  пары 
хлоргексидин/«Пронтосан®» (р=0,00054). Био-
масса биопленки, образованной клиническими 
изолятами P. aeruginosa и  штаммом S. aureus 
АТСС®29213, была достоверно больше, чем при 
росте штаммов синегнойной палочки в  моно-
видовом варианте (р=0,00028). Величина пока-
зателя полимикробной биопленки варьирова-
ла в пределах от 0,186±0,067 до 0,667±0,089 ед. 
ОП580, Ме (Q1-Q3) составили 0,365 (0,284–0,476) 
ед. ОП580. Аналогичные данные показаны Ши-
пицыной И. В. и Осиповой Е. В. (2014), которые 
исследовали биопленкообразующую способ-
ность псевдомонад и стафилококков, выделен-
ных из клинического материала в ассоциациях. 
После воздействия хлоргексидина в  10-и слу-
чаях зафиксирована тенденция к  снижению 
показателя массивности биопленки, тогда как 
при экспозиции с «Пронтосаном®» во всех ва-
риантах (100%) установлено статистически 
значимое снижение биомассы. Тем не менее до-
стоверность отличий в  группах выявлена для 
обеих пар – контроль/«Пронтосан®» (р=0,0022), 
контроль/хлоргексидин (р=0,04139).

При оценке жизнеспособности клеток в мо-
новидовых биопленках, образованных P. aeru-
ginosa, обнаружено, что число КОЕ в контроле 
варьировало от 4,00E+05 до 3,27E+07, Ме (Q1-
Q3) составили 3,32E+06 (7,33E+05 – 7,00E+06). 
Интересным представляется факт, что не было 
обнаружено корреляции между массивностью 
биопленки P. aeruginosa (ед. ОП580) и  количе-
ством жизнеспособных клеток в  ее составе 
(r= –0,26549). После экспозиции биопленок 

с  хлоргексидином количество жизнеспособ-
ных клеток статистически значимо снизилось 
до 3,12E+04 (4,00E+03 – 4,77E+05) (р=0,01172), 
а при воздействии «Пронтосана®» их не было 
выявлено ни  в  одном варианте. Данные, по-
лученные для смешанной биопленки, были 
сходными: хлоргексидин достоверно снижал 
число жизнеспособных клеток во  всех вари-
антах, медиана составила 1,40E+07 для кон-
троля и 1,77E+03 для антисептика (р=0,04312), 
тогда как «Пронтосан®» полностью подавлял 
способность бактериальных клеток к  росту. 
Несмотря на то, что количество клеток в ис-
ходной смешанной биопленке в большинстве 
вариантов было выше, чем в  моновидовой, 
после воздействия хлоргексидина число КОЕ, 
наоборот, составило 1,77E+03 для смешанной 
против 3,12E+04 для моновидовой, хотя раз-
ница оказалась статистически незначимой 
(р=0,22492).

Проведенное исследование позволило по-
лучить информацию о влиянии двух наиболее 
часто применяемых в  хирургической прак-
тике антисептиков на  «зрелые» биопленки, 
сформированные клиническими изолятами 
P. aeruginosa в  моноварианте и  в  ассоциации 
с  референтным штаммом S. aureus. Показа-
но преимущество «Пронтосана®» в  отноше-
нии как моновидовых, так и полимикробных 
биопленок, которое обусловлено действием 
амидопропил-бетаина, обладающего свой-
ствами поверхностно-активного вещества, 
разрушающего биопленочную структуру, 
в  результате чего бактерицидный компонент 
действует очень эффективно. Выявлено, что 
хлоргексидин, практически не  влияя на  био-
массу псевдомонадных биопленок, оказыва-
ет разрушающее воздействие на  биопленки, 
сформированные в  смешанной культуре с  S. 
aureus, хотя полного подавления жизнеспо-
собности бактерий не  обнаружено. Таким 
образом, с помощью показателей, характери-
зующих массивность биопленки и жизнеспо-
собность сессильных клеток, можно оценить 
клиническую эффективность антисептиче-
ских препаратов: бактерицидную активность 
и способность разрушать структуру биоплен-
ки, что ускоряет элиминацию возбудителя.
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ANTISEPTIC AGENTS’ EFFECT ON BIOFILMS 

OF NOSOCOMIAL STRAINS OF PSEUDOMONAS AERUGINOSAPSEUDOMONAS AERUGINOSA 

AND STAPHYLOCOCCUS AUREUSSTAPHYLOCOCCUS AUREUS

Encheva Y. A.1, Kolokolova A. А.1, Kuznetsova M. V.1,2

1E.A. Vagner Perm State Medical Academy; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms UB RAS, Perm, Russia

Th e eff ect of 0.5% chlorhexidine bigluсonate solution and «Prontosan®» on «mature» biofi lms formed 
by nosocomial isolates P. aeruginosa was studied in monoculture and in association with S. aureus ATCC® 
in vitro. Reducing of the monospecies biofi lm solidity was only revealed under the «Prontosan®» exposure 
(p=0.00437), whereas in the case of mixed biofi lm the reliability of diff erences from the control values 
was demonstrated for both antiseptics. Th e assessment of cell viability as a result of chlorhexidine action 
showed that CFU number was statistically signifi cantly reduced both in monospecies (p=0.01172) and in 
mixed biofi lms (p=0.04312). «Prontosan®» was found to completely suppress the bacterial cell ability to 
grow in all types of biofi lms.

2. Шипицына И. В., Осипова Е. В. Успехи совре-
менного естествознания 2014, 11, 18-21.

3. Van Acker H., Van Dijck P., Coenye T. Trends in 
Microbiol 2014, 6, 326-333.

Актуальность и  цель работы. Формиро-
вание биопленок бактериями Staphylococcus 
epidermidis, относящихся к обычным резиден-
там кожных покровов и  слизистых человека 
и  животных, является одной из  важнейших 
и  часто встречающихся причин внутриболь-
ничных устройств-ассоциированных инфек-

ций [1]. Поскольку первые этапы прикрепле-
ния бактериальных клеток к  абиотическим 
субстратам считаются ключевыми в процессе 
формирования ими биопленок, целью настоя-
щей работы являлось изучение влияния фак-
торов, накапливаемых во внеклеточной среде 
в процессе роста планктонной культуры S. epi-

ВЛИЯНИЕ АУТОЛИЗАТОВ И КУЛЬТУРАЛЬНЫХ 

ЖИДКОСТЕЙ БАКТЕРИЙ STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDISSTAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 

НА ИХ АДГЕЗИЮ К ПОЛИСТИРОЛУ

 Ерошенко Д. В.,  Филатова Л. Б.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, 
Пермь, Россия

Проведено изучение действия бесклеточных сред культивирования разных фаз роста 
планктонной популяции S. epidermidis ГИСК 33 на первые этапы колонизации поверхно-
сти полистирола этими же бактериями. Показано, что фильтраты культуральной жидкости 
логарифмической и стационарной фаз роста в 2–6 раз подавляют сорбцию на поверхности 
полистирола бактерий S. epidermidis ГИСК 33 обеих фаз роста. Внесение в среду инкубации 
1% аутолизатов бактериальных клеток экспоненциальной фазы роста оказывало анало-
гичное действие на  адгезию стафилококков как до, так и  после термической обработки 
лизатов. Таким образом, можно предполагать, что процесс роста планктонной популяции 
S. epidermidis ГИСК 33 сопровождается секрецией бактериальными клетками в окружаю-
щую их среду факторов, препятствующих адгезии бактерий этого же штамма к поверхно-
сти полистирола.

Ключевые слова: адгезия, аутолизат, культуральная жидкость, полистирол.
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dermidis, на процессы адгезии этих же бакте-
рий к поверхности полистирола.

Материалы и методы. Бактерии S. epidermi-
dis ГИСК 33 (ГКПМ «НЦЭСМП» МЗ РФ, Мо-
сква) выращивали до достижения экспоненци-
альной или стационарной фаз роста на среде 
LB при 37 °C и 160 об/мин, затем клетки про-
мывали физиологическим раствором, суспен-
дировали в  различных средах до  конечного 
содержания бактерий 107 КОЕ/ мл и в объеме 
2 мл вносили в полистироловые чашки Петри 
(40 мм, «Медполимер», Россия) для изучения 
адгезионных свойств. В  качестве инкубаци-
онной среды использовали физиологический 
раствор NaCl, 10 мМ натрий-фосфатный буфер 
(рН  7,2, ФБ), питательную среду LB, а  также 
стерилизованные фильтрованием (0,22  мкм) 
культуральные жидкости с лог- и стационар-
ной фаз роста бактериальной популяции или 
1% растворы аутолизатов бактерий обеих 
фаз роста. После инкубации (37 °C, 30 мин) 
жидкую часть культур удаляли аспираци-
ей, а  поверхности чашек трижды осторожно 
промывали 10 мМ ФБ (рН  7,2). Количество 
связавшихся с поверхностью полистирола бак-
терий оценивали прямым подсчетом клеток 
после окрашивания генцианвиолетом (0,1%), 
просматривая по  10 полей зрения в  каждой 
чашке при увеличении х2500 на микровизоре 
μViso-103 («Ломо», Россия) [2]. Для получения 
аутолизатов бактерии S.  epidermidis логариф-
мической и стационарной фаз роста отделяли 
от культуральной жидкости центрифугирова-
нием (12000хg, 5 мин), суспендировали в физ. 
растворе в 1/100 исходного объема и оставля-
ли на 16-18 ч при 37 °C. Затем проводили один 
цикл замораживания (–20 °C) и  оттаивания 
(37 °C), после чего надосадочную жидкость от-
деляли центрифугированием (12000хg, 5 мин) 
и использовали для приготовления 1% раство-
ров в физиологическом растворе. В ряде экс-
периментов полученные препараты подверга-
ли термической обработке путем кипячения 
на водяной бане в течение 20 мин. Количество 
живых клеток определяли стандартным мето-
дом высева аликвот десятикратных разведе-
ний на плотную среду LB. Полученные резуль-
таты подвергали статистической обработке 
методом ANOVA.

Результаты. Использование бесклеточных 
культуральных жидкостей с  разных фаз ро-
ста планктонной популяции как адгезионной 
среды приводило к  снижению числа сорби-

рующихся бактерий S. epidermidis 33 на  по-
верхности полистирола. При этом, адгезия 
бактерий лог- (26,9±1,5 клеток/ поле зрения) 
и  стационарной фаз роста (14,8±1,5 клеток/ 
поле зрения) в  фильтрате среды с  лог-фазы 
роста была значительно ниже по  сравнению 
со значениями в свежей питательной среде LB 
(46,6±3,2 клеток/ поле зрения для бактерий 
лог- и 39,1±2,7 клеток/ поле зрения для бакте-
рий стационарной фаз роста). В то же время, 
ингибирующая способность фильтратов сре-
ды стационарной фазы роста (16 ч) была прак-
тически в 2 раза выше определяемой в филь-
трате среды лог-фазы (4 ч). Так, количество 
сорбированных клеток лог- и  стационарной 
фаз роста в этих условиях составляло 13,7±1,2 
клеток/ поле зрения и  6,2±0,6 клеток/ поле 
зрения, соответственно. Показано также, что 
фильтраты обеих сред не  обладали антибак-
териальным действием, так как в  их присут-
ствии количество живых клеток обеих фаз ро-
ста существенно не изменялось и оставалось 
на уровне контроля ((1,5±0,3) х107 КОЕ/мл).

Одновременно с  этим, не  было установ-
лено связи между обнаруженным эффектом 
и истощением питательных компонентов сре-
ды, поскольку, несмотря на  то, что количе-
ство сорбированных клеток лог-фазы роста 
в физиологическом растворе (30,9±3,3 клеток/ 
поле зрения) или 10 мМ фосфатном буфере 
(29,6±1,3 клеток/ поле зрения) было ниже, чем 
в питательной среде LB (46,6±3,2 клеток/ поле 
зрения), даже в этих условиях сорбция бакте-
рий была практически в  два раза выше, чем 
в фильтратах среды со стационарной фазы ро-
ста (13,7±1,2 клеток/ поле зрения).

Вместе с тем, показано, что внесение в среду 
инкубации даже небольшого количества (1%) 
аутолизатов бактерий S.  epidermidis 33 экспо-
ненциальной фазы роста вызывало снижение 
сорбционных характеристик бактерий этого же 
штамма практически на треть – 27,9±2,4 клеток/ 
поле зрения в среде без добавления аутолизатов 
и 17,0±1,6 клеток/ поле зрения в их присутствии. 
В то же время, лизаты бактерий стационарной 
фазы роста не  оказывали заметного влияния 
на  адгезию бактерий  – 34,8±4,5  клеток/ поле 
зрения в  присутствии лизатов и  27,9±2,4  кле-
ток/ поле зрения в контрольной среде. Следу-
ет отметить, что термическая обработка ауто-
лизатов бактерий обеих фаз роста популяции 
не  меняла характера их влияния на  адгезион-
ные свойства бактерий S. epidermidis 33, что ис-
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ключает вероятность ферментативной приро-
ды обнаруженного эффекта.

Вместе с тем, как указывалось выше, филь-
траты культуральной жидкости со  стацио-
нарной фазы роста практически в  4 раза по-
давляли сорбцию бактерий S. epidermidis 33. 
Возможно, это связано с  постепенным пере-
ходом обнаруженных факторов ингибирова-
ния из  бактериальных клеток в  окружающее 
их пространство в  процессе бактериального 
роста. Данный эффект особо интересен в свя-
зи с тем, что аутологичная внеклеточная ДНК 
и основной аутолизин стафилококков AtlE, ко-
торые являются характерными компонентами 
бактериальных лизатов, способствуют увели-
чению количества связанных с поверхностью 
полистирола бактерий S. epidermidis [3, 4].

Таким образом, результаты проведенных 
исследований свидетельствуют о  том, что 
в  процессе роста планктонной популяции 
бактерий S. epidermidis ГИСК 33 происходит 
накопление во внеклеточной среде факторов, 

препятствующих адгезии бактерий того  же 
штамма к  поверхности полистирола. Меха-
низм такого явления до конца неясен, однако, 
вероятнее всего, он не  связан с  появлением 
в  среде внеклеточных гидролитических фер-
ментов.

Работа выполнена при поддержке РФФИ 
(№ 14–04–00687) и  Минобрнауки Пермского 
края (проект МИГ, соглашение № С-26/632).
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INFLUENCE OF STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDISSTAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 

LYSATES AND CULTURE MEDIUM ON THEIR ADHESION 

TO POLYSTYRENE

Eroshenko D. V., Filatova L. B.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS, Perm, Russia

Th e infl uence of cell-free culture medium from diff erent S. epidermidis GISK 33 growth phases on 
the fi rst stages of polystyrene surface colonization by the same bacteria was evaluated. Th e logarithmic 
and stationary phase culture medium fi ltrate reduced the sorption of staphylococcal cells of both growth 
phases by 2–6-fold in comparison with control. Th e 1% solution of bacterial cell autolysate from the ex-
ponential growth phase cells had the similar inhibiting eff ect on staphylococcal adhesion even aft er the 
autolysate thermal treatment. Th us, the growth of S. epidermidis GISK 33 planktonic population was ac-
companied by the bacterial cell factors’ secretion into environment that prevented the adhesion of these 
bacteria to the polystyrene surface.
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Актуальность и  цель работы. Бактерии, 
устойчивые к  органическим растворите-
лям, применяются в  производстве особо 
чистых реактивов, биотоплива, ароматиза-
торов для пищевой промышленности и фар-
мацевтических препаратов. Использование 
резистентных штаммов позволяет осущест-
влять трансформацию гидрофобных соеди-
нений в  присутствии чистых растворителей 
или в  водно-органической системе и  полу-
чать стабильные продукты биокаталитиче-
ских реакций [1]. Известно, что органиче-
ские растворители нарушают структурную 
и  функциональную целостность мембран, 
снижают количество поперечных сшивок 
в пептидогликане клеточных стенок и вызы-
вают изменения морфологии и размеров кле-
ток микроорганизмов [2]. Важными факто-
ром устойчивости бактерий к органическим 
растворителям является наличие мощной 
клеточной стенки, выступающей в  качестве 
физического барьера, и  работа эффлюксных 
насосов, откачивающих токсические соеди-
нения, проникшие в клетку [3]. Актинобакте-
рии рода Rhodococcus – актуальные объекты 
биотехнологических исследований [4]. 

Цель работы – изучение возможных меха-
низмов устойчивости родококков к  воздей-
ствию н-декана.

Материалы и методы. Бактериальный штамм 
Rhodococcus ruber ИЭГМ 231 из  Региональной 
профилированной коллекции алканотрофных 
микроорганизмов (акроним ИЭГМ, WDCM # 
768; www.iegm.ru/iegmcol/strains) инкубировали 
в присутствии н-декана в течение 1 сут. 

Визуализацию клеток родококков осущест-
вляли с  помощью интегрированной систе-
мы, состоящей из  лазерного конфокального 
микроскопа (КЛСМ) Olympus FV1000 (Olym-
pus Corporation) и  атомно-силового микро-
скопа (АСМ) Asylum MFP-3D-BIOTM (Asylum 
Research). Получение КЛСМ-изображений 
осуществляли с  помощью красителя LIVE/
DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kits (In-
vitrogen). Для АСМ сканирования на  воз-
духе (размер изображений  – 10-12  мкм или 
200 нм) использовали кантилеверы AC240TS 
(Olympus Corporation). 

Обработку и  совмещение КЛСМ- и  АСМ-
изображений осуществляли с  помощью про-
грамм FV10-ASW (Olympus Corporation) и Igor 
Pro 6.22A (WaveMetrics). 

Нано-механические характеристики родо-
кокков, иммобилизованных на  модифициро-
ванном поли-L-лизином (0,1  мг/мл) стекле, 
исследовали с  помощью АСМ в  натрий-фос-
фатном буфере с  использованием кантилеве-
ров TR400PB (Olympus Corporation).

ВОЗМОЖНЫЕ МЕХАНИЗМЫ УСТОЙЧИВОСТИ 

RHODOCOCCUS RUBERRHODOCOCCUS RUBER К ВОЗДЕЙСТВИЮ Н-ДЕКАНА

 Коршунова И. О.1,  Рубцова Е. В.1,2,  Куюкина М. С.1,2, 

 Ившина И. Б.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь; 
2Пермский государственный национальный исследовательский 

университет, Пермь, Россия

Изучены возможные механизмы устойчивости штамма Rhodococcus ruber ИЭГМ 231 
к воздействию н-декана. Отмечено увеличение относительной площади и микрорельефа 
поверхности клеток родококков. н-Декан оказывает влияние на ультраструктурные ком-
поненты клеточной стенки, снижая шероховатость нанорельефа и показатель упругости 
клеток. Показано, что родококки используют протон- и натрий-зависимые эффлюксные 
насосы для выведения избытка н-декана из  клеток и  осуществляют окислительную де-
струкцию углеводорода.

Ключевые слова: родококки, н-декан, АСМ, КЛСМ, эффлюксные насосы, респиро-
метрия
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Для определения эффективности работы 
эффлюксных насосов суспензию родококков 
(ОП600 0,05) вносили в среду LB с добавлением 
20% (v/v) н-декана и  10мМ ортованадата на-
трия, или 0,025 мМ парокситина гидрохлори-
да, или 0,1 мМ фенил-аргинин β-нафтиламид 
(PAβN) дигидрохлорида в качестве ингибито-
ров насосов. Растворители и ингибиторы ис-
пользовали в субингибиторных концентраци-
ях, которые не  оказывали индивидуального 
ингибирующего воздействия на  рост родо-
кокков. В  качестве биотических контролей 
использовали бактериальные суспензии без 
добавления ингибиторов и/или н-декана, 
в качестве абиотического контроля – неино-
кулированную среду. Инкубирование про-
водили на  орбитальном шейкере при 28°С 
и  160  об/мин в  течение 7 сут, контролируя 
бактериальный рост путем измерения ОП600 
каждые 6-12 ч.

Определение дыхательной активности ро-
дококков в  присутствии н-декана осущест-
вляли с  помощью 6-канального распироме-
тра Micro-Oxymax® (Columbus Instruments) 
в  натрий-фосфатном буфере, среде RS или 
LB при комнатной температуре при посто-
янном перемешивании (400 об/мин) в  тече-
ние 24 ч. Оценивали скорость потребляемого 
O2  (мкл/мин) в опытных и контрольных (без 
внесения н-декана) суспензиях.

Результаты. По  нашим данным, клетки 
R.  ruber ИЭГМ 231 сохраняли относительно 
высокие (63%) показатели жизнеспособности 
под воздействием н-декана. При этом показа-
тель среднеквадратичной шероховатости ми-
крорельефа клеточной поверхности после воз-
действия н-декана увеличивался на 21%, тогда 
как шероховатость нанорельефа снижалась 
на 33%. Кроме того, наблюдалось уменьшение 
длины живых клеток на  0,5 мкм, ширины  – 
на  0,1 мкм, и  увеличение отношения площа-
ди поверхности к  объему (S/V) на  0,5 мкм-1 
по сравнению с контролем (S/V мертвых кле-
ток повышался лишь на 0,1 мкм-1). Увеличение 
микрорельефа и  относительной поверхности 
живых клеток родококков свидетельствует 
о  повышении клеточного контакта с  раство-
рителем, тогда как снижение показателя на-
норельефа может указывать на  воздействие 
н-декана на  ультраструктурные компоненты 
клеточной стенки [3]. Нами также выявлено 

52%-ное снижение модуля упругости (Юнга) 
устойчивых к растворителю клеток по сравне-
нию с контролем.

Установлено, что парокситин и PAβN прак-
тически полностью (на  99%) подавляют рост 
R. ruber ИЭГМ 231 в  присутствии н-декана, 
что указывает на  участие протон- и  натрий-
зависимых эффлюксных насосов в  формиро-
вании устойчивости родококков к  данному 
растворителю. Напротив, присутствие в среде 
ортованадата натрия не  оказывало ингиби-
рующего воздействия на бактериальный рост 
клеток, так как АТФ-зависимые насосы, по-
видимому, не участвуют в выведении избытка 
н-декана из клеток родококков [2].

Респираторная активность родококков 
в  присутствии н-декана достигала макси-
мальных значений после 24 ч инкубирования 
в минеральной среде RS и богатой среде LB (15 
и  65 мкл/мин, соответственно). В  то  же вре-
мя, в  натрий-фосфатном буфере отмечалось 
низкое (в  среднем 6 мкл/мин) потребление 
кислорода на  протяжении всего эксперимен-
та. Отмеченное повышение дыхательной ак-
тивности родококков может быть вызвано его 
метаболической деструкцией оксигеназными 
ферментами [5]. Таким образом, воздействие 
н-декана на  клеточную стенку R. ruber при-
водило к существенным изменениям поверх-
ностной морфологии и  наномеханических 
свойств. Механизмы устойчивости к данному 
растворителю обусловлены работой протон- 
и  натрий-зависимых эффлюксных насосов 
и  окислительных ферментных систем родо-
кокков.

Исследования выполнены в  рамках госу-
дарственного задания 6.1194.2014/K Минобр-
науки России.
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POSSIBLE MECHANISMS OF RHODOCOCCUS RUBERRHODOCOCCUS RUBER 

RESISTANCE TO N-DECANE

Korshunova I. O.1, Rubtsova E. V.1,2, Kuyukina M. S.1,2, Ivshina I. B.1,2

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, RAS; 
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Possible mechanisms of Rhodococcus ruber IEGM 231 resistance to n-decane were studied. Increasing 
of surface per volume ratio and microscale roughness of bacterial surface were registered which could 
result in the higher contact area between rhodococcal cells and organic solvent. In contrast, decreasing of 
nanoscale roughness and Young modulus were detected. Resistance nodulation cell division (RND) and 
the multidrug and toxic compound extrusion (MATE) family effl  ux pumps could be involved in Rhodo-
coccus tolerance to n-decane. Respiratory activity of cells increased in presence of the solvent indicated 
bacterial degradation of n-decane.

Актуальность и цель работы. Стремитель-
ное увеличение числа бактерий с множествен-
ной резистентностью к  антибактериальным 
препаратам вызывает обоснованную тревогу 
всего научного сообщества [1]. В  этой связи, 
в качестве возможной альтернативы традици-
онным антибиотикам, могут рассматриваться 
антибактериальные пептиды, среди которых 
наибольшее внимание привлекают бактерио-
цины, продуцируемые бактериями в микроб-
ных сообществах для подавления конкуриру-
ющих видов [2].

Ранее в  Лаборатории биохимии развития 
микроорганизмов ИЭГМ УрО РАН из  супер-
натантов сред культивирования бактерий Sta-
phylococcus warneri IEGM KL-1 был выделен 
катионный пептид семейства лантибиотиков, 
обладающий широким спектром антибактери-
альной активности in vitro в отношении грам-
положительных бактерий. Пептид получен 
в  гомогенном состоянии, охарактеризован и, 
в  соответствии с  видовой принадлежностью 
продуцента, получил название варнерин  [3]. 
Разработанная технология лабораторного по-

УВЕЛИЧЕНИЕ УРОВНЯ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ 

АКТИВНОСТИ СРЕД КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

КОАГУЛАЗОНЕГАТИВНЫХ СТАФИЛОКОККОВ ПОД 

ВЛИЯНИЕМ СОЕДИНЕНИЙ, ЭКСТРАГИРУЕМЫХ ИЗ 

ПОЛИЭТИЛЕНОВЫХ ГРАНУЛ

 Лапицкий А. В.,  Лемкина Л. М.

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Обнаружен феномен увеличения уровня антибактериальной активности сред культи-
вирования клинических штаммов коагулазонегативных стафилококков при культивиро-
вании их с гранулами полиэтилена марки 103. Установлено, что присутствие гранул в среде 
культивирования приводит к увеличению максимальной удельной скорости роста штамма 
Staphylococcus warneri IEGM KL-1 практически на 30%, при этом антибактериальная актив-
ность супернатантов сред культивирования продуцента увеличивается более чем в 2 раза. 
Аналогичный эффект наблюдался для 9 из 10 исследованных клинических штаммов коа-
гулазонегативных стафилококков и, по-видимому, обусловлен экстрагируемыми из гранул 
ПЭ 103 соединениями, стимулирующими биосинтез антибактериальных факторов.

Ключевые слова: антибактериальные пептиды, коагулазонегативные стафилококки, 
лантибиотики, полиэтилен.
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лучения варнерина успешно используется для 
всестороннего изучения его биохимических 
свойств. Тем не  менее, для увеличения мас-
штабов производства этого лантибиотика не-
обходим поиск методов повышения выхода 
продукта, в  том числе за  счет оптимизации 
ферментационных процессов.

Подход, который может быть использован 
для увеличения продукции антибактериаль-
ных пептидов штаммами-продуцентами, был 
обнаружен при изучении процессов образова-
ния биопленок стафилококков на поверхностях 
различных полимерных гранул. Оказалось, что 
при культивировании бактерий Staphylococcus 
cohnii в статических условиях с добавкой гранул 
одной из исследованных марок (ПЭ 103) про-
исходило значительное увеличение оптической 
плотности планктонной культуры по  сравне-
нию с  контролем. В  связи с  этим было сдела-
но предположение, что данные гранулы могут 
быть использованы с полезным эффектом при 
культивировании бактерий, продуцирующих 
бактериоцины. Это явилось основой для из-
учения влияния гранул марки ПЭ 103 на рост 
культур коагулазонегативных стафилококков 
и уровень продукции ими антибактериальных 
соединений, в частности, варнерина.

Материалы и  методы. В  качестве объек-
тов исследования использовали 11 штаммов-
продуцентов антибактериальных соединений: 
Staphylococcus warneri IEGM KL-1 [4] и 10 штам-
мов коагулазонегативных стафилококков, вы-
деленных из клинического материала. В каче-
стве индикаторных использовали бактерии 
клинического штамма S. cohnii. Культивирова-
ние продуцентов проводили на  специальной 
обогащенной питательной среде (ОПС)  [5] 
в течение 7-8 ч в колбах с отбойниками объ-
емом 250 мл (коэффициент заполнения 0,2) 
на  термостатируемом шейкере Certomat IS 
(«Sartorius», Германия) при 160 об/мин и 37ºC. 
В ряде экспериментов в колбы вносили грану-
лы ПЭ 103, подвергнутые паровой стерили-
зации (1 атм, 30 мин). О  динамике развития 
культур судили по  изменению оптической 
плотности OD600, измеряемой на спектрофо-
тометре PD-303 («Apel», Япония). Параллель-
но проводили отбор аликвот культуральных 
жидкостей, в которых после осаждения клеток 
на центрифуге 5414R («Eppendorf», Германия) 
в течение 5 мин (4ºC, 16100 g) и стерилизации 
кипячением на водяной бане (10 мин) опреде-
ляли антибактериальную активность методом 

двукратных разведений в  96-луночных им-
мунологических планшетах («Медполимер», 
Россия) в среде LB без КCl, используя в каче-
стве индикаторной культуру S. cohnii, содер-
жащую 1,5·106 КОЕ/мл. Результаты оценивали 
после инкубации планшетов в течение 18-20 ч 
при 37 °C. За условную единицу антибактери-
альной активности принимали величину мак-
симального разведения, при котором наблю-
далось полное торможение роста бактерий 
индикаторного штамма. Вытяжки подвижных 
соединений из гранул ПЭ 103 на основе ОПС 
готовили в тех же условиях, как и при культи-
вировании продуцентов, с массовым соотно-
шением среды и гранул 5:1 в течение 8 часов, 
но  без добавления инокулума (полученные 
вытяжки не  обладали антибактериальной 
активностью). После этого среду отделяли 
от гранул, аккуратно перенося ее в стерильные 
колбы, и  инокулировали культурой штамма-
продуцента. В  качестве контролей использо-
вали исходную питательную среду и среду, со-
держащую гранулы.

Результаты. Изучение влияния массово-
го соотношения гранул ПЭ 103 и питательной 
среды на уровень продукции варнерина бакте-
риями S. warneri IEGM KL-1 показало, что при 
их культивировании с добавкой гранул в про-
порции 5:1 (среда/гранулы) антибактериальная 
активность супернатантов достигала макси-
мального уровня после шести часов культиви-
рования и была в 4-8 раз выше, чем в остальных 
случаях (20:1, 10:1, 4:1). Данное соотношение 
среды и гранул было использовано для прове-
дения последующих экспериментов.

Для оценки универсальности эффекта гра-
нул ПЭ 103 было протестировано их влия-
ние на рост и продукцию антибактериальных 
пептидов десятью клиническими штаммами 
бактерий. Наличие гранул в  среде культиви-
рования приводило к увеличению оптической 
плотности культуры в конце логарифмической 
фазы роста для разных штаммов на  5-45%, 
а  антибактериальная активность суперна-
тантов, отобранных после 7 часов культиви-
рования, была в 2-16 раз выше по сравнению 
с контролем. Влияние гранул не проявлялось 
только при культивировании бактерий одного 
из исследованных клинических штаммов.

Для выявления в составе гранул раствори-
мых компонентов, способных оказывать вли-
яние на процесс биосинтеза варнерина, были 
изучены рост и уровень продукции антибакте-



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Физиология и метаболизм микроорганизмов646

риального пептида штаммом S. warneri IEGM 
KL-1 на  вытяжках из  гранул ПЭ 103. Макси-
мальная удельная скорость роста на вытяж-
ках была практически на треть выше скоро-
сти роста на  исходной питательной среде, 
а  антибактериальная активность возрастала 
в  2 раза по  сравнению с  контролем. Анало-
гичный эффект наблюдался и  при исполь-
зовании непосредственно гранул. Таким об-
разом, полученные данные свидетельствуют 
о том, что гранулы ПЭ 103 содержат экстра-
гируемые компоненты, способные оказывать 
стимулирующее действие на  биосинтетиче-
скую активность штаммов коагулазонегатив-
ных стафилококков, продуцирующих бакте-
риоцины.

Работа поддержана РФФИ (проект 14–04–
00687) и Минобрнауки Пермского края (про-
ект МИГ соглашение № С-26/632).
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INCREASE IN ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF COAGULASE NEGATIVE 

STAPHYLOCOCCI CULTURE MEDIA UNDER THE INFLUENCE 

OF EXTRACTABLES FROM POLYETHYLENE BEADS

Lapitckii A. V., Lemkina L. M.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS, Perm, Russia

Increase in antibacterial activity of cultural media of coagulase negative staphylococcal clinical strains 
when cultured with the addition of polyethylene 103 beads was discovered. Presence of these beads in 
culture medium led to the increase in maximal specifi c growth rate of Staphylococcus warneri IEGM 
KL-1 strain of up to 30%, with supernatant antibacterial activity rising twice or more. Similar eff ects were 
observed for 9 out of 10 studied strains of coagulase negative staphylococci and are presumed to be con-
nected with extractables from PE 103 beads able to stimulate antibacterial factors’ production.

ДЕФЕКТЫ ТИОЛОВЫХ РЕДОКС-СИСТЕМ

МОДИФИЦИРУЮТ СПОСОБНОСТЬ ESCHERICHIAESCHERICHIA
COLICOLI К ФОРМИРОВАНИЮ БИОПЛЕНОК ПРИ РАЗНЫХ 

РОСТОВЫХ ТЕМПЕРАТУРАХ

 Лепехина Е. В.,  Смирнова Г. В.

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Исследовали способность к биопленкообразованию у бактерий Escherichia coli, имею-
щих делеционные мутации по генам rpoS, relA и сlpP, а также генам, кодирующим основные 
компоненты тиоловых редокс-систем, при холодовом и тепловом воздействии. Показали, 
что мутации по компонентам тиоловых редокс-систем существенно модулируют способ-
ность к  формированию биопленок при всех изученных температурах, что может быть 
связано с нарушением передачи внутриклеточных сигналов, регулирующих биопленкоо-
бразование, в  условиях дисульфидного стресса. Подтвержден RpoS-зависимый характер 
индукции биопленкообразования при низких температурах.

Ключевые слова: тиоловые редокс-системы, биопленкообразование, окислительный 
стресс, дисульфидный стресс.
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Актуальность и цель работы. Бактерии спо-
собны существовать как в планктонной фор-
ме, в виде одиночных подвижных клеток, так 
и в виде биопленок – сообществ закрепленных 
микробных клеток, погруженных в экстракле-
точный матрикс. Бактерии, находящиеся в со-
ставе биопленки, становятся устойчивыми 
ко всем антимикробным факторам, что созда-
ет существенные медицинские и технические 
проблемы. Выбор формы существования бак-
терий является результатом суммарного дей-
ствия множественных сигнальных каскадов, 
регулируемых с участием различных внутри-
клеточных мессенджеров и  транскрипцион-
ных факторов [1]. Известно, что целый ряд 
из  этих факторов (RpoS, ArcB, OxyR) может 
прямо или косвенно регулироваться измене-
ниями редокс-ситуации в  клетках. В  данной 
работе мы изучали влияние мутаций в компо-
нентах редокс-систем глутатиона и тиоредок-
сина на биопленкообразование Escherichia coli 
при разных ростовых температурах.

Материалы и  методы. Объектом исследо-
вания служили бактерии E. coli BW25113 (wt) 
и  одиночные делеционные мутанты JW2663 
(ΔgshA), JW3467 (Δgor), JW0833 (ΔgrxA), 
JW1051 (ΔgrxB), JW5856 (ΔtrxA), JW0871 
(ΔtrxB), JW2755 (ΔrelA), JW0427 (ΔclpP) 
и  JW5437 (ΔrpoS) из  коллекции Keio, скон-
струированные в нашей лаборатории методом 
трансформации плазмид и трансдукции с фа-
гом PI двойные мутанты NM3655 (ΔgshAtrxA) 
и  NM3761 (ΔgortrxB). Бактерии выращивали 
на минимальной среде М9 с глюкозой (0,15%) 
при 37ºС, затем центрифугировали и  ресу-
спендировали в  5 мл среды М9 (0,4% глюко-
зы) с  добавлением 0,2% казаминовых кислот 
и  тиамина (10 мкг/мл) до  значения оптиче-
ской плотности OD600 = 0,1. Способность 
к  биопленкообразованию определяли в  по-
листирольных планшетах, в  лунки которых 
стерильно вносили по 100 мкл суспензии бак-
териальных клеток или среды М9 (контроль), 
культивировали 110 мин при 37  °C в  термо-
статируемом шейкере ST-32 ELMI, а  затем 
помещали в  термостат при разных темпера-
турах в  диапазоне 20-46oC. Интенсивность 
биопленкообразования оценивали через 21 ч 
по степени окрашивания биопленок генциан-
виолетом. Подвижность бактерий определяли 
путем измерения диаметра зоны роста на по-
лужидком агаре (0,3%) через 1 сут. инкубации 
при 30oC. Экспрессию генов оценивали пу-

тем измерения β-галактозидазной активности 
в  штаммах, несущих генные слияния katG:: 
lacZ и sodA::lacZ при температурах 20ºС, 37ºС 
и 46oC. Полученные данные подвергали стати-
стической обработке.

Результаты. Мутации по  компонентам 
тиоловых ре докс-систем значительно влия-
ли на  подвижность бактерий и  способность 
к  биопленкообразованию при оптимальных 
температурах 30ºС и  37ºС. Максимальное 
ингибирование подвижности (от  2 до  6 раз) 
было характерно для штаммов, несущих мута-
ции gor, grxB, trxA, gshAtrxA и gortrxB. Эти же 
штаммы и  мутант по  grxA демонстрировали 
повышенный уровень биопленкообразования 
(SBF) от 1,5 до 2,2 раз по сравнению с клетка-
ми дикого типа. Таким образом, соблюдалась 
установленная ранее другими исследователя-
ми обратная зависимость между подвижно-
стью бактерий и уровнем биопленкообразова-
ния. За  исключением делеции по  глутатиону, 
во  всех мутантах по  компонентам тиоловых 
редокс-систем, и особенно у двойных мутан-
тов, наблюдалось возрастание экспрессии 
гена katG относительно ее значения в  роди-
тельском штамме, что является следствием 
активации регуляторного белка OxyR в усло-
виях дисульфидного стресса, испытываемого 
этими мутантами. В  этих условиях возрастает 
также экспрессия OxyR-контролируемого гена 
oxyS, кодирующего малую регуляторную РНК 
OxyS. Индукция OxyS приводит к  ингибиро-
ванию FlhDC регулона, что может объяснить 
наблюдаемое нами снижение подвижности 
у мутантных бактерий.

Вероятно, дисульфидный стресс влияет 
и  на  активность сенсорной киназы ArcB, ко-
торая ингибируется при окислении ее редокс-
активных цистеиновых остатков, локализо-
ванных в  цитоплазме [2]. Под негативным 
контролем двухкомпонентной системы ArcAB 
находится малая регуляторная РНК ArcZ, ко-
торая способна ингибировать подвижность 
бактерий, одновременно стимулируя про-
дукцию биопленок за  счет активирующего 
эффекта на центральный регулятор биоплен-
кообразования CsgD. Под негативным кон-
тролем ArcAB системы находится также ген 
sodA, кодирующий Mn-супероксиддисмутазу. 
Мониторинг экспрессии этого гена в  мутан-
тах по  тиоловым редокс-системам выявил 
1,5–2,6-кратное снижение экспрессии sodA 
у  бактерий, несущих мутации grxA, grxB, 
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gshAtrxA и gortrxB. Наблюдаемая нами обрат-
ная корреляция между экспрессией гена sodA 
и  способностью к  биопленкообразованию 
противоречит ArcZ-зависимому механизму 
стимуляции продукции биопленок в  тиоло-
вых мутантах. Следует отметить, что экспрес-
сию sodA определяли в планктонной культуре 
при хороших условиях аэрации.

Ранее было установлено, что наличие RpoS 
не является обязательным условием для про-
цесса биопленкообразования при оптималь-
ной ростовой температуре [3]. В  наших экс-
периментах при 37ºС штамм, лишенный гена 
rpoS, продуцировал в 1,7 раза больше биопле-
нок, чем клетки дикого типа. При этом деле-
ция гена relA, кодирующего ppGpp синтетазу, 
активирующую экспрессию rpoS, стимулиро-
вала биопленкообразование, а  делеция гена 
clpP, кодирующего протеазу RpoS, не  влияла 
на степень продукции биопленок.

Среди факторов окружающей среды, ока-
зывающих влияние на биопленкообразование, 
важную роль играет температура. Показано, 
что снижение температуры культивирования 
до 23ºС сопровождается RpoS-зависимой сти-
муляцией продукции биопленок [3]. В наших 
экспериментах выращивание бактерий E. coli 
дикого типа в диапазоне от 20–46ºС позволи-
ло выявить два максимума биопленкообразо-
вания при 24ºС и 44ºС. Повышение продукции 
биопленок при 24ºС отсутствовало в relA и rpoS 
мутантах, но сохранялась в штамме с делеци-
ей clpP, что подтверждает RpoS-зависимый ха-

рактер индукции биопленкообразования при 
этой температуре. Наличие мутаций по  ком-
понентам тиоловых редокс-систем значитель-
но изменяло профиль зависимости продукции 
биопленок от  температуры, что может быть 
связано с  нарушениями в  редокс-регуляции 
путей передачи внутриклеточных сигналов. 
В  частности известно, что RpoS негативно 
контролируется ArcAB двухкомпонентной 
системой, а  малая регуляторная РНК OxyS 
оказывает ингибирующий эффект на экспрес-
сию гена rpoS. Следовательно, образование S-S 
связей в  регуляторных белках OxyR и  ArcB 
в тиоловых мутантах, испытывающих дисуль-
фидный стресс, должно ингибировать RpoS-
зависимое биопленкообразование при низ-
ких температурах, что и наблюдалось в наших 
экспериментах. Полученные в  работе данные 
открывают возможности для модуляции био-
пленкообразования путем изменения редокс-
статуса среды и клеток.

Исследования поддержаны грантами РФФИ 
№ 13-04-00706, 13-04-96039, 14-04-96031.
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THIOL REDOX-SYSTEMS DEFECTS MODIFY BIOFILM FORMATION 

UNDER DIFFERENT GROWTH TEMPERATURES

Lepekhina E. V., Smirnova G. V.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS, Perm, Russia

Biofi lm formation in rpoS, relA, clpP and thiol redox-system mutants of Escherichia coli was studied 
under conditions of cold and heat stresses. It has been shown that the mutations in the components of thi-
ol redox-systems substantially modify the ability of E. coli to form biofi lms under all temperatures tested. 
Th ese modulations in biofi lm production may be a result of changes in intracellular signal transduction 
under conditions of disulphide stress. It was confi rmed that the induction of biofi lm formation under low 
temperatures is the RpoS-dependent process.
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Актуальность и цель работы. В результате 
хозяйственной деятельности синтетические 
нитрилы попадают в окружающую среду с про-
мышленными сточными водами, при разливах 
нитрильных соединений, вымывании акрила-
мида из полиакрилатных цементирующих ком-
понентов, утечке компонентов лакокрасочных 
производств, а также накапливаются в почвах 
в виде гербицидов – хлор-, бром- и йодпроиз-
водных бензонитрила. Таким образом, нитри-
лы довольно часто являются компонентами 
антропогенных и  природных биогеоценозов. 
Большое значение для биотехнологическо-
го применения микробных сообществ имеет 
устойчивость бактерий к высоким концентра-
циям этих соединений в среде. 

Целью исследования стала оценка токсич-
ности ряда нитрилов для клеток бактерий.

Материалы и методы. В работе использова-
ли лабораторные штаммы-деструкторы нитри-
лов Rhodococcus ruber gt1, Rhodococcus  sp.  A0, 
R. erythropolis 84 и Pseudomonas fl uorescens C2. 
Оценку токсичности алифатических предель-
ных (ацето-, валеро-, изобутиронитрил), не-
предельных (акрилонитрил) и ароматических 
(бензонитрил, 3,5-дибромо-(бромоксинил) 
и  3,5-дийодо-4-гидроксибензонитрил (иокси-
нил) растворов нитрилов для бактерий про-
водили двумя способами. В  первом случае 
применили подход, основанный на  измене-
нии биолюминесценции тест-штамма при его 
кратковременной экспозиции с  растворами 

токсикантов. Данный метод является стандар-
тизированным и  сертифицированным в  Ев-
ропе (ISO 11348–2) [1] и  в  России (ПНД ФТ 
14.1:2:3:4.11-04, ПНД ФТ 16.1:2:3:4.8–04). Ис-
пользовали лиофилизированные клетки штам-
ма E.  coli TG1 (pXen7), содержащего полный 
lux-оперон Photorhabdus luminescens размером 
7 тыс. п. н. (Эко люм-8) [2]. Сенсор добавляли 
к  испытуемым растворам в  соотношении 1:1. 
Биолюминесценцию измеряли на  многофунк-
циональном микропланшетном ридере BioTek 
(США). Индекс токсичности ИТ рассчитывали 
по формуле ИТ = 100 ×(Io-I) /Io, где Io и I соответ-
ственно интенсивность свечения сенсора «Эко-
люм» контроля и опыта через 30 мин контакта. 
Строили график зависимости уровня биолю-
минесценции от%-ого содержания нитрилов 
в  двойной логарифмической системе коорди-
нат и  определяли принятый в  токсикологии 
параметр EC50 (median eff ective concentration). 
Величина ЕС50 соответствовала концентрации 
раствора, при которой происходит ингибиро-
вание свечения сенсора на 50%. Для сопостав-
ления данных по  токсичности использовали 
показатель LD50 (median lethal dose), указанный 
в  паспортах безопасности нитрилов для крыс 
(www.sigma-aldrich.com).

Во втором случае определяли минималь-
ные ингибирующие (МИК) и  бактерицидные 
(МБК) концентрации нитрилов в  микросу-
спензионном тесте в  лунках плоскодонного 
96 луночного планшета на среде Луриа-Берта-

ТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ НИТРИЛОВ 

КАРБОНОВЫХ КИСЛОТ НА КЛЕТКИ БАКТЕРИЙ

 Максимова А. В.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, 
Пермь, Россия

Методом биотестирования определен токсикологический параметр EC50 для различных 
нитрилов. Наиболее токсичными оказались бензонитрил и  его 4-гидроксипроизводные. 
Установлены МИК и МБК токсикантов для четырех нитрилутилизирующих штаммов. Са-
мым устойчивым к большинству субстратов был R. ruber gt1. Тем не менее, отмечена бо-
лее высокая устойчивость P. fl uorescens C2 к гербицидам по сравнению с бактериями рода 
Rhodococcus.

Ключевые слова: нитрилы, токсичность, биотестирование, токсикологические параме-
тры EC50 и LD50, МИК, МБК.
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ни (LB) с  токсикантом и  культурой одного 
из исследуемых штаммов до рабочей концен-
трации 106 клеток/мл. Учет результатов МБК 
производили путем высева на  LB-агар через 
24 ч, МИК оценивали по оптической плотно-
сти на  планшетном спектрофотометре Tecan 
infi nite M200 (Швейцария) через 48 ч инкуби-
рования.

Результаты. Методом биотестирования 
определена токсичность исследуемых раство-
ров нитрилов. Наименее токсичными оказа-
лись алифатические предельные ацето- и изо-
бутиронитрилы, ЕС50 которых составила 
1048,32±355,01 и  616,19±63,05 мМ соответ-
ственно. Пятиуглеродный представитель дан-
ной группы (валеронитрил) оказывал боль-
шее ингибирующее действие на  сенсор даже 
по  сравнению с  непредельным акрилонитри-
лом (ЕС50 13,09±3,57 против 37,36±20,55  мМ). 
Нужно отметить, что величина EC50 по акри-
лонитрилу является сильнотоксичной и соот-
ветствует 1000 ПДК, установленной для воды. 
Из рассмотренных нитрилов самыми токсич-
ными были ароматические нитрилы: бензо-
нитрил угнетал биолюминесценцию Е. сoli 
на 50% при 0,4 мМ, а его бром- и йодсодержа-
щие производные при концентрациях в 5 и 10 
раз меньше: 0,08±0,05 и  0,04±0,01 мМ. Инте-
ресно, что A. B. Vesela и др. [3] в своей работе 
показали, что при использовании в  качестве 
биосенсора бактерии Vibrio fi scheri величина 
EC50 для бромоксинила и иоксинила состави-
ла 14 и  8 нМ соответственно. По-видимому, 
данный сенсор является более чувствитель-
ным к  токсикантам, однако в  обоих случаях 
иоксинил оказался более токсичным. При со-
поставлении токсикологических параметров 
EC50 и LD50 оказалось, что для алифатических 
нитрилов среднелетальная доза была гораздо 
выше (примерно в  25 раз для акрило- и  аце-
тонитрилов). Ароматические нитрилы про-
являют большее ингибирующее действие 
на сенсорный штамм Е. coli, чем на крыс при 
пероральном введении. Так, LD50 по бензони-
трилу был больше EC50 в 23,5 раза, а по бро-
мо- и иоксинилу – в 7,25 и 8,5 раз.

При определении МИК всех групп нитри-
лов на  клетки нитрилутилизирующих бакте-
рий выявлено, что токсичность напрямую за-
висела от сложности субстрата: алифатические 
предельные нитрилы < алифатические непре-
дельные нитрилы < ароматические нитрилы < 
галогензамещенные ароматические нитрилы 

(гербициды). Так, для первых трех групп суб-
стратов МИК были не меньше 15 мМ, а для по-
следней разброс составил 0,01-0,3 мМ. Среди 
рассмотренных штаммов самым устойчивым 
к большинству субстратов был R. ruber gt1. От-
мечено, что разные штаммы родококков мог-
ли существенно различаться по устойчивости 
к  нитрилам: МИК бензонитрила для R.  ruber 
gt1, Rhodococcus  sp.  A0 и  R.  erythropolis  84 со-
ставила 0,06, 0,03 и  0,015 М соответствен-
но. Хотя МИКи ряда нитрилов для P.  fl uore-
scens C2 были ниже или равны по отношению 
к родококкам, тем не менее отмечается более 
высокая устойчивость клеток псевдомонад 
к  бромо- и  иоксинилу. Нужно отметить, что 
при использовании сенсора Е. сoli и штаммов 
R. ruber gt1 и Rhodococcussp. A0 относительная 
токсичность субстратов совпала. Исключение 
составил валеронитрил, МИК которого оказа-
лась больше, чем акрилонитрила. При исполь-
зовании R.  erythropolis  84 и  P.  fluorescens  C2 
в качестве тесторных штаммов «линейка» ток-
сичности субстратов выглядела иначе.

Бактерицидные концентрации нитрилов 
были существенно выше (от 0,125 до 4 М и бо-
лее, для первых трех групп, и от 1,25 до 5 мМ 
для четвертой), и отличались от МИК в 4 раза 
(P. fl uorescens C2, R. erythropolis 84 – для изобу-
тиронитрила), 8 раз (в большинстве случаев) 
и даже в 33 раза (R. erythropolis 84 – для акри-
лонитрила, Rhodococcus sp. A0 – для изобути-
ронитрила). Для гербицидов этот разброс был 
еще выше. Устойчивость изученных штаммов 
бактерий к  высоким концентрациям нитри-
лов объясняется тем, что они были выделены 
из  почв на  территории предприятий по  про-
изводству акриламида, где возможны разливы 
субстрата и продукта.

Таким образом, учитывая, что изученные 
штаммы показали высокую устойчивость 
к  нитрильным соединениям, микробные со-
общества данных культур могут быть исполь-
зованы в  биоремедиации загрязненных ни-
трилами территорий.
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TOXIC EFFECT OF NITRILES ON BACTERIAL CELLS
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Toxicological parameter EC50 was defi ned for various nitriles by biotesting (toxicologic testing). Ben-
zonitrile and its 4-hydroxy derivatives proved to be the most toxic. MIC and MBC of toxicants were deter-
mined for four nitrile-degrading strains. R. ruber gt1 was the most resistant to the majority of substrates. 
Nevertheless, higher resistance to herbicides was observed for P. fl uorescens C2 as compared to bacteria of 
the genus Rhodococcus.

Актуальность и цель работы. По современ-
ным данным, более 99% бактериальных попу-
ляций в  природных экосистемах существуют 
не  в  виде свободно плавающих планктонных 
клеток, а в виде специфически организованных 
прикрепленных к субстрату биопленок [1].

Биопленки промышленно значимых штам-
мов микроорганизмов могут рассматриваться 
как самоиммобилизующиеся и саморегенери-
руемые биокатализаторы, что особенно ак-
туально в тех случаях, когда субстраты и/или 
продукты биокатализа отрицательно воздей-
ствуют на жизнеспособность клетки [2].

На сегодняшний день изучение биопленок 
микроорганизмов и  их потенциала является 
одним из перспективных направлений в био-
технологии. Замена свободно культивируемых 
клеток микроорганизмов в традиционном ми-

кробиологическом производстве на  биоката-
лизаторы в виде иммобилизованных бактерий 
поднимает биотехнологию на качественно но-
вый, существенно более высокий уровень.

Целью настоящей работы явилось изуче-
ние влияния токсичных субстратов на жизне-
способность суспендированных клеток и био-
пленок Rhodococcus ruber gt1 и  Pseudomonas 
fl uorescens C2 путем определения уровня вну-
триклеточного АТФ.

Материалы и  методы. Культуры бактерий 
R. ruber gt1 и  P. fl uorescens C2 выращивали 
в  96-луночных полистирольных иммуноло-
гических планшетах. Через 4 сут. культиви-
рования от биопленок отделяли жидкую фазу 
со свободными клетками, биопленки промы-
вали фосфатным буфером, затем в лунки вно-
сили 150 мкл буфера, в  который добавляли 

УСТОЙЧИВОСТЬ БИОПЛЕНОК PSEUDOMONAS PSEUDOMONAS 
FLUORESCENSFLUORESCENS C2 И RHODOCOCCUS RUBERRHODOCOCCUS RUBER GT1 

К ТОКСИЧНЫМ СУБСТРАТАМ И ПРОДУКТАМ 

ГИДРОЛИЗА НИТРИЛОВ 

 Оленева М. А.1,  Максимова Ю. Г.1,2

1ФГБОУ ВПО Пермский государственный национальный исследовательский 
университет; 2Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, 

Пермь, Россия

Изучено влияние токсичных субстратов и  продуктов гидролиза нитрилов (акрило-
нитрила, акриламида, акриловой кислоты) на жизнеспособность суспензии и биопленок 
Rhodococcus ruber gt1 и Pseudomonas fl uorescens C2. Методом биолюминесцентного анализа 
определено общее содержание АТФ в клетках суспензии и биопленок нитрилгидролизую-
щих бактерий после воздействия токсикантов. Показано, что биопленки как R. ruber gt1, 
так и P. fl uorescens C2 более устойчивы к воздействию высоких концентраций токсичных 
субстратов и продуктов и обладают большими адаптивными способностями, что выража-
ется в сохранении или возрастании пула АТФ по отношению к контролю.

Ключевые слова: биопленка, биокатализатор, нитрилутилизирующие бактерии, био-
люминесцентный метод, жизнеспособность.
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возрастающие концентрации раствора акри-
лонитрила (НАК), акриламида (АА) и акрило-
вой кислоты (АК). После 20 мин экспозиции 
раствор с биопленок удаляли, а суспензию цен-
трифугировали в планшетах при 3700 об/ мин. 
Супернатант удаляли, биопленки и клеточный 
осадок инкубировали с 100 мкл ДМСО на льду 
в течение 15 мин. Пробы замораживали и хра-
нили при –18 °C.

Концентрацию АТФ определяли, исполь-
зуя стандартный набор реактивов (ATP 
Bioluminescent Assay Kit, Sigma). Измерение 
люминесценции проводили на  планшетном 
ридере Tecan infi nite M200 pro (“Tecan”, Швей-
цария). Для определения концентрации АТФ 
в  образце строили калибровочный график, 
используя результаты люминесценции кон-
трольных образцов, содержащих известную 
концентрацию АТФ.

Результаты и  обсуждение. Методом био-
люминесцентного анализа содержания АТФ 
в  клетках было изучено влияние НАК, АА 
и  АК на  клетки четырехсуточной культуры 
R.  ruber  gt1 и  P.  fl uorescens  C2, находящиеся 
в суспензии и в биопленке. Показано, что при 
20-минутном воздействии 1,7 М раствора АА 
на планктонные клетки R. ruber gt1 происходит 
падение содержания АТФ в клетках более чем 
вполовину от  контроля, тогда как концентра-
ция АТФ в клетках биопленки достоверно воз-
растает. Раствор НАК в  концентрации 1,3  М 
не  приводит к  достоверному снижению со-
держания АТФ в клетках планктона, тогда как 
в  клетках биопленки оно значительно (более 
чем в 2 раза) возрастает. Падение содержания 
АТФ в планктонных клетках при воздействии 
высоких концентраций АА может быть связано 
со снижением их жизнеспособности, тогда как 
возрастание в клетках биопленки может свиде-

тельствовать о большей адаптивной способно-
сти, которая проявляется в стрессовом состоя-
нии. При воздействии НАК на клетки следует 
учитывать, что одновременно начинается его 
гидролиз, сопровождающийся накоплением 
АА, таким образом, воздействие становится 
многофакторным, включающим влияние ток-
сичного субстрата и продукта, а также проте-
кание самой ферментативной реакции. В целом 
можно сделать вывод, что биопленки R.ruber gt1 
проявляют большую жизнеспособность в срав-
нении с  планктонными клетками при воздей-
ствии токсичных органических веществ.

При воздействии 1,3 М раствора АК проис-
ходит резкое падение концентрации АТФ как 
в клетках планктона, так и в клетках биопленки 
P. fl uorescens C2, вероятно, связанное с закисле-
нием среды, которое приводит к гибели клеток. 
НАК в концентрации 1,3 М приводит к 50%-му 
снижению содержания АТФ в  планктонных 
клетках, тогда как в  клетках биопленки оно 
не изменяется по сравнению с контролем. Сле-
довательно, физиологическое состояние клеток 
биопленок нитрилутилизирующих бактерий 
существенно отличается от  планктонного со-
стояния. Биопленки как R. ruber gt1, так и P.  fl uo-
rescens C2 более устойчивы к воздействию вы-
соких концентраций токсичных субстратов 
и продуктов, и обладают большими адаптивны-
ми способностями, чем планктонные клетки.

Работа поддержана программой УМНИК 
(2013 г, Пермь) и выполнена в рамках государ-
ственного задания № 6.2635.2014/K.
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Th e eff ect of toxic substrates and products of the nitrile hydrolysis (acrylonitrile, acrylamide, acrylic 
acid) on the viability of Rhodococcus ruber gt1 and Pseudomonas fl uorescens C2 biofi lm and suspension was 
studied. A total amount of ATP in biofi lm and suspension of nitrile hydrolyzing bacterial cells aft er exposure 
to toxic agents was determined by bioluminescent assay. It was shown that both R. ruber gt1, and P. fl uore-
scens  C2 biofi lms were more resistant to high concentrations of toxic substrates and products and had great-
er adaptive capacity, resulting in maintaining or increasing the pool of ATP with respect to the control.
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Актуальность работы. Биокатализ явля-
ется ведущим современным направлением 
биохимических исследований и практической 
биотехнологии. На  практике реакции био-
трансформации используются как в  органи-
ческом синтезе, для получения различных хи-
мических продуктов, так и для биодеградации 
или детоксикации веществ, загрязняющих 
окружающую среду. Богатейшим ресурсом 
для поиска продуцентов ферментов биотранс-
формации является почвенная микрофлора, 
особенно ризосферные микроценозы. Аро-
матические соединения являются сложными 
субстратами для биотрансформации, что свя-
зано с  пространственными затруднениями 
для расщепления ферментами, с ограничени-
ями в растворимости и транспорте субстрата 
и продуктов биокатализа, а также с токсично-
стью многих из них [1]. Синтетические арома-
тические соединения, используются как моно-
меры и полупродукты для синтеза полимеров 
и  красителей, взрывчатых веществ и  компо-
нентов ракетного топлива, а также в качестве 
детергентов, растворителей, пестицидов, ле-
карственных веществ [1-3].

Материалы и  методы. В  исследовании ис-
пользовали образцы характерных почв Перм-

ского края. Для первичного отбора микроор-
ганизмов использовали минеральную среду N, 
содержащую в  качестве селективных суб-
стратов и единственного источника углерода, 
азота и энергии фенилацетонитрил, мандело-
нитрил, бензонитрил или бензамид в концен-
трации 10 мМ. Активные изоляты выделяли 
методами накопительной культуры и прямо-
го высева. Идентификацию бактерий про-
водили методами полифазной таксономии 
с  использованием диагностических ключей 
Определителя бактерий Берджи. Активность 
ферментов метаболизма амидов и  нитрилов 
определяли с  помощью газовой хроматогра-
фии на  приборе GC-10, Shimadzu и  ВЭЖХ 
(LC-10, Shimadzu). ПЦР-анализ проводили 
с  праймерами, специфичными к  последова-
тельностям генов амидаз и  нитрилгидратаз, 
приведенным в GenBank. Статистическую об-
работку данных проводили с  использовани-
ем компьютерных программ Microsoft  Offi  ce 
XP Excel и «Statistica 5».

Результаты. Исследовано биологическое 
разнообразие почвенных бактерий, способ-
ных активно метаболизировать ароматиче-
ские амиды и  нитрилы карбоновых кислот. 
Было проанализировано 11 различных типов 
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Исследовано биологическое разнообразие почвенных бактерий, способных активно 
метаболизировать амиды и нитрилы карбоновых кислот. Наибольшее количество гетеро-
трофных микроорганизмов обнаружено в образцах, отобранных из гумусового дернового 
горизонта дерново-луговой почвы с  повышенным увлажнением. Наибольшим абсолют-
ным количеством амид-трансформирующих бактерий отличались пробы солончака, ото-
бранные в Челябинской области (3,11х107 КОЕ), образцы из гумусового переходного гори-
зонта дерново-луговой почвы с повышенным увлажнением.

Ключевые слова: биоразнообразие, нитрилы, амиды, почвенные бактерии, таксономи-
ческий состав.
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почв таёжной (Прикамье) и  степной (Челя-
бинская и  Саратовская обл.) зоны России: 
поверхностно-подзолистая супесчаная, дон-
ные речные отложения, дерново-карбонатная, 
дерново-луговая глеевая почвы, солодь, каш-
тановая почва степной зоны, солончак, грунт 
с  солеотвала, активный ил. Было выделено 
более 300 изолятов микроорганизмов, обла-
дающих способностью к  биотрансформации 
нитрилов и амидов.

Наибольшее количество гетеротрофных 
микроорганизмов обнаружено в  образцах от-
бранных из  гумусового дернового горизонта 
(на глубине 5 см) дерново-луговой почвы с по-
вышенным увлажнением (2,93×1010 КОЕ). Мно-
го гетеротрофов содержалось также в  пробах 
солончака, отобранных в Челябинской области 
(2,17×1010 КОЕ) и в пробах грунта в 2 м от со-
леотвала СКРУ-2 г. Соликамск (2,68×109 КОЕ). 
Очевидно, что это соответствует образцам 
с наилучшим соотношением питательных ве-
ществ, аэрации и  увлажнения. Е. В. Даденко 
и М. А. Репях сообщают, что по обогащенно-
сти почв бактериями на МПА солонцы и со-
лончаки относятся к богатым почвам [5].

Бактерии, активно трансформирующие 
амиды и  нитрилы, обнаружены во  всех ис-
следованных почвах и  донных отложениях 
в  количестве 105-107 КОЕ/г сухой почвы, что 
составляет от 0,05 до 48,1% (переходный гори-
зонт дерново-луговой почвы с  повышенным 
увлажнением, глубина отбора проб 20  см) 
от общего числа гетеротрофов.

Наибольшим абсолютным количеством 
амид-трансформирующих бактерий отлича-
лись пробы солончака, отобранные в Челябин-
ской области (3,11х107 КОЕ), образцы из гуму-
сового переходного горизонта дер но во-луговой 
почвы с повышенным увлажнением, г. Красно-
камск (2,89×107  КОЕ) и пробы грунта в около 
солеотвала (2,32×107 КОЕ), а наибольшее коли-
чество нит рил-трансформирующих бактерий 
обнаружено в последних двух из них (3,08×107 
и 7,50×107 КОЕ). В большинстве образцов почв 
количество амид и нитрилтрансформирую щих 
бактерий было примерно равным или соотно-
симым. Это свидетельствует в пользу коорди-
нированного метаболизма нитрилов и амидов 
в экосистемах. Кроме того, было показано, что 
до  86% изолятов, трансформирующих амиды 
были способны к  метаболизму и  нитрильных 
соединений. Преобладание амидтрансформи-

рующих бактерий наблюдалось в образцах гу-
мусового горизонта дерново-луговой почвы 
и солончака, что может быть связано с повы-
шенным увлажнением данных образцов почв, 
при котором образцы содержат большое ко-
личество грамотрицательных бактерий, сре-
ди которых распространена способность ак-
тивно метаболизировать амидосоединения. 
Однако в  относительном выражении образ-
цы солончака, солоди и гумусового горизон-
та дерново-луговой почвы с  повышенным 
увлажнением показали низкое процентное 
содержание нитрил- и амидтрансформирую-
щих бактерий.

Фенилацетонитрил-утилизирующие бак-
терии были представлены во всех типах почв. 
Наибольшее их количество обнаружено в об-
разцах, отобранных на глубине 5 см дерново-
луговой почвы с  повышенным увлажнением 
(3,68×106), а  также в  пробах подзолистой су-
песчаной почвы (6,25×105). Высокая степень 
встречаемости бактерий, вероятно, связана 
с тем, что растения продуцируют многие ни-
трильные соединения, в том числе и фенила-
цетонитрил [4]. Наибольшую часть активных 
изолятов, растущих на  простых органомине-
ральных средах, составляли актинобактерии 
видов R. erythropolis (20%), R. rhodochrous (9%), 
а  также рода Arthrobecter (2%); среди грамо-
трицательных бактерий преобладали предста-
вители P. fl uorescens (7%), P. putida (8%), а так-
же другие представители рода Pseudomonas 
и бактерии родов Agrobacterium – 2% и Acine-
tobacter – 3%.

Работа поддержана проектом Государ-
ственного задания на  выполнение научно-
исследовательской работы № 6.2635.2014/K 
и грантом РФФИ 13-03-96050 р_урал_а.
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BIODIVERSITY OF BACTERIA OF PODZOLIC SOILS OF PERM REGION, 

TRANSFORMED AROMATIC NITRILES AND AMIDE COMPOUND

Lugovskaya N. P.2, Pavlova J. A.1,2, Litasova A. S.2, Maksimov A. Y.1

1Perm State National Research University; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms, RAS, Perm, Russia

Th e biological diversity of amide- and nitrile-metabolizing soil bacteria was investigated. Th e largest 
number of heterotrophic microorganisms found in the samples collected from the humus sod horizon 
sod-meadow soils with high humidity. Th e largest absolute number of amide-transforming bacteria dif-
fered saline samples were selected in the Chelyabinsk region (3,11х107 CFU), samples of humus transient 
horizon sod-meadow soils with high humidity.

Актуальность и цель работы. Ципрофлок-
сацин является высокоэффективным и широ-
ко используемым антибиотиком, входящим 
в группу фторхинолонов. Эти антибиотики ин-
гибируют синтез ДНК путем взаимодействия 
с  бактериальными топоизомеразами  – ДНК-
гиразой и топоизомеразой IV. Топоизомеразы 
играют важную роль в процессе репликации, 
релаксируя сверхспирализованные молекулы 
ДНК посредством внесения одно- или двуце-
почечных разрывов с последующим их восста-
новлением (лигированием). Хинолоны быстро 
связываются с комплексом ДНК-фермент, пре-
пятствуя восстановлению разрывов в молеку-
ле ДНК, что приводит к фрагментации хромо-
сом и, в конечном итоге, к гибели клеток [1]. 
Ципрофлоксацин оказывает бактерицидный 
эффект как в  аэробных, так и  в  анаэробных 
условиях. Предполагается, что в  аэробных 
условиях в  механизм бактерицидного дей-
ствия хинолонов вовлечены активные формы 
кислорода (АФК): супероксид, перекись водо-

рода и гидроксильные радикалы, продуцируе-
мые с участием дыхательной цепи [2]. С целью 
дальнейшего исследования роли АФК в  ги-
бели клеток, индуцированной ципрофлокса-
цином, мы изучали продукцию супероксида 
и  действие этого антибиотика на  бактерии 
Escherichia coli, культивируемые на различных 
источниках углерода и энергии.

Материалы и методы. В экспериментах ис-
пользовали бактерии E. coli BW25113 (wt), 
растущие на  минимальной среде М9 с  добав-
лением 10 мМ глюкозы или натриевых солей 
сукцината, α-кетоглутарата и  ацетата. За  ро-
стом следили путем измерения оптической 
плотности при длине волны 600 нм (OD600). 
Клетки из ночной культуры после центрифуги-
рования переносили в 250-мл колбы со 100 мл 
свежей среды (начальная OD600=0,1) и культи-
вировали на  шейкере (150 об/мин) при 37ºС 
до OD600=0,4. При достижении этой плотности 
в культуру вносили ципрофлоксацин в концен-
трациях 0,0 (контроль), 0,3 и 3,0 мкг/мл и далее 

ДЕЙСТВИЕ ЦИПРОФЛОКСАЦИНА НА БАКТЕРИИ 

ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI, РАСТУЩИЕ НА РАЗНЫХ 

ИСТОЧНИКАХ УГЛЕРОДА И ЭНЕРГИИ

 Петерс М. А.1,  Музыка Н. Г.1,  Октябрьский О. Н.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 2Пермский национальный 
исследовательский политехнический университет, Пермь, Россия

Изучено влияние различных источников углерода и  энергии на  скорость продукции 
экстраклеточного супероксидного радикала и устойчивость бактерий Escherichia coli к ци-
профлоксацину. Установлена обратная зависимость между метаболитической активно-
стью бактерий и их устойчивостью к ципрофлоксацину.

Ключевые слова: выживаемость, супероксидный радикал.
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выращивали в присутствии антибиотика в те-
чение 2 ч. Действие ципрофлоксацина оценива-
ли традиционными методами: по его влиянию 
на удельную скорость роста (μ) и способность 
к  образованию колоний (КОЕ) на  твердом LB 
агаре. Кроме того, с помощью флуоресцентно-
го микроскопа (Leika DM2000) подсчитывали 
число живых и мертвых клеток после окраши-
вания пропидий иодидом и  SITO9 (“life/dead” 
тест), а  также определяли способность бак-
терий поддерживать мембранный потенциал 
(Δψ) по окрашиванию клеток флуоресцентным 
красителем DIBAC. Измерение внеклеточного 
супероксидного радикала (О2

–) осуществляли 
по методу, основанному на способности супе-
роксида восстанавливать цитохром С, добав-
ленный в клеточную суспензию [3].

Результаты. В  контрольных культурах без 
добавления антибиотика μ зависела от  ис-
пользуемого источника углерода и  энер-
гии и  составляла 0,63±0,02 ч–1 для глюкозы, 
0,43±0,01 ч–1 для сукцината, 0,39±0,01 ч–1 для 
α-кетоглутарата и  0,18±0,01 ч–1 для ацетата. 
Добавление 0,3 мкг/мл ципрофлоксацина по-
сле 30-45 мин задержки приводило к  посте-
пенному снижению значения μ, которое было 
наиболее выражено в  культурах, растущих 
на  глюкозе и  сукцинате, где через 2 ч экспо-
зиции с  антибиотиком скорость роста па-
дала в 16 и 7 раз, соответственно. При росте 
на α-кетоглутарате и ацетате μ в этих условиях 
снижалась в 1,2 и 2,0 раза относительно базо-
вого уровня, соответственно. Более высокая 
доза ципрофлоксацина (3,0 мкг/мл) вызывала 
резкое ингибирование роста на всех субстра-
тах, и через 1 ч после добавления антибиотика 
значение μ было близким к нулю.

Известно, что бактерицидное действие хи-
нолонов имеет двухфазный характер: при кон-
центрациях выше МИК (минимальная инги-
бирующая концентрация) летальное действие 
антибиотика возрастает до  концентрации, ко-
торую называют оптимальной бактерицидной 
концентрацией; при дальнейшем повышении 
дозы антибиотика его бактерицидная актив-
ность падает [4]. Этот парадоксальный эффект 
наблюдался и в наших экспериментах. При ро-
сте E. coli на всех субстратах низкая концентра-
ция ципрофлоксацина (0,3 мкг/мл) оказывала 
более выраженный эффект на  снижение КОЕ 
и  увеличение числа мертвых клеток в  тесте 
“life/dead”, чем высокая доза (3,0 мкг/мл). За-
висимость действия ципрофлоксацина от дозы 

сильнее проявлялась при росте на  сукцинате 
и α-кетоглутарате, где через 2 ч экспозиции ма-
лая доза антибиотика была в 8 раз эффективнее, 
чем большая. При росте на глюкозе эффектив-
ность малой дозы была в 3,0 раза выше, а при 
росте на ацетате – в 2,5 раза выше, чем большой. 
В целом степень летального действия ципроф-
локсацина прямо коррелировала с  уровнем μ 
культуры в течение периода экспозиции с анти-
биотиком. Предполагается, что двухфазный ха-
рактер бактерицидной активности хинолонов 
связан с ингибированием синтеза РНК при кон-
центрациях, превышающих МИК [4]. Удельная 
скорость роста является интегральным показа-
телем метаболической активности клеток. По-
казано, что значение μ обратно пропорциональ-
но уровню алармона гуанозинтетрафосфата 
(ppGpp), который регулирует многие метаболи-
ческие процессы и ответ клеток на различные 
стрессовые воздействия, в  том числе путем 
торможения синтеза рибосомальной и  транс-
портной РНК. Следовательно, сохранение высо-
кой скорости роста и, соответственно, низкого 
уровня ppGpp в период экспозиции к ципроф-
локсацину должно повышать эффективность 
бактерицидного действия антибиотика. В про-
тивоположность выживаемости (КОЕ и  тест 
“life/dead”), способность клеток поддерживать 
мембранный потенциал (тест с DIBAC) снижа-
лась с повышением концентрации антибиотика. 
Это еще раз свидетельствует о том, что бактерии 
с  пониженной метаболической активностью 
проявляют большую устойчивость к действию 
ципрофлоксацина.

Дальнейшим подтверждением роли мета-
болической активности является то, что при 
обеих концентрациях ципрофлоксацина вы-
живаемость бактерий (КОЕ), растущих на раз-
ных энергетических источниках, находится 
в сильной обратной зависимости от удельной 
скорости роста в период до добавления анти-
биотика. Коэффициенты корреляции состав-
ляют –0,99 для 0,3 мкг/мл и –1,0 для 3,0 мкг/
мл ципрофлоксацина. При этом через 2 ч экс-
позиции к обеим концентрациям антибиоти-
ка КОЕ в  культурах, растущих на  сукцинате, 
α-кетоглутарате и ацетате, было в 8, 11 и 200 
раз выше, чем на глюкозе.

Ранее было показано, что ципрофлоксацин 
и бактериостатический антибиотик хлорамфе-
никол вызывают повышение уровня суперок-
сида в клетках E. coli [5]. В наших эксперимен-
тах обработка бактерий, растущих на глюкозе, 
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3,0 мкг/мл ципрофлоксацина приводила к уве-
личению скорости продукции супероксида 
в 1,6 раза по сравнению с базовым значением. 
При росте на различных энергетических суб-
стратах скорость продукции внеклеточного 
супероксида составляла в  пикомолях на  0,1 
OD600 в мин 4,59±0,36 для глюкозы, 4,30±0,34 
для сукцината, 4,48±0,46 для α-кетоглутарата 
и 2,95±0,40 для ацетата. Таким образом, толь-
ко в случае ацетата наблюдалось достоверное 
уменьшение скорости продукции супероксида 
в 1,55 раза по сравнению с культурой, расту-
щей на  глюкозе. Вероятно, что в  совокупно-
сти с более низкой удельной скоростью роста 
(в 3,5 раз), снижение продукции супероксида 
может вносить вклад в высокую устойчивость 

бактерий, растущих на ацетате, к бактерицид-
ному действию ципрофлоксацина. 

Исследования поддержаны грантами РФФИ 
№ 13-04-00706, 13-04-96039, 14-04-96031.
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EFFECTS OF CIPROFLOXACIN ON ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI BACTERIA 

GROWING ON DIFFERENT SOURCES OF CARBON AND ENERGY

Peters M. A.1, Muzyka N. G.1, Oktyabrsky O. N.2

1Institute of Ecology and Genetic Microorganisms, RAS; 2Perm National Research 
Polytechnic University, Perm, Russia

Th e action of diff erent carbon and energy sources on the production rate of extracellular superoxide 
and resistance of Escherichia coli bacteria to ciprofl oxacin were investigated. An inverse relationship be-
tween the metabolic activity of bacteria and their resistance to ciprofl oxacin was established.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ БИОПЛЕНКООБРАЗУЮЩЕЙ СПОСОБНОСТИ 

ACINETOBACTER BAUMANNIIACINETOBACTER BAUMANNII, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ РАЗЛИЧНЫХ 

БИОЛОГИЧЕСКИХ МАТЕРИАЛОВ

 Позднякова Н. Л.

ГБОУ ВПО ЮУГМУ кафедра микробиологии, вирусологии, иммунологии и клинической 
лабораторной диагностики, Челябинск, Россия

Исследована способность к биопленкообразованию у A. baumannii, выделенных из раз-
личного биологического материала. Данное свойство во  многом определяет патогенный 
и  персистентный потенциал микроорганизма. Установлено, что A. baumannii образует 
биопленки во  всех тестируемых локализациях, наибольшая способность к  образованию 
внеклеточного матрикса обнаружена у бактерий, выделенных из крови.

Ключевые слова: биопленка, A. baumannii, персистентный потенциал.

Актуальность и цель работы. Acinetobacter 
baumannii является новым патогеном чело-
века, который вызывает широкий спектр ин-
фекций (например, пневмонии, инфекции 
мочевыводящих путей, кровотока и  кожных 

покровов), что составляют около 10% всех 
внутрибольничных инфекций. С  1980-х го-
дов 3 наиболее эпидемически-опасных штам-
ма А. baumannii появились и  распространи-
лись во многих географических районах. Эти 
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штаммы характеризуются множественной 
лекарственной устойчивостью (МЛУ) [1]. Од-
ним из  факторов патогенности A. baumannii 
является способность к образованию биопле-
нок  – высокоупорядоченных сообществ бак-
терий, формирующихся на биологических или 
искусственных поверхностях в результате ад-
гезии, роста и размножения микроорганизмов 
и образования полисахаридного внеклеточно-
го матрикса [2]. По данным Центра по контро-
лю заболеваемости США до 80% инфекцион-
ной патологии человека может быть связано 
с формированием биопленок [3].

Цель исследования  – определить способ-
ность Acinetobacter baumannii, выделенного 
из  различного биологического материала, 
к образованию биопленок. Исследования про-
водились на базе бактериологической лабора-
тории кафедры микробиологии, вирусологии, 
иммунологии и  клинической лабораторной 
диагностики ГБОУ ВПО ЮУГМУ.

Материалы и методы. Для оценки биоплен-
кообразующей функции использовали A. bau-
mannii, выделенный из мокроты, крови и ране-
вого отделяемого пациентов ГБУЗ ЧОКБ.

Для определения биопленкообразующей спо-
собности использовались суточные культуры 
исследуемых микроорганизмов, из которых при 
помощи комплекта БАК СОП № 1-98 готовили 
стандартную бактерийную взвесь 108  КОЕ/ мл, 
доводили до концентрации 106 КОЕ/мл в мясо-
пептонном бульоне. Полученную суспензию 
в  количестве 100 мкл вносили в  лунку сте-
рильного 96-луночного иммунологического 
планшета. Эксперимент проводили не  менее 
6 раз. После 24-часовой инкубации при 37  °C 
содержимое планшета окрашивали фуксином 
в  течение 20 минут. Для экстракции красите-
ля в  лунки планшета вносили 96% этиловый 
спирт. Результаты считывались на микроплан-
шетном фотометре Anthos 2020, при длине вол-
ны 492 нм. Количественной оценкой образова-
ния биопленки считалось значение оптической 
плотности экстрагированного красителя.

Статистическая обработка данных прово-
дилась при помощи программы Statistica V.12.0. 
Результаты представлены в виде среднего значе-
ния и стандартного отклонения. Для сравнения 
данных использовали критерий Mann-Whitney.

Результаты и  обсуждение. В  результате 
проведенных исследований определили, что 
A. baumannii образует биопленки во всех тести-
руемых локализациях. Максимальное значение 

было обнаружено у  A.  baumannii, выделенных 
из  крови (2,073167 ± 1,328131), менее выра-
женный внеклеточный матрикс образовыва-
ли ацинетобактерии, выделенные из  мокроты 
(0,668333 ± 0,206931), наименьший  – из  ранево-
го отделяемого (0,260667 ± 0,153935). Достовер-
ность отличий между сравниваемыми группами 
(р): рР-М = 0,0050705; рР-К = 0,0050705; рМ-К = 
0,045328, где рР-М  – достоверность отличий 
между отделяемым из раны и мокроты, рР-К – 
раны и крови, рМ-К – мокроты и крови.

Частота возникновения ацинетобактерной 
инфекции возрастает. В  Великобритании ко-
личество бактериемий, обусловленных Aci-
netobacter spp., с 2002 по 2003 гг. увеличилось 
на  6% и  составило 1087 случаев. Серьезной 
проблемой для этой страны является значи-
тельное повышение частоты бактериемий, 
вызванных мультирезистентными штаммами 
Acinetobacter spp., – более чем на  300% с  2002 
по 2003 гг. (7 и 22 случая соответственно). Эпи-
демиологические данные свидетельствуют, 
что биопленки Acinetobacter spp. на слизистых 
оболочках играют определенную роль в таких 
инфекционных заболеваниях, как пародонтит, 
инфекции кровотока и  инфекции мочевыво-
дящих путей, из-за способности бактерий ко-
лонизировать постоянное медицинское обо-
рудование (например, катетеры) [4].

Таким образом, при сравнении биоплен-
кообразующей способности Acinetobacter bau-
mannii, выделенного из крови, мокроты и ра-
невого отделяемого пациентов ГБУЗ ЧОКБ, 
нами установлено, что A. baumannii образует 
биопленки во  всех тестируемых локализаци-
ях; наибольшая способность к  образованию 
внеклеточного матрикса обнаружена у бакте-
рий, выделенных из крови.

Ацинетобактерии обладают высоким пато-
генным и  персистентным потенциалами, что 
способствует длительному течению заболе-
вания с  возможными осложнениями, вплоть 
до генерализации процесса.
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DETERMINATION OF THE ABILITY OF BIOFILM FORMATION 

OF ACINETOBACTER BAUMANNIIACINETOBACTER BAUMANNII, ISOLATED FROM THE VARIOUS 

BIOLOGICAL MATERIALS

Pozdnjakova N. L.

State Budget Educational Institution of Higher Professional Education SUSMU Department 
of Microbiology, Virology, Immunology and Clinical Laboratory Diagnostics, Chelyabinsk, Russia

Were studied the ability to biofi lm formation of A. baumannii, isolated from various biological mate-
rial. Th is property is largely determines the pathogenicity and persistence potential of this microorganism. 
It was found that A. baumannii biofi lm was formed in all localizations’ tested with the greatest ability to 
produce extracellular matrix found in bacteria isolated from the blood.

Актуальность и  цель работы. В  послед-
ние годы резко возросла частота возникно-
вения микобактериозов. Возбудителями этих 
заболеваний являются условно-патогенные 
нетуберкулезные микобактерии (НТМБ), ре-
зистентные ко  многим антибактериальным 
противотуберкулезным препаратам, широко-
му спектру дезинфектантов и факторам внеш-
ней среды. Высокая устойчивость НТМБ к не-
благоприятным факторам, во  многом, может 
быть связана co способностью этих бактерий 
к образованию биопленок, в частности, на гра-
ницах раздела фаз.

Процессы формирования биопленок My-
cobacterium основаны на  убиквитарности 
пленочных структур как основной формы су-
ществования бактерий в  окружающей среде, 
оппортунизме бактерий биопленок, способ-
ных пребывать в организме как бессимптом-
но, так и вызывать острые и хронические ин-
фекции с наличием в них высокорезистентных 

к антибиотикам некультивируемых клеток [1]. 
Существование клеток в биологических средах 
«облегчает» межклеточный матрикс, защища-
ющий клеточные элементы от  неблагоприят-
ных факторов среды. Погружение в  матрикс 
снижает чувствительность клеточных элемен-
тов биопленок локализованных в организмах 
животных и человека, к факторам их иммун-
ной защиты.

Начальным условием биопленкообразова-
ния является непосредственное сближение 
бактериальных клеток с  поверхностью с  ад-
гезией их к доступной для дальнейшей коло-
низации поверхности, что происходит за счет 
сил гидрофобного и  электростатического 
взаимодействия. Выраженная гидрофобность 
является одной из  значимых характеристик 
клеточной поверхности микобактерий, кото-
рая эффективно реализуется в процессе адге-
зии и последующем формировании микроко-
лоний и матрикса биопленок [2]. Характерные 

НЕКОТОРЫЕ ОСОБЕННОСТИ БИОПЛЕНОК 

MYCOBACTERIUM SMEGMATISMYCOBACTERIUM SMEGMATIS MC2 155

 Полюдова Т. В.,  Жуланова А. Д.,  Кононова Л. И., 

 Коробов В. П.

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Исследованы процессы образования биопленок бактериями Mycobacterium smegma-
tis mc2 155 при культивировании на разных питательных средах. Показано, что микобакте-
рии формируют особые «плавающие» биопленки. Поверхность таких биопленок обладает 
значительной гидрофобностью. Обнаружена выраженная зависимость липидного состава 
биопленок от среды их формирования.

Ключевые слова: микобактерии, биопленки, Mycobacterium smegmatis.
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биологические особенности микобактерий  – 
наличие в них миколовых кислот, гликополи-
пептидов, экзополисахаридов  – определяют 
их гидрофобность, выраженную сорбцион-
ную активность с  быстрым прикреплением 
к  гидрофобным пластиковым поверхностям 
[3] и развитием особых «морщинистых» био-
пленок на границах раздела фаз [1].

Целью данной работы явилось изучение 
характера формирования биопленок Mycobac-
terium smegmatis mc2 155 при культивировании 
бактерий на  разных средах и  характеристика 
некоторых свойств зрелых биопленок.

Материалы и  методы. Объектом исследо-
ваний явились бактерии M. smegmatis mc2 155. 
Бактерии выращивали на  двух средах: син-
тетической питательной среде Sauton, в  со-
став которой входят (г/л): L-аспарагин  – 4, 
лимонная кислота – 2, К2HPO4x3H2O – 0.65, 
MgSO4x7H2O  – 0.5, тритон X100–0.05, гли-
церол  – 40 мл, а  также жидкой среде, вклю-
чающей (г/л): дрожжевой экстракт («Oxoid», 
США)  – 10, KH2PO4 – 1, Na2HPO4x2H2O  – 3, 
Na-лактат (70%) – 40 мл.

Для получения биопленок 20 мл жидких 
питательных сред вносили в  чашки Петри 
(d=90 мм) и инокулировали суточной культу-
рой M. smegmatis mc2 155 на среде Sauton в ко-
личестве 200 мкл. Культивирование проводи-
ли в течение 3 суток при температуре 37 °C без 
перемешивания.

Гидрофобность поверхностей биопленок 
оценивали по  измерению контактного угла 
смачивания, нанося на поверхность биопленок 
капли воды, 0.9% раствора NaCl, 0.5М фосфат-
ного буфера, глицерина. Изучение профиля 
капель и измерение краевого угла смачивания 
проводили после фотографической детекции. 
При величине угла смачивания больше 90° по-
верхность рассматривали как гидрофобную. 
Гидрофобность поверхностей бактериаль-
ных клеток исследовали с  помощью MATH-
теста [4]. Экстракцию бактериальных липидов 
биопленок проводили по методу Блайя и Дай-
ера. Липидный состав экстрактов определяли 
методом одномерной тонкослойной хромато-
графии на  пластинах «Sorbfi l» (Россия) в  си-
стемах растворителей для полярных липидов 
хлороформ: метанол: вода (65:25:4, v/v), для 
неполярных  – гексан: этиловый эфир: уксус-
ная кислота (80:20:1, v/v). Идентификацию от-
дельных липидов проводили окрашиванием 
специфическими красителями (ацетат меди 

использовали для окрашивания общих липи-
дов, α-нафтол  – для гликолипидов, реактив 
Цинцаде  – для фосфолипидов, нингидрин  – 
для выявления липидов, содержащих амино-
группу), а также по сопоставлению подвижно-
стей (RF) маркеров липидов [5].

Результаты. При исследовании процес-
сов формирования биопленок бактериями 
M. smegmatis выявлено, что на обеих средах 
в статических условиях культивирования об-
разуются «плавающие» биопленки, сосредо-
точенные на границах раздела фаз жидкость/
воздух. Наиболее выраженные биопленки 
формируются на жидкой среде, содержащей 
лактат натрия. Так, масса сырой биомас-
сы пленок, полученных на  среде с  лактатом 
натрия, была в  2 раза выше, чем при росте 
на  среде Sauton (400  мг и  200  мг соответ-
ственно).

Изучение поверхностей биопленок, кон-
тактирующих с  воздушной средой, показало 
высокий уровень их гидрофобности, так как 
краевые углы смачивания при нанесении на по-
верхность капель воды, фосфатного буфера, 
раствора NaCl или глицерина имели значения 
119°± 1; 121 ± 1; 117 ± 2; 110 ± 2 соответственно. 
Планктонные клетки M. smegmatis mc2 155 об-
ладали также высокой гидрофобностью по-
верхности, независимо от использованных сред 
культивирования. По результатам MATH-теста 
гидрофобность клеток была выше 95%.

При исследовании липидного состава био-
пленок M. smegmatis mc2 155, полученных при 
культивировании бактерий на  разных средах 
в обоих случаях были выявлены неполярные 
липиды: 1,2-диглицериды, 1,3-диглицериды, 
в небольшом количестве триглицериды и мо-
ноглицериды, содержание которых на  среде 
Sauton было значительно выше. Полярные 
липиды, выявленные в составе биопленок M. 
smegmatis mc2 155, выращенных на обеих сре-
дах, представлены фосфолипидами: кардиоли-
пином, фосфатидилэтаноламином, фосфати-
дилинозитом, который в биопленках со среды 
Sauton определялся в  следовых количествах, 
и  гликолипидом со  значением RF 0.8. Были 
также обнаружены фосфатидилинозитолман-
нозиды  – фосфорсодержащие гликолипиды. 
На  среде Sauton дополнительно выявлены 
фосфатидилсерин и  гликолипид c величиной 
RF 0.5, а биопленки, выращенные на лактатсо-
держащей среде, отличились наличием глико-
липида с величиной RF 0.85.
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Таким образом, бактерии M.  smegma-
tis mc2 155 формируют гидрофобные биоплен-
ки на границе раздела фаз. Наибольшая био-
масса пленок формируется на среде, в состав 
которой входит лактат натрия. Полученные 
результаты анализа липидных компонентов 
исследованного штамма микобактерий мо-
гут стать основой для разработки методов, 
препятствующих формированию биопленок, 
и  эффективной деструкции этих сложных 
и прочных бактериальных структур.
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SOME CHARACTERISTICS 

OF MICOBACTERIUM SMEGMATISMICOBACTERIUM SMEGMATIS MC2 155 BIOFILMS

Poludova T. V., Zhulanova A. D., Kononova L. I., Korobov V. P.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, RAS, Perm, Russia

Th e phenomena of biofi lm formation by Mycobacterium smegmatis mc2 155 during the periodic cul-
tivation on diff erent media was analyzed. It is shown that mycobacteria forms special fl oating biofi lms, 
surface of which are very hydrophobic. Apparent dependence between the lipid content of biofi lms and 
composition of nutrition media used for biofi lm formation was found out.

Актуальность и цель работы. Высокий ин-
терес исследователей к  бактериям P. аcnes, 
являющимся компонентом нормальной ми-
крофлоры, обусловлен их ролью в патогенезе 

угревой болезни. Известно, что снижение со-
держания кислорода в кожных покровах сти-
мулирует развитие этих бактерий, приводящее 
к разрушению клеток протоков сальных желез, 

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ФОРМИРОВАНИЯ

БИОПЛЕНОК БАКТЕРИЯМИ PROPIONIBACTERIUMPROPIONIBACTERIUM
ACNESACNES AC-1450 НА НАТИВНЫХ И ОБРАБОТАННЫХ

КАТИОННЫМИ ПЕПТИДАМИ ПОВЕРХНОСТЯХ 

ПОЛИСТИРОЛА

 Полюдова Т. В.1,  Коробов В. П.1,2,  Зидина Н. М.2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 
2ФГБОУ Пермский государственный национальный исследовательский 

университет, Пермь, Россия

В работе показана возможность снижения интенсивности формирования биопленок 
бактериями P. acnes Ас 1450 на поверхностях полистирола низкомолекулярными катион-
ными пептидами семейства лантибиотиков. Физическая адсорбция низкомолекулярных 
пептидов варнерина и хоминина на поверхностях полистирола в течение 24 часов приво-
дит к последующему значительному снижению биомассы суточных пленок P. acnes Ас 1450 
по сравнению с биомассой пленок сформированных на интактных поверхностях этого по-
лимера.

Ключевые слова: биопленки, Propionibacterium acnes, варнерин, хоминин.
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локальным воспалениям и образованию гной-
ных пустул [1]. В связи с выявленными меха-
низмами развития акне современное лечение 
основано на применении антибактериальных 
препаратов. Однако при хроническом течении 
угревой сыпи длительное использование анти-
биотиков приводит к формированию устойчи-
вости бактерий P. acnes к этим лекарственным 
средствам, что определяет необходимость по-
иска альтернативных антибиотикам подходов 
к подавлению этих возбудителей.

Важно отметить появление данных о роли 
бактерий P. acnes и  в  имплантат-ассоции-
рованных инфекциях [2]. Однако, механиз-
мы адгезии и формирования биопленок про-
пионовыми бактериями, а  также стратегия 
оптимальной антибактериальной терапии ин-
фекций, вызванных P. аcnes и связанных с ис-
пользованием имплантируемых устройств, 
до сих пор, практически, не изучены.

Целью настоящего исследования явилось 
изучение чувствительности первых этапов 
формирования биопленок P. acnes Ас 1450 
к низкомолекулярным катионным антибакте-
риальным пептидам семейства лантибиотиков 
варнерину и хоминину.

Материалы и  методы. В  работе использо-
вали бактерии Propionibacterium acnes Ас 1450 
(ВКМ, Пущино), которые культивировали 
на жидкой питательной среде, содержащей г/л: 
дрожжевой экстракт (Sigma) – 10, KН2РО4 – 1, 
Na2HPO4×12H2O – 6, глюкоза – 5, 70%-ый лак-
тат Na – 40 мл.

Биопленки P.  acnes Ас 1450 формирова-
ли на интактных и обработанных пептидами 
поверхностях полистирола. Предобработку 
поверхностей проводили внесением в  лунки 
96-луночных планшетов 100 мкл стерильных 
растворов пептидов (32 мкг/мл). Планшеты 
инкубировали в  течение 24 ч при 37oС, по-
сле чего растворы пептидов удаляли, а лунки 
дважды осторожно промывали стерильным 
0,9% раствором NaCl. В контрольных вариан-
тах экспериментов лунки планшета предобра-
батывали по той же процедуре 0,9%-ным рас-
твором NaCl. После этого в лунки планшетов 
вносили по 100 мкл суспензии бактерий в ука-
занной выше питательной среде, содержащей 
бактерии в  количестве ~106 КОЕ/мл. Оценку 
степени развития биопленок осуществляли 
через 24 ч инкубации при 37oС по интенсив-
ности окрашивания бактериального слоя 0,1% 
раствором генцианвиолета. С  этой целью 

в лунки вносили по 100 мкл раствора краси-
теля, инкубировали 15 мин и  после удале-
ния раствора генцианвиолета лунки дважды 
промывали 0,9% раствором NaCl. Для экс-
тракции связавшегося с  биопленками кра-
сителя использовали 96%-ый этанол, внося 
его в лунки в количестве 100 мкл. Измерение 
оптической плотности спиртовых экстрактов 
осуществляли на  планшетном спектрофото-
метре (Benchmark plus «BioRad») при длине 
волны 570 нм.

Результаты. Ранее нами было показано, 
что планктонные бактерии P.  acnes Ас 1450 
чувствительны к  антибактериальному дей-
ствию катионных пептидов стафилококков 
варнерину [3] и  хоминину [4]. Минимальная 
ингибирующая активность для обоих пепти-
дов составляла 32 мкг/мл. В  то  же время из-
вестно, что варнерин и  хоминин способны 
сорбироваться на  поверхности полистирола 
и, тем самым, подавлять адгезию и формиро-
вание биопленок коагулазонегативных ста-
филококков [5]. Как следует из  полученных 
в настоящем исследовании данных, предобра-
ботка поверхностей полистирола растворами 
обоих антибактериальных пептидов приводит 
к  значительному снижению биомассы сфор-
мированных в течение 24 ч биопленок P. acnes 
Ас 1450; так, в присутствии пептидов биомас-
са пленок в обоих случаях снижалась в 3 раза 
по  сравнению с  контролем, когда бактерии 
развивались на  интактных, не  обработанных 
пептидами планшетах.

Полученные результаты позволяют пред-
полагать, что торможение развития био-
пленок бактерий P. acnes Ас 1450 связано 
с бактерицидным действием изучаемых анти-
бактериальных пептидов, иммобилизованных 
на полистироле за счет первоначальных элек-
тростатических и  гидрофобных взаимодей-
ствий. Взаимодействие катионных пептидов 
с  бактериальными клетками осуществляет-
ся благодаря бактерицидному действию этих 
факторов, приводящему к значительному тор-
можению формирования биопленок пропио-
новых бактерий.

Таким образом, низкомолекулярные кати-
онные пептиды варнерин и хоминин обладают 
выраженной, подавляющей образование био-
пленок, активностью в  отношении не  только 
близкородственных продуцентам бактерий 
[5], но и бактерий филогенетически отдален-
ного рода P. acnes.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF PROPIONIBACTERIUM PROPIONIBACTERIUM 
ACNESACNES AС 1450 BIOFILM FORMATION ON NATIVE AND CATIONIC 

PEPTIDE-TREATED POLYSTYRENE SURFACES

Polyudova T. V.1, Korobov V. P.1,2, Zidina N. M.2

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS; 2Perm State National 
Research University, Perm, Russia

Th e paper shows the possibility of low molecular weight cationic peptides of lantibiotic family to re-
duce the intensity of P. acnes Ac 1450 biofi lm formation on the polystyrene surfaces. Physical adsorption 
of low molecular weight peptides, warnerin and hominin, on the polystyrene surfaces during 24 hours 
leads to a further signifi cant reduction in biomass of P. acnes Ac 1450 daily fi lms compared with biomass 
of intact fi lms formed on the polymer surfaces.

Актуальность и цель работы. Совокупная 
микрофлора кишечника человека и животных 
рассматривается как особый физиологический 
орган, деятельность которого вносит важный 
вклад в поддержание здоровья макроорганиз-
ма. Перспективным направлением является 
изучение факторов, повышающих биоплён-
кообразование представителями полезной 
микрофлоры, с одной стороны, и препятству-
ющих формированию БП болезнетворными 

бактериями, с  другой. Одним из  факторов, 
влияющих на  активность микрофлоры, насе-
ляющей желудочно-кишечный тракт (ЖКТ), 
является состав потребляемой пищи. Особый 
интерес представляют полифенолсодержащие 
субстраты (овощи, фрукты, экстракты лекар-
ственных растений) (ПФ). ПФ представляют 
собой обширный класс вторичных метабо-
литов растений, обладающих антиоксидант-
ной активностью (АОА). Предполагается, что 

ОБРАЗОВАНИЕ БИОПЛЕНОК КИШЕЧНЫМИ БАКТЕРИЯМИ 

В ПРИСУТСТВИЕ ПОЛИФЕНОЛСОДЕРЖАЩИХ ЭКСТРАКТОВ 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ

 Самойлова З. Ю.,  Смирнова Г. В.

ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов 
Уральского отделения РАН, Пермь , Россия

Исследовано влияние зеленого и черного чая, а также экстрактов 16 лекарственных рас-
тений на биопленкообразование бактерий Escherichia coli. У экстрактов зеленого, черного 
чая, толокнянки и брусники выявлены наиболее мощные модулирующие эффекты на био-
пленкообразование, связанные с  содержанием полифенолов и  прооксидантными свой-
ствами испытуемых экстрактов.

Ключевые слова: Escherichia coli, полифенолы, экстракты растений, антиоксиданты, 
окислительный стресс.
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в этом качестве ПФ, поступающие в организм, 
участвуют в предотвращении патологий, свя-
занных прямо или косвенно с окислительным 
стрессом (сердечно-сосудистые заболевания, 
канцерогенез, воспалительные процессы).

В последние годы происходит существен-
ный пересмотр взглядов на  механизм дей-
ствия ПФ в  организме человека и  животных. 
Применение современных высокочувстви-
тельных методов показало, что концентрации 
ПФ в большинстве органов человека слишком 
малы, чтобы оказывать прямое антиоксидант-
ное действие. На основании этих данных было 
выдвинуто предположение о том, что основной 
сайт антиоксидантного действия ПФ находит-
ся в  желудочно-кишечном тракте (ЖКТ), где 
концентрация полифенолов может быть до-
статочно высокой для защиты клеток эпителия 
и  кишечной микрофлоры от  активных форм 
кислорода (АФК). Благоприятные для здоровья 
эффекты, наблюдаемые при низких концентра-
циях ПФ в других органах, связывают с их воз-
действием на регуляторные каскады.

В результате переваривания пищи в  ки-
шечнике, происходит непрерывное изменение 
параметров среды (сдвиги рН, изменение со-
става питательных субстратов, образование 
токсичных веществ, в том числе, АФК).

В определенных условиях это может созда-
вать стрессовые условия для жизнедеятельно-
сти кишечных бактерий. Известно, что одним 
из  способов адаптации бактерий к  стрессам 
является образование биопленок. Вопрос 
о влиянии растительных субстратов, в первую 
очередь полифенолов, на образование и функ-
ционирование биопленок кишечными бакте-
риями при стрессах остается малоизученным.

Целью данной работы явилось изучение 
влияния экстрактов растений, широко ис-
пользуемых в народной и официальной меди-
цине, на  образование биопленок бактериями 
Escherichia coli.

Материалы и  методы. Объектом исследо-
вания являлись штаммы E. coli BW25113 (ро-
дительский тип) и  NM3041 (rpoS::lacZ). Ноч-
ные культуры бактерий E. coli выращивали 
аэробно на минимальной среде М9 с добавле-
нием 2 г/л глюкозы. После центрифугирова-
ния клетки из  ночной культуры ресуспенди-
ровали в свежей среде М9 с добавлением 4 г/л 
глюкозы, 0,2% казаминовых кислот и тиамина 
(10 мкг/мл) до значения оптической плотности 
при 600 нм и культивировали в 96-луночных 

полистироловых планшетах в  течение 22  ч, 
необходимых для образования биопленок 
в присутствие экстрактов. Действующая доза 
экстрактов во всех экспериментах составляла 
0,83 мг сухого вещества на 1 мл.

Водные экстракты были приготовлены 
из  коммерческих фармпрепаратов (ОАО 
«Красногорсклексредства», «Иван-чай»), зеле-
ный и черный чай – из препаратов Greenfi eld 
“Golden Ceylon”.

Влияние экстрактов на  биопленкообразую-
щую способность оценивали по  методу  [1]. 
Также определяли радикал-связывающую ак-
тивность (РСА) [2], металл-хелатирующую 
способность (МХС) экстрактов in vitro [3], 
продукцию пероксида экстрактами [4], а так-
же содержание полифенолов в  испытуемых 
экстрактах [5].

Результаты. Выявлено достоверное по-
вышение удельного биопленкообразования 
бактериями E. coli BW25113 при обработке 
экстрактами брусники, липы, толокнянки 
и чёрного чая в 2-3 раза по сравнению с клет-
ками, необработанными экстрактами.

Обработка бактериальных клеток экстрак-
тами из  частей березы, кукурузы, чаги и  пу-
стырника способствовала достоверному уве-
личению удельного биопленкообразования 
в  1,3-1,8 раза. В  этих  же условиях обработка 
клеток бактерий экстрактами крапивы и лами-
нарии оказывала противоположный эффект 
и приводила к достоверному снижению удель-
ного биопленкообразования в  1,4 и  1,2 раза, 
соответственно, по  сравнению с  клетками, 
необработанными экстрактами. Результаты 
экспериментов по  определению РСА и  МХС 
активности in vitro и измерению скорости про-
дукции пероксида свидетельствуют о наличии 
редокс-активности у  испытуемых экстрактов. 
Установлено, что наибольшей РСА in vitro об-
ладали экстракты черного и зеленого чая, а так-
же экстракты толокнянки, брусники и душицы, 
наименьшей  – хвоща и  ламинарии. Наиболь-
шей МХС обладали экстракты зеленого и чер-
ного чая, а также череды, толокнянки и березы, 
наименьшей  – экстракты подорожника, эхи-
нацеи и брусники. Обнаружено, что среди ис-
пытуемых экстрактов с наибольшей скоростью 
продуцировали пероксид экстракты черного 
и зелёного чая, толокнянки и брусники, с наи-
меньшей  – экстракты ламинарии, эхинацеи 
и ноготков. Выявлена корреляция между содер-
жанием в испытуемых экстрактах полифенолов 
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и их РСА активностью, а также способностью 
продуцировать пероксид (r = +0,97 и r = +0,89, 
соответственно). Корреляционный анализ 
указывает на наличие связей между удельным 
биоплёнкообразованием в  обработанных экс-
трактами культурах и  способностью экстрак-
тов продуцировать пероксид (r = +0,89), а так-
же содержанием полифенолов в  испытуемых 
экстрактах (r = +0,73). Выявлена обратная кор-
реляция (r = –0,80), между содержанием поли-
фенолов в испытуемых экстрактах и влиянием 
на экспрессию гена, одной из функций которо-
го является регуляция процесса биопленкоо-
бразования в клетках E. coli.

Полученные результаты свидетельствуют 
о  способности полифенолсодержащих экс-

трактов лекарственных растений модулиро-
вать биопленкообразование кишечных бак-
терий.

Работа поддержана грантом РФФИ-Урал 
№ 14-04-96031.
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BIOFILM FORMATION BY ENTERIC BACTERIA UNDER TREATMENT 

WITH POLYPHENOL-CONTAINING MEDICINAL PLANT EXTRACTS

Samoilova Z. Y., Smirnova G. V.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch 
of Russian Academy of Sciences, Perm, Russia

Biofi lm formation by bacteria Escherichia coli in the presence of the green and black tea and the extracts 
of 16 medicinal plants were investigated. Th e extracts of Camellia silensis, Arctostaphylos uva-ursi and Vac-
cinium vitis-idaea demonstrated remarkable modulating eff ects on bacterial ability to form biofi lms. Th e 
modulating ability correlated with the extracts’ polyphenol content and their prooxidant properties.

Актуальность и цель работы. Известно, что 
Pseudomonas aeruginosa – один из лидирующих 

возбудителей гнойно-воспалительных заболе-
ваний человека [1], который обладает множе-

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МЕТОДОВ ВЫЯВЛЕНИЯ 

ЭКЗОТОКСИНА А PSEUDOMONAS AERUGINOSAPSEUDOMONAS AERUGINOSA

 Солдатенкова А. В.,  Калошин А. А.,  Борисова О. В., 

 Михайлова Н. А.,  Свиридов В. В.

ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И. И. Мечникова, Москва, Россия

Разработаны ИФА и  ПЦР методы для определения экзотоксина А  (ЭТА) Pseudomonas 
aeruginosa, позволяющие, с одной стороны, идентифицировать возбудитель, поскольку ЭТА 
является видоспецифичным, а с другой стороны, определить токсигенность штамма. В дан-
ных тестах оценены клинические изоляты P. aeruginosa. Определено, что 89% штаммов содер-
жали нуклеотидную последовательность гена ЭТА по данным ПЦР, однако только около 80% 
клинических изолятов продуцировали ЭТА in vitro. Дополнительно оценена цитотоксич-
ность клинических изолятов. Показано, что способность продуцировать ЭТА клиническими 
изолятами не всегда определяется наличием гена ЭТА в ПЦР.

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, экзотоксин А, ИФА, ПЦР.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Физиология и метаболизм микроорганизмов666

ством факторов патогенности, среди которых, 
липополисахариды, полисахаридная слизь 
и разнообразные секретирующиеся белки.

Экзотоксин А (ЭТА) является одним из наи-
более токсичных секретирующихся факторов 
патогенности P. aeruginosa. ЭТА относится к се-
мейству АДФ-рибозилтрансфераз и вызывает 
гибель широкого спектра клеток млекопитаю-
щих за счёт ингибирования белкового синте-
за [2]. В ФГБНУ «НИИВС им. И. И. Мечнико-
ва» получены рекомбинантный экзотоксин А, 
его делеционные формы, не  обладающие 
токсичностью, но  способные индуцировать 
специфический иммунный ответ [3], а  так-
же моноклональные антитела, распознающие 
различные эпитопы ЭТА.

Выявление уровня продукции ЭТА имеет 
значение в клинике для выявления токсиген-
ных штаммов P. aeruginosa, а  также при кон-
троле технологического этапа культивирова-
ния производственного штамма в  процессе 
получения препарата для профилактики и те-
рапии синегнойной инфекции.

Материалы и  методы. Культивирование 
P.  aeruginosa проводили на питательных средах 
«ФБУН ГНЦ ПМБ» (МПБ, ПБ, ГРМ 8) и ФГУП 
“ПИПВЭ им. М. П. Чумакова” (RPMI 1640 с 5% 
содержанием сыворотки плода коровы (СПК) 
«ПанЭко») в пробирках объёмом 5 мл при тем-
пературе 32 °C в шейкере-инкубаторе со ско-
ростью вращения 200 об/мин в течение 24 ч.

Для постановки цитотоксического теста 
в  лунки стерильного 96-луночного планшета 
вносили культуральную жидкость P. aerugino-
sa, а затем клетки линии CHO в дозе 104 клеток 
на  лунку. Для оценки нейтрализации цито-
токсичности в лунки дополнительно вносили 
токсиннейтрализующие моноклональные ан-
титела. Реакцию оценивали в  течение 5 дней 
под инвертированным микроскопом.

Количественная оценка токсигенности 
штаммов in vitro проводилась твердофазным 
иммуноферментым двухстадийным сэндвич-
методом. Для этого на  поверхности лунок 
планшета «Costar» адсорбировали поликло-
нальные антитела к экзотоксину Р. aeruginosa. 
На первой стадии в лунки планшета вносили 
образцы культуральной жидкости P. aerugino-
sa. На второй стадии вносили антитела к ЭТА, 
меченые пероксидазой. При окрашивании ис-
пользовали субстратный раствор на  основе 
тетраметилбензидина. Останавливали реак-
цию 1 М серной кислотой.

Выделение геномной ДНК осуществляли 
с  помощью набора «GeneJET Genomic DNA 
Purifi cation Kit» (Fermentas). Полимеразную 
цепную реакцию (ПЦР) проводили в  ампли-
фикаторе «Palm Cycler Corbett Research», подо-
брав оптимальные условия для 35-ти циклов 
ПЦР: 95 °C – 30 сек (денатурация), 69 ºC – 30 сек 
(отжиг праймеров), 72 ºC – 30 сек (элонгация). 
Анализ ПЦР-продуктов, осуществляли в при-
боре для капиллярного электрофореза «QIAxel 
Advanced» (QIAGEN).

Результаты. Так как токсинообразование 
P. aeruginosa зависит от условий окружающей 
среды, при разработке теста на  первом эта-
пе были определены оптимальные условия 
культивирования P.  aeruginosa на  разных пи-
тательных средах для синтеза ЭТА. Для это-
го использовали музейный штамм PA 103. 
Цитотоксичность культуральных жидкостей 
оценивали на культуре клеток СНО. Наиболь-
шую цитотоксичность наблюдали при культи-
вировании на среде RPMI 1640 c содержанием 
СПК 5%. Используя подобранную среду, прове-
ли культивирование 94 клинических изолятов 
P.aeruginosa, полученных из  бактериологиче-
ских лабораторий «ГКБ им. И. В. Давыдовско-
го ДЗМ» и  «НИИ СП им.  Н. В. Склифосов-
ского ДЗМ» в период с мая по декабрь 2013 г. 
Цитотоксичность культуральных жидкостей 
клинических изолятов также оценена на куль-
туре клеток CHO. Для подтверждения того, что 
цитотоксичность в данном случае вызвана эк-
зотоксином А, проведена реакция нейтрализа-
ции цитотоксичности. В 50% случаев обнаруже-
но улучшение состояния клеток, по сравнению 
с  лунками, не  содержащими токсиннейтрали-
зующих моноклональных антител.

С целью количественного определения 
ЭТА в культуральных жидкостях разработан 
и оптимизирован твердофазный иммунофер-
ментный сэндвич-метод. В  качестве иммо-
билизованных и  детектирующих (меченых) 
антител исследованы различные варианты 
моноклональных и  поликлональных анти-
тел. Оптимальным оказался вариант с сорби-
рованными на  планшете поликлональными 
антитоксическими антителами и конъюгатом 
токсиннейтрализующего моноклонального 
антитела № 33 с пероксидазой хрена. Опреде-
лено, что более 80% клинических изолятов 
продуцировали ЭТА in vitro.

 Наличие гена, кодирующего ЭТА (toxA), 
оценивали с  помощью ПЦР. С  целью подбора 
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праймеров для ПЦР провели сравнение в про-
грамме OMIGAº2.0 (http://www.highbeam.com/
doc/1G1–61963309.html) всех полноразмерных 
последовательностей гена toxA P. aeruginosa, 
опубликованных в базе данных GenBank. После 
определения консервативных участков выбрана 
оптимальная пара праймеров. Прямой праймер 
(5’-AGG ACC AGG AAC CCG ACG C) соответ-
ствовал 1523-1541 нуклеотидам гена toxA P. ae-
ruginosa штамма PA103, депонированного в базе 
данных GenBank (Accession: JARI01000066.1). 
Обратный праймер (5’-TGA TCG CCT GTT 
CCT TGT CG) был комплементарен 1839-1858 
нуклеотидам той  же нуклеотидной последова-
тельности. Расчетный размер детектируемого 
ПЦР-продукта составлял 336 нуклеотидных 
пар. Среди 94 изолятов 89% штаммов содержа-
ли нуклеотидную последовательность гена ЭТА 
по данным ПЦР, тогда как у 11% искомая после-
довательность отсутствовала.

Таким образом разработаны ИФА и  ПЦР 
методы для определения экзотоксина А (ЭТА) 
Pseudomonas aeruginosa, позволяющие, с одной 
стороны, идентифицировать возбудитель, по-
скольку ЭТА является видоспецифичным, 
а с другой стороны, определить токсигенность 
штамма.

При сравнении методов выявления ЭТА 
установлено, что в  ряде случаев цитоток-
сичность культуральных жидкостей не  со-
впадала с  количеством ЭТА, определённым 
в  ИФА. Данный факт, вероятно, связан с  на-
личием в  культуральных жидкостях других 
секретирующихся факторов патогенности P. 
aeruginosa. В  реакции нейтрализации цито-
токсичности только в 50% случаев наблюдали 
улучшение состояния клеток CHO, тогда как 
в  иммуноферментном методе показано, что 
более 80% изолятов продуцировали ЭТА in 
vitro, что, вероятно, связано с  большей чув-
ствительностью метода. Также обнаружено, 
что 11 клинических изолятов, содержащих ну-
клеотидную последовательность ЭТА в  ПЦР 
не синтезировали его in vitro.
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COMPARATIVE CHARACTERIZATION OF METHODS 

FOR IDENTIFICATION OF PSEUDOMONAS AERUGINOSAPSEUDOMONAS AERUGINOSA 

EXOTOXIN A

Soldatenkova A. V., Kaloshin A. A., Borisova O. V., 

Michailova N. A., Sviridov V. V.

I. I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russia

PCR and ELISA methods for the detection of Exotoxin A (ETA) have been developed. On the one 
hand, these tests can identify the pathogen because of species-specifi c exotoxin A and on the other hand, 
the toxigenic strains Pseudomonas aeruginosa could be determined. Ninety four clinical isolates were 
tested. It was determined that 89% of strains contained the nucleotide sequence of gene ETA according 
to PCR but only about 80% clinical isolates produced ETA in vitro. In addition, the cytotoxicity of clinical 
isolates was estimated. It was shown that the ability to produce ETA by the clinical isolates was not always 
determined by the existence of nucleotide sequence of ETA gene in PCR.
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Актуальность и цель работы. Ранее мы по-
казали, что в аэробных культурах E. coli глута-
тион (GSH) непрерывно циркулирует между 
клетками и средой [1]. Турновер GSH изменя-
ется при стрессах, а  его выход прекращается 
в  анаэробных условиях, при ингибировании 
дыхания и при исчерпании глюкозы. При ды-
хании происходит непрерывная продукция 
активных форм кислорода (АФК), таких как 
супероксидный радикал (О2

·-) и  перекись во-
дорода (Н2О2). Установлено, что у  E  coli О2

·- 
продуцируется как в цитоплазме, так и в пе-
риплазме и  может вызывать окислительный 
стресс в  этом компартменте клетки [2]. Для 
защиты периплазмы от  повреждающего дей-
ствия О2

·- E. coli обладают периплазматиче-
ской супероксиддисмутазой (Cu, ZnSOD, 
SodC). Экспрессия гена sodC находится под 
контролем RpoS и индуцируется только в ста-
ционарной фазе. Мы предположили, что при 
экспоненциальном росте существенную роль 
в  защите от  периплазматических АФК игра-
ет GSH, выходящий в периплазму в процессе 
трансмембранной циркуляции. 

Целью работы было изучение связи меж-
ду турновером GSH и  продукцией периплаз-
матического О2

·- при переходе от  аэробных 
к  микроаэробным условиям и  роли системы 
ArcAB, контролирующей этот переход [3].

Материалы и  методы. Объектом исследо-
вания служили бактерии E. coli BW25113 (wt) 

и  мутанты JW2663 (ΔgshA), JW1638 (ΔsodC), 
JW3467 (Δgor), JW3901 (ΔmenA), JW4364 
(ΔarcA), JW5536 (ΔarcB) и  JW5437 (ΔrpoS), 
AN2343 (cydD1). Бактерии выращивали на ми-
нимальной среде М9 с  глюкозой (0.15%) при 
37ºС в  колбах на  качалках при 150 об/мин. 
Парциальное давление кислорода (pO2), вос-
становленный (GSH) и  окисленный глутати-
он (GSSG), внеклеточный супероксид (О2

. –) 
и  Н2О2 определяли как описано ранее  [1]. 
Экспрессию генов оценивали по  активно-
сти β-галактозидазы в  штаммах со  слияния-
ми rpoS::lacZ, sodA::lacZ. Устойчивость к Н2О2 
определяли, используя чашки с LB-ага ром [4].

Результаты. В  наших условиях рост E.  coli 
wt от OD600 0.1 до 0.75 сопровождался сниже-
нием pO2 со 100% до 10%, тогда как удельная 
скорость роста (μ) оставалась постоянной 
и равной μmax = 0.72 час–1. При достижении pO2 
около  5% значение μ снижалось до 0.51, при 
дальнейшем росте pO2 падало до нуля, то есть 
весь поступающий кислород потреблялся 
клетками. Ингибирование роста сопрово-
ждалось возрастанием экспрессии rpoS::lacZ 
в клетках дикого типа и gshA мутанте в 1.5 раза. 
Экспрессия sodA, кодирующего цитоплазма-
тическую MnSOD, снижалась параллельно 
с  изменением pO2, причем при лимитации 
кислородом экспрессия sodA::lacZ в мутантах 
gshA поддерживалась на более высоком уров-
не, чем в BW25113. Скорость продукции экс-

РОЛЬ ГЛУТАТИОНА В ЗАЩИТЕ ПЕРИПЛАЗМЫ 

ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI ОТ ЭНДОГЕННОГО СУПЕРОКСИДА 

ПРИ ПЕРЕХОДЕ ОТ АЭРОБНЫХ К МИКРОАЭРОБНЫМ 

УСЛОВИЯМ РОСТА

 Тюленев А. В.1,  Смирнова Г. В.1,  Октябрьский О. Н.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 2Пермский национальный 
исследовательский политехнический университет, Пермь, Россия

Ранее авторы показали, что в аэробных культурах бактерий E. coli наблюдается турно-
вер глутатиона (GSH) между клетками и средой. Остается открытым вопрос о роли этого 
процесса в физиологии бактериальной клетки. Представлены доказательства, что важной 
функцией циркуляции GSH может быть защита периплазмы от эндогенного супероксида 
при переходе от аэробных к микроаэробным условиям роста. Этот процесс находится под 
контролем двух регуляторных систем ArcAB и RpoS.

Ключевые слова: Escherichia coli, глутатион, супероксидный радикал.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 669

траклеточного О2
·- после снижения pO2 до 10% 

падала у  родителя и  возрастала у  мутантов. 
Т.о., снижение pO2 до  лимитирующего уров-
ня сопровождалось падением μ, повышением 
экспрессии rpoS и повышением продукции О2

·- 
у мутантов gshA и sodC.

В процессе роста внутриклеточный GSH 
возрастал у  всех штаммов, у  мутантов rpoS, 
menA, arcA и  arcB это возрастание было вы-
ражено в  большей степени, чем у  родителя. 
Скорость аккумуляции экстраклеточного глу-
татиона (GSHout) у мутантов sodC и rpoS (кон-
тролирует экспрессию sodC) была в  1.5 раза 
выше, чем у клеток дикого типа. Наибольший 
уровень GSHout наблюдался у мутантов по глу-
татионредуктазе (gor).

Наши эксперименты показали, что в  бес-
клеточной системе при физиологических уров-
нях GSH (до 2 мкМ), GSH реагирует с О2

·- с об-
разованием GSSG и Н2О2. При более высоких 
концентрациях наблюдалось снижение нако-
пления Н2О2 за счет ее реакции с GSH. В про-
цессе роста мутанты sodC и rpoS накапливали 
больше экстраклеточного GSSG и  Н2О2. На-
против, мутанты gshA, имели пониженный 
уровень Н2О2 в  среде, который начинал воз-
растать только при достижении OD600 0.8, 
когда увеличивалась экспрессия rpoS. Наи-
больший уровень GSSGout наблюдался у  му-
танта gor. Накопление GSSGout у  этого штам-
ма осуществлялось в течение всей периодики 
и могло быть как результатом окисления GSH 
в периплазме, так и следствием выхода GSSG 
из цитоплазмы. В целом, полученные данные 
указывают на  участие GSH в  защите от  О2

·- 
в периплазме.

Ранее показано, что О2
·- вызывает повреж-

дения неидентифицированных мишеней в пе-
риплазме, которые усиливают чувствитель-
ность E. coli к последующей обработке Н2О2 [4]. 
Обнаружено, что в  диапазоне значений рО2 
от  30% до  5% наблюдается снижение выжи-
ваемости бактерий, подвергнутых воздей-
ствию Н2О2, более выраженное в sodC мутан-
тах и особенно у мутантов gshA. Устойчивость 
к Н2О2 восстанавливалась, когда значение рО2 
снижалось до  нуля и  культура адаптирова-
лась к  микроаэробным условиям роста. Эти 
данные являются еще одним свидетельством 
в  пользу участия циркуляции GSH в  защите 
от АФК в периплазме в условиях повышенной 
продукции супероксида. Ранее мы установи-
ли, что транспортер CydDC, единственная из-

вестная система, экспортирующая GSH из ци-
топлазмы в периплазму, не участвует в выходе 
GSH в растущей аэробной культуре E. coli [1]. 
Однако при переходе от  аэробных к  микро-
аэробным условиям, в  мутанте cydD наблю-
далось сильное ингибирование выхода GSH, 
в то время как уровень GSHout в штамме дико-
го типа продолжал увеличиваться. Экспрессия 
гена cydD индуцируется ArcAB при снижении 
доступности кислорода. Мониторинг уровня 
GSHout в  штамме, несущем мутацию в  arcB, 
выявил отсутствие накопления GSH в  среде 
после перехода к микроаэробному росту. Вы-
ход GSH отсутствовал также у мутанта menA, 
дефицитного по  менахинону, необходимому 
для активации ArcB при переходе к  микро-
аэробным условиям. 

Полученные результаты показывают, что 
при переходе от аэробных к микроаэробным 
условиям происходит переключение экспорта 
GSH с неидентифицированной транспортной 
системы на транспортер CydDC.

В периплазме E. coli поддерживаются более 
окисленные условия, чем в  цитоплазме. При 
экспоненциальном росте соотношение GSH: 
GSSGout варьировало у разных мутантов от 5:1 
до 3:1 (против 300:1 и более) в цитоплазме. Это 
соотношение считается оптимальным для об-
разования нативных дисульфидных связей 
в белках. Переход к микроаэробным условиям 
у бактерий дикого типа и мутантов sodC и rpoS 
сопровождался почти двукратным повыше-
нием соотношения GSH:GSSGout, в  то  время 
как в мутантах menA и arcB это соотношение 
не изменялось, а у мутантов cydD и gor падало 
в 2 раза по сравнению с уровнем в экспонен-
циальной фазе. Подобные отклонения в  из-
менении редокс-баланса в  периплазме могут 
приводить к  нарушениям нормальных про-
цессов адаптации к изменяющимся условиям 
аэрации.

Исследования поддержаны програм-
мой МКБ и  грантами РФФИ № 13-04-00706, 
13-04-96039.
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THE ROLE OF THE GLUTATHIONE IN THE PROTECTION 

OF PERIPLASM OF ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI AGAINST ENDOGENOUS 

SUPEROXIDE UNDER TRANSITION FROM AEROBIC 

TO MICROAEROBIC GROWTH CONDITIONS

Tuylenev A. V.1, Smirnova G. V.1, Oktyabrsky O. N.1,2

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS; 2Perm State National 
Research University, Perm, Russia

Previously, the authors have shown a continuous circulation of glutathione (GSH) between cells and 
the medium in aerobic cultures of E.coli. Th e role of this process in cell physiology remains unclear. Evi-
dence has been provided that an important function of GSH circulation may be to protect the bacteria 
against endogenous periplasmic superoxide under transition from aerobic to microaerobic growth condi-
tions. Th is process is controlled by two regulatory systems ArcAB and RpoS.

Актуальность и  цель работы. В  процессе 
жизнедеятельности аэробные организмы под-
вергаются воздействию активных форм кисло-
рода (АФК), таких как супероксидный радикал 
(О2

–) и перекись водорода (Н2О2), способны по-
вреждать ДНК, белки и липиды [1]. Для защиты 
от  АФК бактерии обладают антиоксидантны-
ми системами, включая супероксиддисмутазы 
(SOD), каталазы и др. Кроме двух цитоплазма-
тических SOD в периплазме E. сoli содержится 
Cu, Zn-SOD (SodC), контролируемая глобаль-
ным регулятором RpoS [2]. Предполагается, 
что основная роль SodC заключается в  борь-
бе с экзо- и эндогенным О2

–. В отличие от О2
–, 

Н2О2 легко пересекает клеточные мембраны 

и может разлагаться цитоплазматическими ка-
талазами. Важную роль в защите от АФК игра-
ет глутатион (GSH), основной редокс-буфер 
в цитоплазме, способный к прямому взаимо-
действию с  О2

– и  Н2О2. В  аэробных условиях 
в растущих культурах E. coli GSH непрерывно 
циркулирует между клетками и  средой [3]. 
Турновер глутатиона изменяется при стрессо-
вых воздействиях и  прекращается при инги-
бировании дыхания. Мы предположили, что 
в  экспоненциально растущей культуре, ког-
да SodC не  индуцирована, трансмембранная 
циркуляция GSH может вносить вклад в  за-
щиту периплазмы от АФК. Данная работа по-
священа проверке этой гипотезы.

ВЛИЯНИЕ ЭКЗОГЕННЫХ АКТИВНЫХ 

ФОРМ КИСЛОРОДА НА ВЫХОД ГЛУТАТИОНА 

ИЗ КЛЕТОК ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI

 Тюленев А. В.1,  Смирнова Г. В.1,  Октябрьский О. Н.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 
2Пермский национальный исследовательский политехнический 

университет, Пермь, Россия

Изучено влияние экзогенных АФК на экспорт и трансмембранную циркуляцию глута-
тиона в экспоненциально растущей культуре бактерий E.coli. Экспортируемый глутатион 
участвует в деструкции экзогенных АФК, защищая периплазму бактерий от окислитель-
ного стресса. Однако, повышение уровня GSH в периплазме и ускорение его трансмем-
бранной циркуляции увеличивает чувствительность бактерий к последующему перок-
сидному стрессу.

Ключевые слова: АФК, глутатион, периплазма, окислительный стресс.
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Материалы и  методы. Объект исследова-
ния – бактерии E. coli BW25113 (wt) и мутан-
ты JW2663 (ΔgshA), JW1638 (ΔsodC), JW3467 
(Δgor), JW3412 (Δggt), AN2343 (cydD1). Штам-
мы NM3021 (katG::lacZ) и  NM3041 (rpoS:: 
lacZ) сконструированы в  нашей лаборатории 
на  основе BW25113. Бактерии выращивали 
на минимальной среде М9 с глюкозой (0.15%) 
или на среде MOPS с заданной концентрацией 
фосфата при 37ºС в колбах на качалках при 150 
об/мин. Экзогенный О2

– генерировали с помо-
щью системы ксантин-ксантиноксидаза (ХО). 
Восстановленный (GSH) и окисленный глута-
тион (GSSG) определяли модифицированным 
методом Титца. Н2О2 измеряли спектрофлуо-
риметрически с  Amplex Red и  пероксидазой 
(AR/HRP). Экспрессию генов katG и rpoS оце-
нивали по  степени индукции β-галактози-
дазы в  штаммах, несущих слияния katG::lacZ 
и  rpoS::lacZ. Способность к  образованию ко-
лоний определяли высевом бактерий на чаш-
ки с LB-агаром. Выживаемость рассчитывали 
как отношение числа колоний в образцах, об-
работанных Н2О2, к числу колоний в контроле 
без обработки (%).

Результаты. Обработка клеток E.coli BW 
25113  АФК, генерируемых ксантин-ксан тин-
оксидазой, приводила к ингибированию ро-
ста бактерий и выходу GSH из клеток в среду. 
Интенсивность выхода GSH зависела от кон-
центрации добавленной ХО, т. е. от  скорости 
образования О2

–. Ингибирование роста и вы-
ход GSH носили обратимый характер: ско-
рость роста восстанавливалась через 40  мин 
после начала обработки, уровень экстракле-
точного GSH возвращался к  базовому значе-
нию через 60 мин. Для разделения эффектов, 
производимых О2

– и  Н2О2, образуемой при 
дисмутации О2

–, эксперименты выполняли 
в присутствии экзогенной SOD или каталазы. 
SOD, добавленная перед XO, предотвращала 
выход GSH, тогда как каталаза не  оказыва-
ла такого эффекта. Добавление Н2О2 в  кон-
центрации 10 мкМ не стимулировало выход 
глутатиона. Мы повторили эксперименты 
со  стационарной культурой E.coli BW25113, 
голодающей по  фосфату, чтобы исключить 
эффект возможного наложения эндогенного 
О2

– и экзогенных АФК в растущей культуре. 
В этих условиях генерируемый О2

– так же вы-
зывал выход GSH, свидетельствуя, что имен-
но супероксид может быть первичным сти-
мулом этого процесса.

Индуцированный супероксидом экспорт 
глутатиона не  зависел от  наличия в  клет-
ках GSH-транспортера CydDC, единствен-
ной известной транспортной системы GSH, 
осуществляющей его экспорт из  цитоплаз-
мы в  периплазму. Обратимость выхода GSH 
из  клеток нарушалась в  мутантах по  глута-
тионредуктазе (GOR), восстанавливающей 
GSSG, и γ-глутамилтранспептидазе (GGT), пе-
риплазматическому ферменту участвующему 
в гидролизе GSH и возвращении его фрагмен-
тов в цитоплазму. Таким образом, О2

– стиму-
лировал выход GSH через не идентифициро-
ванную систему, а  возвращение глутатиона 
осуществлялось с участием GGT.

В бесклеточной системе АФК, продуцируе-
мые ксантином и XO, окисляли 60% добавлен-
ного GSH, из которых 2/3 подавлялась в при-
сутствии каталазы (результат взаимодействия 
GSH с Н2О2), 1/3 GSH окислялась О2

– и пода-
влялась SOD. В культуре бактерий дикого типа 
экзогенные АФК не вызывали повышения кон-
центрации экстраклеточного GSSG. Это могло 
быть связано с быстрым возвращением GSSG 
в цитоплазму и с его восстановлением с уча-
стием GOR, свидетельством чего является 25% 
повышение уровня экстраклеточного GSSG 
у мутантов по генам ggt и gor в обработанных 
АФК культурах по сравнению с BW25113. Дру-
гой причиной отсутствия аккумуляции GSSG 
при экспозиции к АФК у клеток дикого типа 
могла быть деструкция Н2О2 с участием ката-
лаз. Действительно, анализ экспрессии генов 
выявил значительную индукцию гена katG, 
кодирующего каталазу HPI. Замедление ро-
ста сопровождалось также индукцией RpoS-
регулона, в  состав которого входит каталаза 
HPII. В результате, уже через 5 мин после на-
чала экспозиции к экзогенным АФК, концен-
трация Н2О2 в  среде не  превышала 1.3 мкМ. 
Таким образом, окисление GSH экзогенными 
АФК в культуре дикого типа маскируется бы-
стрым турновером GSSG и  снижается вслед-
ствие деструкции АФК с участием ферментов.

АФК, генерируемые ксантин-ксантинокси-
дазой, существенно снижали удельную ско-
рость роста, но  не вызывали гибели клеток. 
Ингибирование роста у мутантов sodC, ggt и, 
особенно, gshA было значительно выше, чем 
у  BW25113, что указывает на  важную роль 
продуктов этих генов в  защите клеток E. coli 
от окислительного стресса. Внесение экзоген-
ного GSH (100 мкМ) в среду культивирования 
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до  добавления XO повышало устойчивость 
gshA мутантов к  ингибирующему действию 
экзогенных АФК. Таким образом, защитное 
действие проявляли как эндогенный, так и эк-
зогенный GSH. Однако, если пробы, отобран-
ные после обработки ксантином и XO, подвер-
гали последующему сильному пероксидному 
стрессу, присутствие GSH в  среде и  клетках 
усиливало бактерицидное действие Н2О2. 
Эффект может быть связан с  тем, что повы-
шенное содержание в  периплазме деривата 
глутатиона  – цистеинилглицина, образующе-
гося при гидролизе GSH с участием GGT и яв-
ляющегося очень хорошим восстановителем, 
может существенно ускорять формирование 
гидроксильных радикалов в реакции Фентона, 
вызывая повреждение и гибель клеток.

В целом, можно заключить, что экзогенный 
О2

– стимулирует экспорт GSH из клеток E. coli 

и его трансмембранную циркуляцию. Экспор-
тируемый GSH может совместно с антиокси-
дантными ферментами участвовать в деструк-
ции экзогенных АФК, защищая периплазму 
бактерий от  окислительного стресса. Вместе 
с  тем, повышение уровня GSH в  периплазме 
и  ускорение его трансмембранной циркуля-
ции увеличивает чувствительность бактерий 
к последующему пероксидному стрессу.

Исследования поддержаны грантами 
программы МКБ и  РФФИ № 13-04-00706, 
13-04-96039.
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EFFECT OF EXOGENOUS ROS ON THE EXPORT 

OF GLUTATHIONE FROM ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI

Tyulenev A. V.1, Smirnova G. V.1, Oktyabrsky O. N.1,2

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS; 2Perm National 
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Eff ect exogenous ROS on export and transmembrane circulating glutathione in an exponentially 
growing culture of bacteria E. coli was studied. Exported glutathione is involved in the degradation of ex-
ogenous ROS by protecting the bacterial periplasm against oxidative stress. However, high levels of GSH 
in the periplasm and the acceleration of its transmembrane circulation increases the sensitivity of bacteria 
to the next peroxide stress.
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Актуальность и  цель работы. Биогенные 
полиамины (путресцин, спермидин, спермин) 
представляют собой алифатические углеводо-
роды, которые встречаются в клетках практи-
чески всех живых организмов [1]. Показана 
роль этих соединений в регуляции генной экс-
прессии, клеточной пролиферации и  защи-
те бактериальной клетки от  разнообразных 
стрессовых факторов, включая воздействия 
антибиотиков. Гены, экспрессия которых сти-
мулируется полиаминами на  уровне транс-
ляции, объединены в  структуру, названную 
«полиаминовый модулон». Недавно нами по-
казано, что продукт одного из  таких генов, 
RpoS, достаточно высокое накопление которо-
го в клетках E. coli возможно лишь в присут-
ствии полиаминов, положительно регулирует 
содержание персисторов, высокотолерантных 
к  аминогликозиду нетилмицину [2]. В  то  же 
время, до  сих пор совершенно неизвестной 
остается роль в персистообразовании других 
генов полиаминового модулона. Персисто-
ры – это субпопуляции клеток с замедленным 
метаболизмом, которые характеризуются не-
наследуемой высокой толерантностью к  ан-
тибиотикам и  являются основной причиной 
затяжных трудноизлечимых инфекций [3]. 

Поэтому изучение механизмов образования 
персисторов является актуальной задачей 
на пути создания средств борьбы с ними. Ис-
ходя из этого, целью данной работы является 
выяснение роли полиамин-зависимых генов 
в  формировании персисторного фенотипа 
клеток E. coli.

Материалы и методы. Определение перси-
сторных клеток осуществляли на основе про-
токола, представленного в  статье Keren  et  al. 
2004 [3]. Штаммы E. coli культивировали в пол-
ноценной питательной среде LB. Используемый 
антибиотик нетилмицин, относящийся к ами-
ногликозидам, взят в концентрации 2,8 мкг/мл, 
что на порядок превышает минимальную по-
давляющую концентрацию (МПК) для иссле-
дуемых штаммов. Частоту персистообразова-
ния подсчитывали путем деления величины 
КОЕ/мл в культуре после инкубации с нетил-
мицином на таковую в культуре без добавки 
антибиотика.

Генные нокауты конструировали на основе 
штамма E. coli BW25141, любезно предостав-
ленного К. Севериновым (Институт биологии 
гена РАН, Москва), в соответствии с методи-
кой рекомбинации Datsenko и Wanner [4]. Уро-
вень генной экспрессии определяли с  помо-

РОЛЬ ГЕНОВ ПОЛИАМИНОВОГО МОДУЛОНА 

В ПЕРСИСТЕНЦИИ ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI

 Тюленева Е. А.2,  Кашеварова Н. М.2,  Сидоров Р. Ю.1,2, 

 Шумков М. С.3,  Ткаченко А. Г.1,2

1ФГБОУ ВПО Пермский государственный национальный исследовательский 
университет, Пермь; 2ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов 
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С помощью делеционных мутаций генов полиаминового модулона – rmf, yqjD, rpoS по от-
дельности, а также в комбинации в виде двойных (rpoS - rmf) и тройных (rpoS - rmf - yqjD) 
делеций, показано их участие в формировании персисторного состояния клеток E. coli при 
переходе в  стационарную фазу периодической культуры. Методом репортерных генных 
слияний изучены генно-экспрессионные профили клеток для каждого из генов в зависи-
мости от фазы периодической культуры. Все изученные гены делают существенный вклад 
в  персисторный фенотип, величина которого зависит от  фазы периодической культуры 
и  в  наибольшей степени выявляется по  сравнению с  контрольной, ненокаутированной 
культурой, в те ее периоды, когда экспрессия каждого из генов или их комбинации нахо-
дится на максимальном уровне.

Ключевые слова: полиамины, персистообразование, «полиаминовый модулон».
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щью транскрипционных генных lacZ-слияний, 
полученных с использованием в качестве век-
тора бактериофага λRS45, в соответствии с ме-
тодикой Simons [5].

Результаты. Недавно с помощью полиамин-
дефицитного штамма E. coli нами показано, что 
полиамин путресцин на  3 порядка повыша-
ет содержание персисторов в  периодической 
культуре при переходе клеток в стационарную 
фазу. Этот эффект был частично опосредован 
через положительное воздействие путресцина 
на уровень экспрессии rpoS – гена полиамино-
вого модулона – и снижался на 2 порядка в ре-
зультате rpoS делеции [2].

На основании анализа этих данных нами 
сделано предположение о  возможности уча-
стия в данном процессе, наряду с rpoS, и дру-
гих генов полиаминового модулона. Для про-
верки этого предположения нами на  базе 
полиамин-профицитного штамма E. coli BW 
25141 сконструированы мутантные штаммы, 
несущие делецию (нокаут) как в  единичных 
генах полиаминового модулона (rmf, yqjD, 
rpoS), так и комбинированные двойной (rpoS - 
rmf) и  тройной (rpoS - rmf - yqjD) нокауты. 
С этой целью выбраны те гены стационарной 
фазы, чьи продукты отрицательно воздей-
ствуют на пролиферативные функции клеток, 
а, следовательно, потенциально могли бы уча-
ствовать в  формировании их персисторного 
состояния. Среди них rmf, отвечающий за об-
разование димеров 100S рибосом, rpoS  – ген 
сигма-субъединицы РНК-полимеразы, а  так-
же rpoS-зависимый ген yqjD, продукт которого 
локализует 70S и 100S рибосомы на внутрен-
ней мембране бактериальной клетки.

Исследования генной экспрессии с  помо-
щью сконструированных нами репортерных 
генных слияний показали, что максимальный 
уровень экспрессии rpoS наблюдается в начале 
перехода культуры в  стационарную фазу (≈7 
час). В то же время, максимальная экспрессия 
rmf и yqjD регистрируется в поздней стацио-
нарной фазе (48 час).

Возрастание содержания персисторов в пе-
риодической культуре E. coli начинается при 
переходе клеток в  стационарную фазу и  до-
стигает стабильного максимума к  24 часам 
культивирования. В  этих условиях rpoS-но-

ка ут вызывал наибольшее, приблизительно 
на 3 порядка, снижение частоты персисторов 
в культуре нокаутированных клеток по срав-
нению с  контрольной. Единичные нокауты 
rmf и  yqjD также приводили в  этот период 
к  значительному снижению частоты перси-
стообразования, но оно, все же, было на поря-
док меньше по  сравнению с  культурой rpoS-
нокаутированных клеток. Эффект двойного 
(rpoS - rmf) и тройного (rpoS - rmf - yqjD) нокау-
тов на уровень частоты персисторов в 24-ча-
совой культуре был приблизительно тем  же, 
что и  для единичного rpoS. Это свидетель-
ствует о  доминировании rpoS-делеционной 
мутации по отношению к двум другим в этот 
период. Соотношение нокаутных эффектов 
значительно изменялось через 48 часов куль-
тивирования, когда преобладающий отрица-
тельный эффект на частоту персисторов ока-
зывала единичная rmf делеция. В то же время, 
нокаутирование rpoS было существенно менее 
эффективно, а  тройной нокаут занимал про-
межуточное положение по  величине отрица-
тельного воздействия на частоту персисторов 
в этот период.

Таким образом, все изученные нами гены 
полиаминового модулона делают существен-
ный вклад в  формирование персисторного 
состояния E. coli. Величина этого вклада зави-
сит от фазы периодической культуры и в наи-
большей степени выявляется по  сравнению 
с  контрольной, ненокаутированной культу-
рой в  те  ее периоды, когда экспрессия каж-
дого из  генов или их комбинации находится 
на максимальном уровне.

Работа поддержана грантом РНФ 
№ 15-13-00092.
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Th rough the knockout mutations with genes of polyamine modulon – rmf, yqjD, rpoS, which were 
constructed individually or in the forms of double (rpoS - rmf) or triple (rpoS - rmf - yqjD) combinations, 
we have shown their participation in the formation of persister state in cells that enter the stationary 
phase. Using the method of reporter gene fusions gene-expression profi les of cells were studied relatively 
to all these genes depending on the particular phase of batch culture. All of them appeared to make a 
signifi cant contribution to cell persister phenotype, which extent was dependent on a particular phase of 
batch culture and could be optimally distinguished (as compared to control, non-knockout culture) in 
periods when the expression of a particular gene or gene combinations demonstrated their maximum.

Актуальность и цель работы. При дыхании 
у бактерий Escherichia coli в результате случай-
ного переноса электронов с  редокс-центров 
флавоферментов на  кислород может проис-
ходить одноэлектронное восстановление мо-
лекулы кислорода с  образованием анионного 
радикала супероксида O2·ˉ. Супероксид анион, 
в свою очередь, может дисмутировать до пере-
киси водорода, а также окислять железосерные 
кластеры ферментов в цитоплазме, увеличивая 
концентрацию свободного железа и  способ-
ствуя протеканию реакции Фентона с образо-
ванием токсичных гидроксильных радикалов, 
повреждающих все клеточные структуры. 
Избыток АФК приводит также к  нарушению 

проницаемости мембран и вытеканию из кле-
ток содержимого цитоплазмы. Нейтрализация 
O2·ˉ в  цитоплазме осуществляется с  участием 
Mn- и  Fe-супероксиддисмутаз. Супероксид, 
образуемый в периплазме в результате аутоо-
кисления дигидроменахинона в  дыхательной 
цепи, нейтрализуется с  участием периплазма-
тической Cu, Zn-супероксиддисмутазы SodC. 
Перекись водорода подвергается детоксикации 
при помощи каталазы и  алкилгидроперокси-
дредуктазы [1]. Помимо ферментов, в  защите 
от АФК могут участвовать низкомолекулярные 
антиоксиданты, в частности, глутатион (GSH), 
который в аэробно растущих культурах E. coli 
непрерывно циркулирует между клетками 

ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЯ СУЛЬФИТ (SO3
2–) ИОНА 

В РАСТУЩИХ КУЛЬТУРАХ ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI 
ПРИ ОКИСЛИТЕЛЬНОМ СТРЕССЕ
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Показано, что дефицит GSH и  периплазматической SOD способствует ускоренно-
му вытеканию сульфита из  клеток Escherichia coli. Экзогенная перекись водорода кон-
центрационно-зависимым образом снижала уровень экстраклеточного сульфита, окисляя 
его до сульфата. Добавление сульфита в среду защищало бактерии, дефицитные по катала-
зе HPI, от последующей обработки перекисью водорода.

Ключевые слова: редокс-системы клетки, тиолы, активные формы кислорода (АФК).
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и средой [2]. Показано, что мутанты по обеим 
цитоплазматическим супероксиддисмутазам 
не растут в отсутствие цистеина, поскольку их 
мембрана становится проницаемой для суль-
фита (SO3

2–), являющегося промежуточным 
продуктом при синтезе цистеина. Вытекание 
сульфита обычно рассматривается как резуль-
тат окислительного повреждения мембран, 
однако сульфит обладает высокой восстанови-
тельной активностью и может вступать в реак-
цию с пероксидами в среде и периплазме, спо-
собствуя их нейтрализации. С целью проверки 
возможной антиоксидантной роли сульфита 
мы изучали динамику его внеклеточного уров-
ня при обработке клеток E. coli супероксидом 
и перекисью водорода.

Материалы и  методы. В  качестве объекта 
исследований использовали бактерии E. coli 
BW25113 (родитель) и делеционные мутанты 
по генам, кодирующим первый фермент син-
теза глутатиона JW2663 (gshA), супероксид-
дисмутазу JW1638 (sodC), менахинон JW3901 
(menA), каталазу HPI JW3914 (katG), а  также 
двойной мутант NM451 (sodCgshA).

За ростом бактерий следили путем измере-
ния оптической плотности при длине волны 
600 нм (OD600). Клетки из ночной культуры по-
сле центрифугирования переносили в 250-мл 
колбы со  100 мл свежей среды (начальная 
OD600=0,1) и культивировали на шейкере (150 
об/мин) при 37ºС до OD600=0,25. Затем клетки 
вновь центрифугировали и ресуспендировали 
для дальнейших экспериментов в свежей сре-
де М9 (начальная OD600=0,1). В экспериментах 
с  обработкой бактерий перекисью водорода 
клетки выращивали до  OD600=0,2, после чего 
вносили необходимую концентрацию Н2O2.

Генерацию O2·ˉ осуществляли при помощи 
суб страт-ферментной пары ксантин и ксанти-
ноксидаза: для этого культуру ресуспендиро-
вали в 50-мл колбах с 10 мл свежей среды М9 
(с  добавлением 1мМ ЭДТА, 50μМ ксантина, 
рН=8). Бактерии культивировали до OD600=0,2, 
после чего в опытный образец добавляли ксан-
тиноксидазу (0,0002U).

Концентрацию сульфита определяли спек-
трофотометрическим методом [3].

Результаты. Минимальная концентрация 
сульфита при нормальном аэробном росте 
была обнаружена в  среде культивирования 
бактерий родительского типа (0,49 ± 0,07 μM). 
В других исследуемых штаммах E. coli базовый 
уровень SO3

2– зависел от  характера мутации: 

от 0,96 ± 0,03 (μM) у E. coli gshA до 1,87 ± 0,07 
(μM) у  двойного мутанта sodCgshA. Концен-
трация сульфита в мутантах sodC и menA со-
ставляла 1,05 ± 0,03 μM и 1,13 ± 0,03 μM, со-
ответственно. Не  наблюдалось значительных 
изменений уровня SO3

2– в  течение культиви-
рования у всех штаммов, за исключением му-
танта gshA, у которого концентрация сульфита 
в среде возрастала в 2 раза за 75 мин культи-
вирования.

Таким образом, дефицит GSH и периплаз-
матической SOD способствовал ускоренному 
вытеканию сульфита из  клеток, что может 
быть как следствием повышения проницаемо-
сти мембран у изученных мутантов, так и по-
тенциальной стратегией защиты бактерий 
от  действия АФК благодаря восстановитель-
ным свойствам SO3

2–.
Для проверки этих предположений нами 

были проведены исследования динамики SO3
2– 

в  среде культивирования штаммов wt и  gshA 
при действии на клетки экзогенного O2

 –. В те-
чение 75 мин инкубации клеток с  ксантинок-
сидазой (генерация экзогенного супероксида) 
наблюдалось достоверное повышение концен-
трации SO3

2– на 20% у бактерий gshA по сравне-
нию с клетками родительского типа.

В экспериментах с  добавлением разных 
концентраций экзогенной перекиси водорода 
к клеткам дикого типа было обнаружено дозо-
зависимое снижение уровня внеклеточного 
сульфита (концентрация сульфита представле-
на как отношение μM/OD600): 4,2, 3,6 и 3,1 через 
70 мин инкубации бактерий с 100 μM, 1 мМ и 2 
мМ перекиси водорода, соответственно.

Для проверки предположения о  потенци-
альных антиоксидантных свойствах сульфита, 
были проведены эксперименты с  предобра-
боткой растущих клеток E. coli SO3

2– (100 μM) 
и  последующей обработкой эквимолярной 
концентрацией H2O2. У  бактерий wt и  gshA 
скорости роста после действия оксиданта 
и  при совместной обработке клеток SO3

2– 
и H2O2 не отличались и были равны 06 ч–1. До-
стоверная разница была обнаружена только 
у штамма, дефицитного по каталазе HPI: вне-
сение сульфита до обработки H2O2 повышало 
скорость роста бактерий на  40% по  отноше-
нию к контрольному образцу, инкубируемому 
в присутствии Н2О2.

Исследования поддержаны Програм-
мой МКБ и  грантами РФФИ № 13-04-00706, 
13-04-96039.
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CHANGES IN THE LEVEL OF SULFITE ANION (SO3
2–) IN GROWING 

CULTURES OF ESCHERICHIA COLI ESCHERICHIA COLI UNDER OXIDATIVE STRESS

Ushakov V. Y.1,2, Smirnova G. V.1, Oktyabrsky O. N.1

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS; 2Perm State 
National Research University, Perm, Russia

In this study, we have shown that defi ciency in GSH and periplasmic SodC provoked accelerated ef-
fl ux of sulfi te from Escherichia coli cells. Exogenous hydrogen peroxide decreased the level of extracellular 
sulfi te in a dose-dependent manner owing to its oxidation to sulfate. Sulfi te addition protected katG mu-
tant lacking of catalase HPI against subsequent treatment with hydrogen peroxide.
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В настоящее время высокоактуальной для 
практической медицины является проблема 
дисбактериозов, которые сопутствуют мно-
гим заболеваниям, являются следствием раз-
личных физиологических состояний и  лече-
ния инфекций. Опубликовано достаточное 
количество работ, посвященных состоянию 
микробиоты кишечника человека, в  которой 
показано, что качественные и количественные 
изменения состава кишечной микрофлоры 
сопутствуют многим патологическим состоя-
ниям организма, а  также, во  многих случа-

ях, являются причиной или потенцирующим 
фактором для болезней пищеварения, обмена 
веществ, иммунодефицитных состояний, па-
тологии внутренних органов [4].

В. М. Бондаренко с соавторами показали, что 
главная (резидентная) флора толстой кишки 
представлена бифидобактериями, бактероида-
ми и лактобациллами, что составляет до 90% 
всей микробиоты кишечника [1]. Установле-
но, что бифидо- и  лактобактерии способны 
воздействовать на  различные звенья иммун-
ной системы, регулируя неспецифический 

ПРЕБИОТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КУЛЬТУРАЛЬНОЙ 

ЖИДКОСТИ LACTOBACILLUS РLANTARUMLACTOBACILLUS РLANTARUM

 Швец А. С.1,  Кудрина Е. А.1,  Литасова А. С.1, 

 Максимов А. Ю.1,2

1ФГБОУ ВПО Пермский государственный национальный 
исследовательский университет, Пермь; 2ФГБУН Институт экологии 

и генетики УрО РАН, Пермь, Россия

По результатам ГХ-МС показано, что основным метаболитом надосадочной жидкости 
L. рlantarum 8P-A3 является молочная кислота (70%). Другие продукты метаболизма (16% 
от общего количества растворенных веществ) включали аминокислоты, пептиды, одноо-
сновные карбоновые кислоты, глицериновую кислоту, пирролидон-5-карбоксильную кис-
лоту, жирные кислоты, многоатомные спирты и сахара. Показано, что культуральная жид-
кость L. plantarum 8P-A3 и два вида ультрафильтрата проявляют антагонистическое действие 
по отношению к E. coli K-12 и B. subtilis ATCC 6633. При этом минимальная концентрация 
ультрафильтрата проявляла ростстимулирующее действие на L. plantarum 8P-A3.

Ключевые слова: антагонизм, лактобактерии, пребиотики, пробиотики, экзометабо-
литы.
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и  специфический клеточный и  гуморальный 
иммунитет, а также индуцировать синтез им-
муноглобулинов и интерферона [2].

Многочисленные публикации специалистов 
свидетельствуют о необходимости включения 
пробиотиков, пребиотиков и  симбиотиков 
в схемы лечения как дисбактериозов, так и раз-
личных соматических заболеваний. До насто-
ящего времени не выясненным до конца оста-
ется механизм действия экзоматаболитного 
комплекса лактобактерий, присутствующего 
в культуральной жидкости.

Целью настоящей работы является изуче-
ние пребиотических свойств экзометаболит-
ного комплекса лактобактерий.

Оценивали антимикробную активность 
по  отношению к  бактериям Bacillus subtilis 
ATCC6633, Escherichia coli K12 у  образцов, 
полученных путем фракционирования куль-
туральной жидкости L. рlantarum 8P-A3. Ми-
нимальную подавляющую концентрацию куль-
туральной жидкости по  отношению к  E.  coli 
и  B. subtilis определяли методом разведений 
в жидкой питательной среде LB на микробио-
логических планшетах. Плотность культуры 
оценивали спектрофотометрически по  изме-
нению оптической плотности при длине вол-
ны 540 нм.

Методом газовой хромато-масс-спектро-
метрии были исследованы компоненты надо-
садочной жидкости L. plantarum 8Р-А3. Пока-
зано, что в условиях эксперимента основным 
метаболитом надосадочной жидкости, полу-
ченной на 60 ч культивирования лактобацилл, 
является молочная кислота, составляющая 
70% от общего количества метаболитов. Вто-
рым значимым компонентом надосадочной 
жидкости, содержание которого достигало 
14%, являются соли и комплексы фосфорной 
кислоты. Остальные компоненты, составляю-
щие в  сумме 16% от  общего количества рас-
творенных веществ, включали аминокисло-
ты (валин, треонин, аспарагиновая кислота), 
пептиды, одноосновные карбоновые кисло-
ты (масляная, пропионовая, бутандиоловая), 
трехатомно-одноосновную глицериновую кис-
лоту, пирролидон-5-карбоксильную кислоту, 
жирные кислоты (транс-9-октадеценовая кис-
лота и др.), многоатомные спирты и сахара.

Исследовано антибактериальное действие 
культуральной жидкости L.  plantarum 8Р-
А3. Минимальную подавляющую концентра-
цию культуральной жидкости по  отношению 

к E. coli К12 и B. subtilis ATCC6633 определяли 
методом разведений в  жидкой питательной 
среде МРС-2 на микробиологических планше-
тах. Показано, что антибактариальная актив-
ность по отношению к тест-культурам E.  coli 
К12 и B. subtilis ATCC6633 наблюдается в раз-
ведениях от  1:2 на  2 сутки роста L.plantarum 
8Р-А3 до  1:32 на  5 сутки роста. Культураль-
ная жидкость L.plantarum 8Р-А3 проявляла 
большее антибактериальное действие к  тест-
культуре E. coli К12, чем к B.subtilis ATCC6633. 
Установлено, что в  аналогичных условиях 
ультрафильтрат культуральной жидкости, по-
лученный с  использованием полых волокон 
с отсечкой 15 кДа, не проявил существенного 
ингибирующего действия на  тест-культуры 
E. coli К12 и B. subtilis ATCC6633. Это свидетель-
ствует о том, что в качестве ингибитора высту-
пает не молочная кислота, как предполагалось 
ранее, а более высокомолекулярный компонент, 
предположительно, пептидной природы.

Установлено, что диапазон концентраций 
ультрафильтрата L. plantarum 8Р-А3 при ко-
торых наблюдается ростстимулирующая ак-
тивность по  отношению к  этой  же культуре, 
составляет от 1:2 до 1:8.. При этом не было об-
наружено различий в активности стабилизи-
рованного (автоклавированного) и  нестаби-
лизированного ультрафильтрата.

Таким образом, культуральная жидкость 
L. рlantarum 8P-A3 в  условиях проведенных 
экспериментов проявляет выраженное анти-
бактериальное действие по отношению к E.coli 
K-12 и B.subtilis ATCC6633, и в тоже время мо-
жет выступать как ростстимулирующий агент 
для самого пробиотического штамма. В то же 
время образцы ультрафильтрата данной куль-
туры с  отсечкой 15 кДа не  проявляли суще-
ственной антибактериальной активности. 
Следовательно, антибактериальное действие 
экзометаболитного комплекса данного штам-
ма преимущественно обусловлено действием 
высокомолекулярных компонентов.

Работа поддержана программой УрО РАН 
Молекулярная и  клеточная биология и  про-
ектом в  рамках государственного задания 
№ 6.2635.2014/K.
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Актуальность и  цель работы. Сложный 
комплекс реакций микроорганизмов по  по-
иску оптимальных для жизнедеятельности 
условий и  развитию толерантности в  ответ 
на  неблагоприятные воздействия находится 
под контролем множества регуляторных фак-
торов. Среди них значительная роль принад-
лежит малым сигнальным молекулам – факто-
рам межклеточной коммуникации, продукция 
которых зависит от  плотности популяции 
микроорганизмов (Quorum sensing, QS). Это 

объединяет клетки в согласованно реагирую-
щие сообщества, где стратегия перемещения 
и экспансии (роение) чередуется со стратеги-
ей выживания посредством формирования 
«оседлых» биопленочных сообществ, облада-
ющих высоким адаптивным потенциалом.

Одной из наиболее распространенных у эн-
теробактерий внутривидовых сигнальных 
молекул QS является индол – продукт дегра-
дации триптофана. Достигая своей пороговой 
концентрации в  среде культивирования, он 

PREBIOTIC PROPERTIES OF CULTURE LIQUID 

OF LACTOBACILLUS RLANTARUMLACTOBACILLUS RLANTARUM

Shvets A. S.1, Kudrina E. A.1, Litasova A. S.1, Maksimov A. Y.1

1Perm State National Research University; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms, RAS, Perm, Russia

By GC/MS was shown that main metabolite of supernatant L.plantarum 8P-A3 is lactic acid (70%). 
Other products of metabolism (16% of total dissolved agents) consist amino acids, peptides, monocar-
boxylic acids, glyceric acid, pyrrolidone-5-carboxylic acid, fatty acids, polyatomic alcohols and sugars. 
Authors were revealed that culture liquid of L.plantarum 8P-A3 has antagonistic eff ect on E.coli K-12 and 
B.subtilis ATCC 6633. Th e minimum concentration stimulates the growth of L.plantarum 8P-A3.

ВКЛАД МАЛЫХ СИГНАЛЬНЫХ МОЛЕКУЛ – ПОЛИАМИНОВ 

И ИНДОЛА – В РЕГУЛЯЦИЮ ПРОЦЕССОВ РОЕНИЯ 

И БИОПЛЁНКООБРАЗОВАНИЯ

 Юрченко А. В.1,2,  Нестерова Л. Ю.1,  Ткаченко А. Г.1,2

1ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 
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Индол и полиамины (путресцин и спермидин) оказывают аддитивные регуляторные эф-
фекты на процессы роения и формирования биопленок Escherichia coli. Присутствие индола 
в среде увеличивает биоплёнкообразование и снижает способность к роению. В свою очередь 
полиамины оказывают стимулирующее действие на оба процесса, в том числе и в присут-
ствии индола. Добавка индола увеличивает концентрацию внутриклеточных полиаминов, 
которые, как показано ранее, увеличивают антибиотикотолерантность E. coli. Обнаружен-
ный нами положительный эффект индола на антибиотикотолерантность, частично может 
быть опосредован через его воздействие на содержание полиаминов в клетке.

Ключевые слова: индол, полиамины, биоплёнкообразование, роение, антибиотикочув-
ствительность.
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оказывает регуляторное воздействие на уров-
не генной экспрессии, опосредованное через 
LuxR-подобный белок SdiA, который способен 
взаимодействовать с  многочисленными эф-
фекторами и изменять специфичность распо-
знавания генов мишеней [1]. В последнее вре-
мя в  литературе появляются указания на  то, 
что, наряду с  индолом, функциями сигналь-
ных молекул QS могут обладать полиамины 
[2]. В связи с этим, нельзя исключить возмож-
ность взаимодействия полиаминов и  индола 
(в том числе, как эффекторов SdiA) в регуля-
ции поведенческих реакций клеток E. coli, свя-
занных с роением и биопленкообразованием.

Существенные изменения двигательного 
аппарата и метаболизма клеток, при переходе 
от подвижного образа жизни (плавание и рое-
ние) к неподвижному (биопленкообразование) 
дают основание рассматривать эти процессы 
как стадии дифференцировки микробного со-
общества на  уровне социального поведения. 
Такая стратегия обусловлена возрастанием ве-
роятности неблагоприятных воздействий при 
исчерпании источников питания, изменении 
параметров среды и воздействии ингибиторов. 
В процессе такой дифференцировки происхо-
дит возрастание толерантности клеток к стрес-
сорным факторам, в том числе антибиотикам.

Опубликованные к  настоящему времени 
данные об участии индола и полиаминов в ре-
гуляции подвижности, биопленкообразования 
и антибиотикотолерантности противоречивы, 
а их совместные эффекты на эти процессы – 
совершенно не изучены. Исходя из этого, це-
лью настоящей работы является исследование 
совместного воздействия двух типов сигналь-
ных молекул в различном их сочетании на по-
веденческие реакции микроорганизмов и уро-
вень толерантности E. coli к антибиотикам.

Материалы и методы. В работе использова-
ны штаммы E. coli с ненарушенным синтезом 
полиаминов – GC4468 и GGB 2600 и полиамин-
дефицитные мутанты SL60 и  HT306, спо-
собные только к  транспорту полиаминов 
из среды. Способность к роению определяли 
на чашках Петри с полужидким агаром (0,4%). 
Биоплёнки выращивали на  полистироловых 
96-луночных планшетах и окрашивали генци-
анвиолетом.

Результаты. Ранее нами показано, что по-
лиамины повышают толерантность E.  coli 
к  антибиотикам различных классов [3]. Дан-
ные литературы о  влиянии индола на  анти-

биотикочувствительность немногочисленны 
и противоречивы.

Результаты настоящей работы показали, что 
добавки в  среду индола повышают толерант-
ность E. coli к антибиотикам, приводя к увеличе-
нию минимальной подавляющей концентрации 
(МПК) для левофлоксацина в  2, цефотаксима 
в 1,5, а амикацина в 2,5 раза в отношении ро-
дительского штамма, тогда как эффект индола 
на  МПК полиамин-дефицитного штамма был 
ниже, и максимальная кратность возрастания 
МПК составила для левофлоксацинасоставила 
1,25, а для цефотаксима и амикацина – 1,5.

Изучение влияния индола на роение пока-
зало, что его добавка к среде значительно сни-
жала подвижность бактерий, в  то  время как 
внесение в среду полиаминов повышало этот 
показатель почти в 2 раза. Снижение роения 
полиамин-дефицитного штамма было более 
значительным, а эффект полиаминов на фоне 
индола – более заметным, чем у полноценного 
штамма, что вызвано различием уровня вну-
триклеточных полиаминов.

Нами показано, что внесение в среду индола 
стимулировало биоплёнкообразование E. coli. 
При этом наибольший эффект при культиви-
ровании на  полноценной питательной среде 
LB наблюдался в  присутствии 500мкМ индо-
ла, тогда как его максимальное воздействие 
на  глюкозо-минеральной среде М9 вызывала 
на  порядок меньшая концентрация (50мкМ). 
Это, по-видимому, обусловлено тем, что клет-
ки, растущие на  богатой среде, содержащей 
триптофан, продуцируют индол, который 
оказывает стимулирующее влияние на  био-
плёнкообразование и  маскирует эффект при 
внесении в  среду его низких концентраций. 
Этим  же можно объяснить более высокий 
уровень удельного биоплёнкообразования 
в контрольной культуре на богатой питатель-
ной среде, по  сравнению с  этим показателем 
на минеральной среде.

Внесение в  среду полиаминов (путресцин, 
спермидин) также приводило к  значитель-
ному возрастанию биоплёнкообразования. 
Однако ещё более значительное увеличение 
этого показателя (почти в 2 раза) наблюдалось 
при совместном внесении в  среду культиви-
рования индола и полиаминов, как результат 
суммирования их эффектов.

Исследование влияния индола на содержа-
ние полиаминов в  клетке показало, что его 
добавка в  среду культивирования приводила 
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к  возрастанию содержания внутриклеточ-
ных полиаминов путресцина и  спермидина 
приблизительно в  2 раза. Не  исключено, что 
уменьшение чувствительности E.  coli к  анти-
биотикам при добавке в  среду индола может 
быть следствием возрастания содержания по-
лиаминов. В пользу этого предположения го-
ворит и тот факт, что эффект индола сильнее 
проявляется в  культуре штамма, способного 
к синтезу полиаминов.

Таким образом, индол и  полиамины ока-
зывают аддитивные регуляторные эффекты 
на  процессы роения и  формирования био-
пленок, что в конечном итоге приводит к воз-
растанию толерантности клеток E. coli к анти-
биотикам. Положительный эффект индола 
на  антибиотикотолерантность частично мо-

жет быть опосредован через его воздействие 
на содержание полиаминов в клетке. Разнона-
правленность эффектов индола и полиаминов 
на  процесс роения указывает на  сложность 
механизмов их взаимодействия в  качестве 
сигнальных молекул QS в  процессах регуля-
ции поведенческих реакций E. coli.

Работа поддержана грантом РФФИ 13–04–
96002-р_урал_а
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SMALL SIGNALING MOLECULES – POLYAMINES AND INDOLE – 

IN CONTROL OF SWARMING AND BIOFILM FORMATION

Yurchenko A. V.1,2, Nesterova L. Y.1, Tkachenko A. G.1,2

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS; 2Perm State National 
Research University, Perm, Russia

Indole and polyamines (putrescine and spermidine) were shown to regulate Escherichia coli swarming 
and biofi lm formation. Medium supplementation with indole increases biofi lm formation and reduces 
bacterial swarming. However, polyamines stimulate both of these processes regardless of whether the me-
dium was supplemented with indole or not. Furthermore, indole is also able to increase the concentration 
of intracellular polyamines, which in turn upregulate cell antibiotic tolerance. Th erefore, positive eff ects 
of indole on E. coli antibiotic tolerance could at least partially be mediated through its infl uence on cell 
polyamines’ pool.
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ВЛИЯНИЕ ПРОБИОТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ 

НА ОСНОВЕ БАКТЕРИЙ РОДА BACILLUSBACILLUS НА ПОКАЗАТЕЛИ 

НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ИММУНИТЕТА 

ПРИ ИНТОКСИКАЦИИ ЖЕЛЕЗОМ

 Барышева Е. С.,  Сизенцов А. Н.,  Климова Т. А.

ФГБОУ ВПО Оренбургский государственный университет, 
Оренбург, Россия

В публикации представлены данные о влиянии пробиотических препаратов на основе 
бактерий рода Bacillus на  бета-литическую и  лизоцимную активность сыворотки кро-
ви лабораторных животных при создании экспериментальной интоксикации сульфа-
том железа. Полученные данные свидетельствуют об эффективном использовании про-
биотиков с  целью стимуляции показателей неспецифической резистентности, а  также 
предотвращают иммунодефицитные состояния, возникающие вследствие интоксикации 
ионами железа.

Ключевые слова: неспецифическая резистентность, интоксикация железом, про-
биотики.

Несмотря на то, что железо является неза-
менимым микроэлементом, который участву-
ет в  основных жизненно важных функциях 
организма, таких как образование железосо-
держащих молекул и нормальном функциони-
ровании железозависимых реакций, его повы-
шенное содержание в  организме может быть 
вызвано повышенной абсорбцией, паренте-
ральным его введением или комбинацией обо-
их механизмов. Избыток железа депонируется 
в  значительной степени в  виде гемосидерина 
в ретикулоэндотелиальных клетках или в па-
ренхиматозных клетках некоторых тканей. 
При этом избавиться от избытка железа часто 
намного труднее, чем устранить его дефицит.

Пристальный интерес исследователей 
к  данному микроэлементу связан не  столь-
ко с распространенностью железа в природе, 
сколько с  его участием в сложных метаболи-
ческих процессах человеческого организма. 
Немаловажен тот факт, что концентрация же-
леза в организме регулируется исключительно 
поглощением, а не выделением [1].

Металлы по сравнению с другими элемен-
тами имеют способность к  биоаккумуляции. 
Известно, что микроорганизмы способны из-

влекать и  концентрировать металлы. Также 
данной способностью обладают микроорга-
низмы, которые входят в состав пробиотиче-
ских препаратов, в  частности бактерии рода 
Вacillus [2].

На основании вышеизложенных данных 
перед нами была поставлена следующая цель: 
изучить эффективность применения пробио-
тических препаратов на основе бактерий рода 
Вacillus в  системе выведения из  организма 
избыточных содержаний железа по  средству 
оценки гематологических, биохимических по-
казателей крови и  показателей неспецифиче-
ской резистентности, а  также исследования 
патоморфологических изменений органов-
мишеней и  содержания железа в  различных 
тканях животного.

Для исследования возможностей выведе-
ния ионов железа нами были выбраны про-
биотические препараты, так как входящие 
в  их состав бактерии рода Вacillus обладают 
уникальной способностью к биоаккумуляции 
металлов [3, 4]. В  качестве пробиотических 
препаратов нами были использованы: Спо-
робактерин (Вacillus subtilis 534), Бактисуб-
тил (Bacillus cereus IP 5832), Ветом-2 (Вacillus 
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subtilis ВКПМ В  7048 и  Вacillus licheniformis 
ВКПМ В 7038). В качестве токсиканта исполь-
зовали  – FeSO4 (сульфат железа). Все иссле-
дования были выполнены на  модели групп-
аналогов лабораторных животных (крыс) 
породы «Вистар». Экспериментальная часть 
была выполнена на  базе экспериментально-
биологической клиники (вивария) Оренбург-
ского государственного университета.

С целью проведения исследования из 96 осо-
бей крыс было сформировано восемь групп – 
пять контрольных и три опытных. Первая кон-
трольная группа получала основной рацион 
(К0), вторая – основной рацион с добавлением 
сульфата железа из расчёта 150 мг/кг веса тела 
(К1), третья – основной рацион с добавлением 
«Споробактерина» (К2), четвертая – основной 
рацион с  добавлением «Ветома-2» (К3), пя-
тая – основной рацион с добавлением «Бакти-
субтила» (К4). Три опытные группы получали 
основной рацион с добавлением сульфата же-
леза и пробиотиков – «Ветом-2» (О1), «Споро-
бактерин» (О2), «Бактисубтил» (О3).

Соль металла задавалась в первый день экс-
перимента (однократно), а  пробиотические 
препараты с 1 по 7 сут. Взятие материала про-
водилось с периодичностью в 7 сут (фоновое 
исследование, 7, 14, 21 сут) в  течение 21 сут 
путём убоя животных методом декапитации.

После затравки соли металла и  дачи про-
биотических препаратов животные наблюда-
лись, и проводилось взятие материала с пери-
одичностью в 7 сут (фоновое исследование, 7, 
14, 21 сут) в течение 21 сут путём убоя живот-
ных методом декапитации.

В качестве показателей естественной рези-
стентности нами выбраны лизоцимная актив-
ность и  активность бета-лизинов. Методика 
выполнения: Определение лизоцимной ак-
тивности по О. В. Бухарину. Бета-литическую 
активность определяли фотонефелометриче-
ским методом по О. В. Бухарину.

Лизоцим (мурамидаза) является одним 
из  важных факторов неспецифической за-
щиты организма. Ферментативная специфич-
ность лизоцима заключается в  разрушении 
связи между N-ацетилмураминовой кислотой 
и N-ацетилглюкозамином в мукополисахари-
де, составляющем оболочку многочисленных 
микроорганизмов.

В ходе проводимых исследований было 
установлено, что лизоцимная активность 
по отношению к фоновым значениям в группе 

контроля металла на  7 сут исследования на-
блюдалось увеличение на 31,0%; на 14 сут ис-
следования на  30,5%; на  21 сут исследования 
на 22,8%. По отношению к фоновым значени-
ям на 7 сут в опытных группах О1, О2 и О3 на-
блюдалось увеличение на 19,0%, 20,7%, 24,1%; 
на  14 сут исследования  – на  18,6%, 22,0% 
и  18,6%; на  21 сут исследования  – на  12,3%, 
14,0% и  7,0%. По  отношению к  группе кон-
троля металла на 7 сут эксперимента в опыт-
ных группах О1, О2, О3 значения были меньше 
на 9,2%, 7,9% и на 5,3%; на 14 сут исследова-
ния показатели опытных групп О1, О2, О3 были 
меньше на 9,1%, 6,5% и на 9,1%; на 21 сут ис-
следования показатели всех опытных групп 
были меньше на 8,6%, 7,1% и 12,9%.

Бета-литическая активность. По  отноше-
нию к фоновым значениям в группе контроля 
металла на  7 сут исследования наблюдалось 
увеличение на  45,4%; на  14 сут исследования 
на  60,8%; на  21 сут исследования на  57,8%. 
По отношению к фоновым значениям на 7 сут 
в  опытных группах О1, О2 и  О3 наблюдалось 
увеличение на  59,0%, 68,1%, 59,0%; на  14 сут 
исследования – на 47,8%, 52,1% и 52,1%; на 21 
сут исследования  – на  47,3%, 36,8% и  36,8%. 
По  отношению к  группе контроля металла 
на 7 сут эксперимента в опытных группах О1, 
О2, О3 значения были больше на  9,3%, 15,6% 
и  на  9,3%; на  14 сут исследования показате-
ли опытных групп О1, О2, О3 были меньше 
на 8,1%, 5,4% и на 5,4%; на 21 сут исследования 
показатели всех опытных групп были меньше 
на 6,6%, 13,3% и 13,3%.

Из полученных данных следует, что приме-
нение пробиотических препаратов на  основе 
бактерий рода Bacillus оказывает стимулирую-
щее действие на лизоцимную и бета-литичес-
кую активность сыворотки как в опытных, так 
и в контрольных группах.
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INFLUENCE OF PROBIOTIC PREPARATIONS BASED 

ON GENUS BACILLUSBACILLUS ON NONSPECIFIC IMMUNITY INDICATORS 

AT IRON-INDUCED INTOXICATION

Barysheva E. S., Sizentsov A. N., Klimova T. A.

Orenburg State University, Orenburg, Russia

Infl uence of probiotic preparations based on Bacillus bacteria on beta-lyzine and lysozyme activity of 
blood serum of the laboratory animals at experimental intoxication by iron sulfate is presented. Th e ob-
tained data testify the eff ective use of probiotics for the stimulation of nonspecifi c resistance, and also for 
prevention the immunodefi ciency arising as the iron ion intoxication consequence.

Актуальность и цель работы. Эволюцион-
ное развитие системы комплемента сопрово-
ждалось формированием некоторых микро-
организмов, вызывающих инфекционные 
заболевания, способностью противостоять 
воздействию белков этой системы, используя 
различные механизмы уклонения путем обра-
зования капсул или поверхностных молекул, 
либо путем связывания реакционных белков 
или их расщепления [1].

Другие микроорганизмы приобрели спо-
собность к формированию кворумзависимого 
механизма резистентности к системе компле-
мента путем индукции ряда генов патоген-
ности, которые активируются в  результате 
восприятия регуляторных молекул. У  боль-
шинства видов грамотрицательных бактерий 
такими молекулами являются ГСЛ. Это низ-
комолекулярные химические вещества, име-
ющие общее гомосеринлактоновое кольцо, 
а также различные по своей длине и строению 
ацильные радикалы [2].

Такой кворумзависимый механизм выхода 
из-под удара комплемента обнаружен у бакте-
рий вида Salmonella enterica. Это один из кли-
нически значимых патогенных микроорга-
низмов, вызывающих кишечные заболевания. 
У  сальмонелл имеется система чувства кво-
рума, основанная на белке SdiA, являющаяся 
аналогом LuxR белков, широко распростра-
нённой среди грамотрицательных микроорга-
низмов. Однако сальмонеллы не продуцируют 
собственную синтетазу ГСЛ, но могут обнару-
живать и связывать аутоиндукторы, произве-
денные другими видами бактерий [3].

Связывание SdiA с аутоиндуктором приво-
дит к активации генов островка патогенности 
1 (SPI-1), в том числе и оперона rck, кодирую-
щего ген резистентности системе комплемента. 
Этот ген был обнаружен на  плазмидах виру-
лентности S. typhimurium и S. enteritidis, ниже 
по течению от Pef оперона, продукт экспрессии 
которого в  дополнение к  адгезии и  возмож-
ности инвазии, также обеспечивает высокий 

ВЛИЯНИЕ ГОМОСЕРИНЛАКТОНОВ НА 

СЕРОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ БАКТЕРИЙ

 Григорьева О. В.,  Каримов И. Ф.

ФГБОУ Оренбургский государственный университет, Оренбург, Россия

Выявлено повышение серорезистентности рекомбинантного люминесцирующего штам-
ма S. typhimurium LT2 при предварительной инкубации клеток в присутствии oxoC6-ГСЛ. 
Это обеспечивается активацией ряда генов вирулентности, в том числе и rck, что было по-
казано с использованием штамма S. typhimurium LT2, несущего плазмиду с генетической 
конструкцией rck::luxCDABE.

Ключевые слова: система комплемента, серорезистентность, Salmonella, гомосерин-
лактон.
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уровень устойчивости к системе комплемента, 
путем фиксации фактора Н и  ингибирования 
полимеризации белка С9 системы комплемента 
на бактериальной мембране [4, 5].

В связи с  вышесказанным, целью нашего 
исследования стало изучение влияния гомосе-
ринлактонов на серорезистентность бактери-
альных штаммов E. coli MG1655 и S. typhimu-
rium LT2.

Материалы и  методы. В  работе исполь-
зовались рекомбинантные люминесцирую-
щие штаммы E. coli MG1655 и S. typhimurium 
LT2 c плазмидами, в  которых клонированы 
luxCDABE гены Photorhabdus luminescens, а так-
же штамм S. typhimurium LT2 rck:luxCDABE, 
отвечающий индукцией свечения в  ответ 
на активацию промотора rck.

При исследовании использовались суточ-
ные культуры бактерий, выращенные при 
температуре 37  °C на LB-агаре (Sigma, США) 
с  добавлением 100 мкг/мл ампициллина для 
штаммов E.  coli MG1655 и  S. typhimurium 
LT2 rck:lux, и  125 мкг/мл тетрациклина для 
Salmonellа LT2 pACXen, после чего получен-
ную биомассу переносили в свежий LB-бульон 
(Sigma, США) и доводили их оптические плот-
ности до  0,35 ед. при 450 нм на  фотометре 
STAT FAX 303 VIS+.

В качестве регуляторных молекул были ис-
пользованы пять образцов ГСЛ, ацильные 
хвосты которых представлены бутаноилом 
(С4), гексаноилом (С6), 3-оксо-гексаноилом 
(охоС6), додеканоилом (С12) и  3-оксо-доде-
каноилом (охоС12) (Sigma, США).

Источник бактерицидных систем служила 
сыворотка крови, полученная от нормальных 
здоровых доноров, а также пул сывороток, по-
лученных при смешивании равных объемов 
40 образцов сывороток.

Оценка серорезистентности производилась 
параллельно биолюминесцентным методом 
в течение 1 часа с помощью планшетного лю-
минометра LM-01T (Immunotech, Чехия) и не-
фелометрическим методом в течение 3 часов.

Результаты исследований обработаны с ис-
пользованием пакета программ Statistica ме-
тодами регрессионного и  корреляционного 
анализа.

Результаты. На  первом этапе была оцене-
на чувствительность E. coli MG1655 и S. typhi-
murium LT2 к нативной сыворотке, при этом 
подобный контакт вел к  дозозависимому ту-
шению свечения, которое для концентраций 

от  6% до  25% вели к  формированию плато 
на  30-й минуте контакта, к  тому  же S. typhi-
murium LT2 характеризовались чуть большей 
устойчивостью по сравнению с E. coli MG1655. 
С другой стороны, выключение системы ком-
племента вело к  потере бактерицидного по-
тенциала сыворотки крови, и только высокие 
её концентрации проявляли незначительный 
бактерицидный эффект.

Сопоставление результатов биолюминес-
ценции и  нефелометрии методов выявило 
зависимость между уровнем остаточной лю-
минесценции и  бактерицидной активностью 
сыворотки, для E. coli описываемое коэффи-
циентом r = –0,581 с уровнем значимости 0,05, 
а для S. typhimurium r = –0,815 с уровнем зна-
чимости 0,01.

На следующем этапе было выявлено, какой 
из  используемых ГСЛ обеспечивает запуск 
промотора rck, при этом в качестве контролей 
были использованы штаммы E.  coli MG1655 
и  S.  typhimurium LT2 с  конститутивным све-
чением. Как и  ожидалось, штаммы E.  coli 
MG1655 и S. typhimurium LT2 не отреагирова-
ли ни на один из используемых ГСЛ, тогда как 
штамм с плазмидой rck::lux продемонстриро-
вал максимальный уровень свечения в  от-
вет на охоС6-ГСЛ в диапазоне концентраций 
от 10–6 М до 10–4 М, тогда как для С6-ГСЛ мак-
симум наступает при 5∙10–5 М, С12-ГСЛ толь-
ко на 10–4 М, а С4-ГСЛ и охоС12-ГСЛ не обе-
спечивали активацию данного промотора.

Оценка изменения выживаемости штаммов 
E. coli MG1655 прединкубированной с различ-
ными концентрациями ГСЛ от  10–4 до  10–6 М 
в присутствии сыворотки крови во всех слу-
чаях показало одинаковую бактерицидную 
активность сыворотки крови, не  зависящей 
от присутствия аутоиндуктора в среде. В слу-
чае с S. typhimurium LT2, выявлено, что охоС6-
ГСЛ как в биолюминесцентном, так и в нефе-
лометрическом методе выявило повышение 
выживаемости данного штамма при исполь-
зовании концентрации 10–4 М. Однако только 
биолюминецентный метод показал снижение 
бактерицидного эффекта в  результате пре-
динкубации с С12 и охоС12-ГСЛ.

Результаты корреляционного анализа под-
тверждают установленную ранее обратную 
зависимость от  уровня свечения и  бактери-
цидной активности сыворотки крови для 
E.  coli описываемую коэффициентом r =–0,250 
с  уровнем значимости 0,01 и  для Salmonella 
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r = –0,734 с  таким  же уровнем значимости. 
Также была установлена зависимость све-
чения штамма S. typhimurium LT2 в  присут-
ствии охоС6, С12 и  охоС12-ГСЛ при воздей-
ствии сыворотки крови, тогда как свечение 
для E. coli MG1655 связано с присутствием С4 
и к тому же этот ГСЛ усиливает бактерицид-
ную активность сыворотки крови в  отноше-
нии сальмонелл.

Таким образом, резистентность S. typhimu-
rium LT2 к  бактерицидному действию сыво-
ротки крови обеспечивается в  наибольшей 
степени гексаноил-гомосеринлактоном, тогда 
как у E. coli MG1655 подобного эффекта не об-
наружено. Полученные результаты позволяют 

с  другой стороны рассмотреть инфекцион-
ный процесс и разработать методы снижения 
патогенности бактериальных штаммов через 
модуляцию системы чувства кворума.
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HOMOSERINE LACTONE EFFECT 

ON BACTERIA SERUM RESISTANCE

Grigoreva O. V., Karimov I. F.

Orenburg State University, Orenburg, Russia

Increased serum resistance of recombinant luminescent strain S. typhimurium LT2 at preincubation 
of cells with oxoC6-AHL was found. Th is is provided by virulent gene activation, including rck; this was 
shown by using strain S. typhimurium LT2, which carries plasmid with rck::luxCDABE fusion.

Актуальность. Сахарный диабет в настоя-
щий момент приобрел масштабы эпидемии, 
а высокий риск развития хронических ослож-
нений заболевания является серьезным вы-
зовом, как для медицинского сообщества, так 
и человечества в целом. По данным Междуна-
родной федерации диабета (IDF), число заре-

гистрированных людей с  сахарным диабетом 
в возрасте 20-79 лет превысило 250 млн., лиц 
с  нарушенной толерантностью к  глюкозе  – 
более 310 млн. Инфекционные осложнения 
являются одной из важнейших проблем у па-
циентов, страдающих сахарным диабетом. Не-
смотря на  значительные достижения в  анти-

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 

ГНОЙНО-НЕКРОТИЧЕСКИХ ОСЛОЖНЕНИЙ 

САХАРНОГО ДИАБЕТА

 Злакоманова О. Н.,  Широбокова М. В.,  Чукичев А. В.
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Изучена динамика изменений спектра микробного пейзажа гнойно-некротических оча-
гов пациентов с осложненным течением сахарного диабета. При повторной госпитализа-
ции у пациентов с СДС из очага тканевой деструкции высеваются «проблемные» штаммы 
возбудителей (P. aeroginosa, A. baumani, MRSA), которые отличаются выраженной рези-
стентностью ко многим антибиотикам.

Ключевые слова: сахарный диабет, осложнения, микробные пейзаж, антибиотики.
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биотикотерапии хирургических инфекций, 
инфекции стоп на  фоне сахарного диабета 
остаются состояниями, угрожающими поте-
рей конечности и  обусловливающими высо-
кую летальность [1].

Среди множества лекарственных пре-
паратов, применяемых в  лечении гнойно-
воспалительных осложнений сахарного диа-
бета, антибиотики занимают ведущее место. 
Интенсивное использование антибактериаль-
ных препаратов способствует росту устой-
чивости возбудителей инфекций к  антибио-
тикам, что значительно снижает результаты 
этиотропной терапии. Нерациональная анти-
биотикотерапия является причиной много-
кратных госпитализаций, в  связи с  отягоще-
нием инфекционного процесса и изменением 
видового состава микроорганизмов [2]. В 20–
50% случаев причиной ампутаций является 
присоединившаяся инфекция, обусловленная 
наличием у больных с синдромом диабетиче-
ской стопы (СДС) нозокомиальной, полирези-
стентной флоры: Ps.aerugenosa, MRSA.

Целью настоящего исследования яви-
лось изучение динамики изменений спектра 
микробного пейзажа гнойно-некротических 
очагов пациентов с  осложненным течением 
сахарного диабета.

Материалы и  методы. Нами проанализи-
рованы результаты лечения 94 больных сахар-
ным диабетом с СДС, находившимися хирур-
гическом отделении НУЗ ДКБ в период с 2006 
по  2010 гг. Мужчин среди них было 37,3%, 
женщин  – 62,7%. Средний возраст больных 
составил 62,6±1,4 года. Пациентов с  сахар-
ным диабетом (СД) I типа зарегистрировано 
13,8% (13), с СД II типа – 86,2% (81). Тяжелой 
степенью СД (классификация ВОЗ) страдали 
более половины больных (55,3%), а  средней 
степенью – 39,4%. Легкая степень диагности-
рована лишь у 5,3% пациентов. Среди сопут-
ствующих заболеваний у больных отмечались 
атеросклероз, ИБС, хронический бронхит, 
ожирение и др. Нейропатическая форма син-
дрома диабетической стопы была диагности-
рована у  45,7% пациентов, нейроишемиче-
ская форма – у 54,3% больных. У больных мы 
наблюдали следующие клинические формы 
СДС: рана – 23,6%, язва – 25%, сухая гангре-
на – 9,6%, влажная гангрена – 13,8%, флегмо-
на – 9,5% абсцесс – 3%, остеомиелит – 15,5%. 
Средняя продолжительность госпитализации 
21,4 койко-дня.

У 29 (30%) впервые поступивших пациентов 
с СДС лечение проводилось консервативными 
методами, которые включали локальное при-
менение антисептиков и  физиолечение. Ме-
дикаментозная терапия включала препараты, 
улучшающие микроциркуляцию и  антибио-
тики. 70% (65 первично госпитализированных 
пациентов) нуждались в хирургическом лече-
нии. У  46 из  них (49,8%) выполнены вскры-
тие гнойного очага и  некрэктомия. Прогрес-
сирующая гнойно-некротическая деструкция 
тканей у 19 пациентов с СДС явилась показа-
нием для ампутации конечности. Из них у 11 
(57,9%) произведено усечение нижней конеч-
ности на уровне бедра, а у 8 (42,1%) – на уров-
не голени. Все больные получали антибактери-
альную терапию широкого спектра действия. 
Бактериологическое исследование раневого 
отделяемого проводилось до  применения 
антибиотиков. Отсутствие положительного 
бактериального посева являлось критерием 
исключения.

Результаты и  обсуждение. Посевы ране-
вого содержимого из  гнойно-некротической 
раны были проведены при поступлении у всех 
первично поступивших больных с  СДС (85 
пациентов) и у 9 повторно госпитализирован-
ных пациентов. Всего выделено 25 штаммов 
бактерий. Монокультура идентифицирована 
в 61% случаев. Среди аэробных возбудителей 
наиболее часто в ране выделялся Staphylococcus 
aureus (43,6%). (2%). Представители семейства 
Enterobacteriaceae (Enterobacter, Enterobacter 
faecalis, aerogenes, cloacae, durans, Enterococcus, 
Enterococcus faecalis) в  совокупности встреча-
лись в 28,7% случаев, в половине наблюдений 
возбудителем гнойно-некротического процес-
са был Enterococcus faecalis. Значительно реже 
высевались Pseudomonas aeruginosa (9,6%), St. 
epidermidis (5%), Proteus spp. (2%) и  E.coli 2%. 
Str. pyogenes, Str. agalactie, Morganella morganii 
встречались менее чем в 1%.

Ассоциация различных бактерий наблюда-
лась в 39% случаев. При этом в качестве сопут-
ствующей микрофлоры выделялись Bacillus 
spp., Corybacter spp, Str.haemolyticus, Klebsiella 
pneumonia, Actinebacter, Citrobacters, В-гемо-
литический стрептококк, Acinetobacter lwoffi  , 
Hapnia и Corynebacterium, концентрация кото-
рых не превышала 104 КОЕ/мл.

У всех выделенных штаммов была исследо-
вана резистентность к антибиотикам. S.аureus 
был устойчив к оксациллину были в 11% слу-
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чаев и  обладал высокой чувствительность 
к  ванкомицину. Резистентность P. aeruginosa 
к  амикацину составила 27% и  к  ципрофлок-
сацину – 33%. Для представителей семейства 
Enterobacteriaceae была характерна высокая 
чувствительность к  амоксициллину, ампи-
циллину, кларитромицину, цефтриаксону 
и  цефепиму (95,4–100%), и  несколько менее 
выраженная к  меропенему (78%). Полирези-
стентность к  двум и  более антибиотикам на-
блюдалась в 9% случаев.

При повторной госпитализации у пациентов 
с СДС мы наблюдали изменение спектра бакте-
риальной флоры в очаге деструкции. В 26% слу-
чаев из раны высевался MRSA, что могло быть 
обусловлено либо конкурентной контаминаци-
ей госпитального штамма, либо в  вследствие 
его мутации в  процессе антибактериальной 
терапии. Резко возрастала число больных, у ко-
торых из раны высевалась у Р. Aeruginosa (23%), 
Klebsiella spp. (16%) и Proteus spp. (12%). Кроме 
это было отмечено появление в ране грамотри-
цательных бактерий, относящийся к семейству 
Moraxellaceae – A. Baumani (11%).

На этом фоне наблюдался рост устойчиво-
сти высеваемой флоры к антибактериальным 

препарам. Так, повышалась резистентность 
S. аureus – резистентными к  оксациллину 
были 27%. Снижалась его чувствительность 
к  ванкомицину (68%). Повышалась устойчи-
вость P. aeruginosa к амикацину (33%) и к ци-
профлоксацину (44%). Возбудители семей-
ства Enterobacteriaceae сохраняли высокую 
чувствительность только к  цефепиму (86%) 
и  меропенему (72%). Полирезистентность 
к нескольким антибиотикам возрастала (21% 
случаев).

Таким образом, при повторных госпитали-
зациях микрофлора очага деструкции у паци-
ентов СДС характеризуется появлением «про-
блемных» штаммы возбудителей (P.aeroginosa, 
A. baumani, MRSA), которые отличаются вы-
раженная резистентностью ко  многим анти-
биотикам.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Анциферов М. Б., Комелягина Е. Ю. Синдром 
диабетической стопы: диагностика, лечение 
и профилактика. – М.: МИА, 2013. – 304 с.

2. Привольнев В. В., Решедько Г. К., Савкин В. А. // 
Клинич. микробиология и  антимикробная хи-
миотерапия. – 2009 – Т. 11, № 1. – С. 86-89.

MICROBIOLOGICAL ASPECTS OF THE PIO-NECROTIC 

COMPLICATIONS SUGAR DIABETES
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GBOU VPO South Ural State Medical Universiti of Health of Russia, 
Chelyabinsk, Russia

Investigate dynamics changes microbial landscapes pyo-necrotic pockets from patients with com-
plicated over sugar diabetes. When rehospitalization the patients from hearth destruction sowing 
«problems» strains causative agents (P.aeroginosa, A. baumani, MRSA), with the expressed resistance 
to many antibiotics.
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Актуальность и цель работы. Взаимоотно-
шения симбиотической микрофлоры кишеч-
ника и  факторов врожденного иммунитета 
во  многом определяют эффективность анти-
микробной защиты данного биотопа челове-
ка. Прямое или опосредованное воздействие 
на микроорганизмы могут оказывать белковые 
компоненты врожденного иммунитета, вклю-
чая лактоферрин (ЛФ), лизоцим и  цитоки-
ны [1]. Установлено, что многие антимикроб-
ные белки, имея различное происхождение, 
структуру, обладают рядом общих лигандов, 
сходным механизмом фиксации, что обеспечи-
вает синергидный антимикробный эффект  [2]. 
Комменсальная кишечная микрофлора, ее 
компоненты и  метаболиты, взаимодействуя 
с  образраспознающими рецепторами, аними-
кробными молекулами, выполняет регулятор-
ную роль в  осуществлении физиологических 
процессов в организме, в поддержании балан-
са цитокинов и микробоцидных веществ [3–5]. 
Учитывая возможность синергидного эффекта 
ЛФ с лизоцимом и иммунорегуляторную роль 
цитокинов, актуальным представляется изуче-
ние локальных факторов врожденного имму-
нитета в зависимости от микроэкологического 
состояния толстого кишечника, что позволит 
оценить физиологическое состояние биотопа 
и выявить маркеры дисбиоза.

Целью настоящей работы являлось изуче-
ние в  копрофильтратах уровня лактоферри-
на, лизоцима, про- и противовоспалительных 
цитокинов при дисбиозе толстого кишечника 
человека.

Материалы и методы. Исследование 45 ми-
кробиоценозов кишечника от  клинически 
здоровых людей осуществлялось общепри-
нятыми методами. Копрофильтраты гото-
вили с  использованием ингибиторов про-
теаз: ингибитор соевых бобов, контрикал. 
Определение про- (INF-γ, TNF-α) и противо-
воспалительных цитокинов (IL-10), ЛФ в ко-
профильтратах проводилось методом ИФА 
с  использованием реагентов «Вектор-Бест» 
(Россия). Лизоцим в копрофильтратах опре-
деляли фотометрическим методом с  ацето-
нированным микрококком. 

Статистическую обработку полученных 
данных проводили средствами пакета Statisti-
ca 10 (StatSoft , USA) с оценкой различий между 
средними величинами по  t-критерию Стью-
дента. Статистические результаты выражали 
в  виде медианы (Ме), нижних (Q25) и  верх-
них (Q75) квартилей. Уровни статистической 
значимости различий определяли с помощью 
непараметрического критерия Манна-Уитни. 
Различия считались статистически достовер-
ными при р<0,05.

ЛОКАЛЬНЫЕ АНТИМИКРОБНЫЕ 

ФАКТОРЫ И ЦИТОКИНЫ ПРИ ДИСБИОЗЕ 

КИШЕЧНИКА ЧЕЛОВЕКА

 Иванова Е. В.,  Бондаренко Т. А.,  Чайникова И. Н.,  Перунова Н. Б.

ФГБУН Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН, 
Оренбург, Россия

В работе представлены данные о  многократном увеличении уровня лактоферрина 
и двукратном повышении лизоцима в копрофильтратах у всех лиц с дисбиозом толстого 
кишечника 3 степени, по  сравнению с  эубиозом и  дисбиозом 1, 2 степени. Про- (INF-γ, 
TNF-α) и противовоспалительные цитокины (IL-10) выявлялись в копрофильтратах толь-
ко у лиц с дисбиозом, особенно при дисбиозе 3 степени (10–33% обследуемых). Обсуж-
даются возможные механизмы таких изменений и значимость их как маркеров дисбиоза 
толстого кишечника. Обнаружение высокого уровня лактоферрина в  копрофильтратах 
людей, обследуемых на  дисбиоз, при отсутствии инфекции, может рассматриваться как 
маркер выраженного дисбиоза.

Ключевые слова: дисбиоз, копрофильтраты, цитокины, лактоферрин, лизоцим.
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Результаты и  обсуждение. В  копрофиль-
тратах обследуемых людей, у  которых бакте-
риологически подтверждался эубиоз, уровень 
ЛФ составлял 154±22 нг/мл, лизоцима – 1,40± 
0,25 мг/ мл, количественные значения цитоки-
нов были ниже порога чувствительности набо-
ров ИФА. При дисбиозе 1 степени в копрофиль-
тратах отмечалось увеличение содержания ЛФ 
(239 [141,3-585,3] нг/мл, p<0,05) по сравнению 
с эубиозом. Существенных изменений уровня 
лизоцима у обследуемых данной группы не вы-
являлось (1,55 [1,42-1,81] мг/мл, p>0,05). 

Следует отметить, что у  31,5% обследуе-
мых с дисбиозом 1 степени в копрофильтратах 
выявлялись провоспалительные цитокины: 
концентрация INF-γ изменялась в  диапазоне 
4,53-6,59 пг/мл, TNF-α – 0,3-3,2 пг/мл. Дисбиоз 
2 степени сопровождался двукратным нараста-
нием в копрофильтратах количества лактофер-
рина по сравнению с дисбиозом 1 степени (479 
[277-1427] нг/мл, p<0,05). Хотя увеличение кон-
центрации лизоцима в исследуемом материале 
было несущественным, среди обследуемых лиц 
данной группы увеличивалась доля с высоким 
содержанием лизоцима. Провоспалительные 
цитокины определялись в  копрофильтратах 
у  42,9±2,01% обследуемых, и  у  21±2,3% выяв-
лялся противовоспалительный цитокин IL-10. 
Количество INF-γ изменялось в  диапазоне 
5,24-15,4 пг/мл, TNF-α – 0,6-6,19 пг/мл и IL-10 – 
2,37-4,52 пг/мл. При глубоких нарушениях 
в  микросимбиоценозе толстого кишечника, 
соответствующих 3 степени дисбиоза, по срав-
нению с  дисбиозом 1-2 степени, отмечался 
многократный рост в  копрофильтратах ЛФ 
(1913 [1335-4929] нг/мл, p<0,05) и двукратный 
рост лизоцима (3,13 [1,84-5,0] мкг/мл, p<0,05). 
Не  выявлено существенных различий в  уров-
нях TNF-α и IL-10 по сравнению со 2-й степе-
нью дисбиоза, за исключением шестикратного 
роста количества INF-γ.

Таким образом, выявлено однонаправлен-
ное изменение содержания в копрофильтратах 
антимикробных факторов и  провоспалитель-
ных цитокинов по мере нарастания нарушений 
в микросимбиоценозе толстого кишечника че-
ловека. Оценивая полученные результаты, сле-
дует учитывать, что наиболее высокий уровень 
исследуемых факторов наблюдался при 3 степе-
ни дисбиоза, сопровождающейся гиперколони-
зацией условно-патогенны ми микроорганиз-
мами (УПМ) и  возрастанием у  них значений 
персистентных характеристик: антилизоцим-

ной, антилактоферриновой активности  [1]. 
Как известно, защитные эффекты ЛФ связаны 
с блокированием жизнедеятельности микроор-
ганизмов посредством связывания железа; вза-
имодействием с липополисахаридами бактерий 
и  предотвращением проникновения эндоток-
синов в клетку; повреждением мембраны грам-
положительных бактерий с помощью электро-
статических и  гидрофобных взаимодействий; 
ингибированием адгезии патогенных и  УПМ 
благодаря протеолитической активности ЛФ 
[4, 5]. Лизоцим, являясь главным катионным 
белком нейтрофилов, способен разрушать 
гликановый компонент пептидогликанового 
комплекса бактерий, также как и  ЛФ, связы-
вать эндотоксины, усиливать действие других 
защитных факторов [2]. Оба антимикробных 
белка обладают иммуномодулирующими свой-
ствами, позволяющими влиять и  на  механиз-
мы адаптивного иммунитета  [3]. Возрастание 
уровня провоспалительных цитокинов в  ко-
профильтратах обследуемых с 3 степенью дис-
биоза может являться следствием массивного 
воздействия компонентов УПМ, интенсивно 
колонизирующих кишечный биотоп у  людей 
данной группы, а  также под влиянием ЛФ, 
осуществляющего регуляцию цитокинов че-
рез активацию фактора транскрипции NF-kB, 
что сопровождается увеличением продукции 
TNF-α, INF-γ и  IL-10 [5]. Модулирующий эф-
фект различных форм ЛФ может проявляться 
и  в  ограничении интенсивности воспаления 
в кишечнике. Следствием указанных эффектов 
ЛФ может быть ликвидация последствий по-
вреждающего действия УПМ, восстановление 
локального гомеостаза или, напротив, разви-
тие хронического воспаления с транслокацией 
УПМ и  появлением клинических симптомов 
заболевания. В связи с этим очевидно, что об-
наружение высокого уровня ЛФ в копрофиль-
тратах людей, обследуемых на  дисбиоз, при 
отсутствии инфекции может рассматриваться 
как маркер выраженного дисбиоза.
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LOCAL ANTIMICROBIAL AGENTS AND CYTOKINES 

IN HUMAN INTESTINAL DYSBIOSIS

Ivanova E. V., Bondarenko T. A., Chainikova I. N., Perunova N. B.

Institute for Cellular and Intracellular Symbiosis, UrD RAS, Orenburg, Russia

Th e paper presents data on the multiplication of the level of lactoferrin and twofold increase of 
lysozyme in coprofi ltrates in all persons with dysbiosis of the colon of 3 degree, compared with eubioz and 
dysbiosis of 1, 2 degrees. Pro- (INF-γ, TNF-α) and anti-infl ammatory cytokines (IL-10) were detected in 
coprofi ltrates only in patients with dysbiosis, especially with dysbiosis of 3 degree (10–33% of surveyed). 
Possible mechanisms of such changes and the signifi cance of their importance as the markers of their co-
lon dysbiosis are discussed. Detection of high levels of lactoferrin in coprofi ltrates from people surveyed 
for dysbiosis, in the absence of infection, can be considered as a marker of marked dysbiosis.

Актуальность и  цель работы. Микроорга-
низмы, выбирая различные стратегии – от му-
туализма до  паразитизма,  – либо участвуют 
в  поддержании локального гомеостаза хо-
зяина, либо наносят вред, вызывая дисбаланс 
факторов врождённого иммунитета, иниции-
руя воспаление и  инфекционные поражения 
органов и  систем человека. Поддержание ба-
ланса или формирование дисбаланса анти-
микробных факторов иммунитета связано 
со  способностью микробной клетки, с  одной 
стороны, оказывать иммунорегуляторные эф-

фекты, и  с  другой, – секретировать факторы 
персистенции, необходимые для длительного 
выживания в условиях макроорганизма. Нако-
плен фактический материал по патогенетиче-
ской значимости персистенции патогенов при 
реализации их отношений с макроорганизмом 
в системе «лизоцим хозяина – антилизоцимная 
активность», «комплемент  – антикомплемен-
тарная активность» при формировании бакте-
рионосительства, сальмонеллёзной инфекции 
и  воспалительных заболеваниях придатков 
матки неспецифической этиологии  [1, 2, 3]. 

БИФИДОБАКТЕРИИ И СИСТЕМА 

«ЛАКТОФЕРРИН-АНТИЛАКТОФЕРРИНОВАЯ 

АКТИВНОСТЬ» ПРИ ЭУБИОЗЕ И ДИСБИОЗЕ 

ТОЛСТОГО КИШЕЧНИКА ЧЕЛОВЕКА

 Иванова Е. В.

ФГБУН Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН, 
Оренбург, Россия

В работе установлены различия антилактоферриновой активности (АЛфА) у бифидо-
бактерий в  зависимости от  состояния микросимбиоценоза толстого кишечника: от  852 
[568–1158] при эубиозе до  274 [148–399] нг/мл (p<0,05) при дисбиозе III степени. Изме-
нения АЛфА бифидобактерий сопровождались увеличением уровня лактоферрина (ЛФ) 
в  копрофильтратах от  154±22 (в  норме) до  1913 [1335–4929] нг/мл (дисбиоз III степени) 
(p<0,05). Установленная обратная связь количества ЛФ в копрофильтратах с АЛфА бифи-
добактерий может быть одной из причин снижения доминантов в биотопе толстого кишеч-
ника человека и  формирования дисбиотических состояний. Обсуждается роль системы 
«лактоферрин – антилактоферриновая активность» в поддержании нормо- и формирова-
нии патобиоценозов и значимость персистентных свойств для нормобиоты.

Ключевые слова: бифидобактерии, антилактоферриновая активность, копрофильтраты, 
лактоферрин, дисбиоз.
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Использование инфектологического подхо-
да для оценки связи персистентного признака 
бифидобактерий с  факторами естественной 
резистентности, позволит уточнить роль си-
стемы «лактоферрин – антилактоферриновая 
активность» при формировании патобиоце-
нозов толстого кишечника и значение перси-
стентных свойств для нормобиоты. Однако 
данные анализа антилактоферриновой актив-
ности у  представителей нормобиоты  – би-
фидобактерий и  уровня лактоферрина в  ко-
профильтратах в  зависимости от  состояния 
микросимбиоценоза толстого кишечника че-
ловека отсутствуют, что и  послужило целью 
данного исследования.

Материалы и  методы. Исследование ми-
кробиоценоза кишечника 97 пациентов в воз-
расте от 1 месяца и до 60 лет осуществлялось 
общепринятыми методами. Копрофильтра-
ты готовили с  использованием ингибиторов 
протеаз: ингибитор соевых бобов, контрикал. 
Антилактоферриновую активность (АЛфА) 
бифидобактерий и  уровень лактоферрина 
в копрофильтратах определяли методом ИФА 
с  использованием наборов ЗАО «Вектор-
Бест»  [2]. Статистическую обработку полу-
ченных данных проводили средствами пакета 
Statistica  10 (StatSoft , USA). Статистические 
результаты выражали в  виде медианы (Ме), 
нижних (Q25) и  верхних (Q75) квартилей. 
Уровни статистической значимости различий 
определяли с  помощью непараметрического 
критерия Манна-Уитни. Различия считались 
статистически достоверными при р<0,05.

Результаты и  обсуждение. В  результате 
проведенных исследований были установлены 
различия антилактоферриновой активности 
у  бифидобактерий в  зависимости от  микро-
экологического состояния биотопа толстого 
кишечника человека. При эубиозе кишечника 
культуры Bifi dobacterium sp. проявляли АЛфА 
в  73±0,9% случаев, выраженность признака 
составляла 852 [568-1158] нг/мл. У  штаммов 
бифидобактерий, изолированных при дисбио-
зе I степени, по сравнению с эубиотическими 
штаммами, распространенность признака 
(74±1,1%) не изменялась, а уровень АЛфА воз-
растал незначительно (1007 [809-1224] нг/мл), 
(p>0,05). Напротив, при дисбиозе II степени 
антилактоферриновая активность у  бифидо-
бактерий регистрировалась реже (у  59±1,7% 
штаммов) и свойство снижалось до 396 [165-
453] нг/мл (p<0,05). У штаммов бифидобакте-

рий, выделенных при глубоких нарушениях 
в  микросимбиоценозе толстого кишечника, 
соответствующих III  степени дисбиоза, на-
блюдалась тенденция к  снижению распро-
странённости (у  44±2,4%) и  выраженности 
свойства (274 [148-399] нг/мл) по  сравнению 
со II степенью дисбиоза.

Анализ лактоферрина в  копрофильтратах 
обследуемых людей выявил однонаправлен-
ные изменения, характеризующиеся увеличе-
нием антимикробного белка при выраженных 
микроэкологических нарушениях в  микро-
симбиоценозе толстого кишечника человека. 
У  здоровых обследуемых, у  которых бакте-
риологически подтверждался эубиоз, уро-
вень лактоферрина составлял 154±22  нг/ мл. 
При дисбиозе I степени отмечалось увеличе-
ние содержания лактоферрина (239 [141,3-
585,3] нг/ мл, p<0,05) по сравнению с эубиозом. 
Дисбиоз II степени сопровождался двукрат-
ным нарастанием в  копрофильтратах коли-
чества лактоферрина (479 [277-1427]  нг/ мл, 
p<0,05). При глубоких нарушениях в микро-
симбиоценозе толстого кишечника (III сте-
пень дисбиоза), отмечался многократный 
рост лактоферрина (1913 [1335-4929]  нг/ мл, 
p<0,05) в  копрофильтратах. Таким образом, 
была установлена обратная связь количества 
лактоферрина с  антилактоферриновой ак-
тивностью бифидобактерий, что может быть 
одной из  причин снижения доминантов при 
формировании дисбиотических состояний 
толстого кишечника человека.

Полученные данные о  динамике антилак-
тоферриновой активности бифидобактерий 
и  уровня лактоферрина в  копрофильтратах 
подтверждают роль системы «лактоферрин – 
антилактоферриновая активность» в  поддер-
жании нормо- и  формировании патобиоце-
нозов, не только репродуктивного тракта [4], 
но  толстого кишечника человека. Лактофер-
рин рассматривают как алармин-эндогенный 
активатор врождённого иммунитета, реали-
зующий уже на  ранних этапах контакта эн-
тероцитов с  микроорганизмами различные 
механизмы (конкуренция за  железо, мем-
браноповреждающий эффект, ингибирова-
ние адгезии бактерий, иммунорегуляторная 
роль) защиты биотопа толстого кишечника 
человека [5]. Снижение способности бифи-
добактерий изменять уровень лактоферрина 
в  среде при дисбиозе 2-3 степени, который 
характеризуется уменьшением количества 
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BIFIDIBACTERIA AND “LACTOFERRIN-ANTILACTOFERRIN 

ACTIVITY” SYSTEM IN EUBIOSIS AND DYSBIOSIS 

OF HUMAN COLON

Ivanova E. V.

Institute for Cellular and Intracellular Symbiosis, RAS, Orenburg, Russia

In this paper we established the diff erences in antilactoferrin activity (ALfA) of bifi dobacteria between 
the states of the human colon microsymbiocoenosis: from 852 [568–1158] at the eubiosis to 274 [148–399] 
ng/ml (p<0,05) at the third degree of dysbiosis. Changes of the bifi dobacterial ALfA was accompanied by 
an increase of lactoferrin (LF) level in coprofi ltrates from 154 ± 22 (normal) to 1913 [1335–4929] ng/ml 
(at the third degree of dysbiosis), (p <0,05). Determined feedback of LF concentration in coprofi ltrates 
and bifi dobacterial ALfA can be one of the reasons of decreasing the dominant bacteria number in human 
colon biotope and in dysbiotic state formation. Th e role of “lactoferrin – antilactoferrin activity” in the 
maintenance of normocoenosis and in the establishing of pathobiocoenosis in human colon is discussed 
as well as the signifi cance of persistent features for normobiota.

доминантов (бифидобактерий) микросим-
биоценоза толстого кишечника, увеличением 
числа условно-патогенных микросимбионтов 
и  возрастание у  них персистентных характе-
ристик, сопровождается значительным воз-
растанием концентрации в  копрофильтратах 
лактоферрина  – локального антимикробно-
го фактора. Все это не  позволяет рассматри-
вать персистентный потенциал доминантных 
представителей микробиоты как патогенети-
ческую основу данного явления, так как для 
бифидобактерий персистенция прежде всего 
один из  адаптационных механизмов в  усло-
виях биотопа, необходимый для сохранения 
жизнедеятельности прокариота и реализации 
важных регуляторных функций. С  другой 
стороны, умеренный уровень персистентных 

характеристик бифидобактерий при эубиозе 
не приводит к значительной деградации фак-
торов неспецифической резистентности хозя-
ина, а  наоборот, может способствовать регу-
ляции и  стабилизации необходимого уровня 
лактоферрина, одного из универсальных фак-
торов антимикробной защиты.
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Актуальность и  цель работы. Лектины  – 
углевод-связывающие белки или гликопро-
теины, специфически и обратимо взаимодей-
ствующие с  моно-, олиго-, полисахаридами 
и гликоконъюгатами, заняли достойное место 
в сравнительной иммунологии [1].

Существование огромного числа и  раз-
нообразия беспозвоночных свидетельствует 
о наличии у них эффективных систем защиты 
собственного организма. Показано, что лекти-
ны морских беспозвоночных играют важную 
роль в  таких неспецифических иммунных 
реакциях, как агглютинация, опсонизация, 
фагоцитоз и лизис, и способны избирательно 
агглютинировать грамположительные и  гра-
мотрицательные бактерии [2]. Ранее было по-
казано изменение содержания лектинов в ман-
тии мидии Mytilus trossulus в ответ на действие 
антропогенных загрязняющих веществ [3]. 
Позднее из  мантии этой мидии был выделен 
и частично охарактеризован Gal/GalNAc-спе-
цифичный лектин MTL [4].

Целью исследования было определение 
функциональной роли MTL в организме мол-
люска.

Материалы и  методы. Для изучения рас-
пределения лектина по  органам мидии были 
получены антитела против MTL и разработан 
метод иммуноферментного анализа (ИФА). 
Экстракты органов и  клеток моллюска (ман-
тия, мускул, гепатопанкреас, жабры, гонады, 

гемоциты) были приготовлены, как описано 
в работе [4].

Для измерения уровня лектина в  ответ 
на заражение мидии дрожжами и бактериями 
отобрали 75 мидий и поместили в аквариумы 
для акклиматизации при постоянной темпе-
ратуре 18 °C и солености воды 32‰ в течение 
4 суток. Контрольную группу мидий (25 осо-
бей) иммунизировали PBS. Первую опыт-
ную группу (25 особей) иммунизировали 
суспензией дрожжей P. pastoris, разведенных 
стерильным раствором PBS до  ОП600 = 0,4. 
Вторую опытную группу (25 особей) иммуни-
зировали аналогично, суспензией бактерий 
V. proteolyticus. По 4 особи из каждой группы 
анализировали через 0, 0,5, 3, 6, 12 и  24  часа. 
В исследуемых образцах брали мантию, гото-
вили из нее экстракт, центрифугировали. В по-
лученном супернатанте определяли уровень 
активности лектина методом гемагглютина-
ции (ГА). Реакцию гемагглютинации проводи-
ли, как описано [3].

Для изучения взаимодействия MTL с P. pa-
storis и V. proteolyticus микроорганизмы были 
помечены флуоресцентной меткой – FITC. Аг-
глютинацию лектином дрожжей и  бактерий 
регистрировали с помощью флуоресцентного 
микроскопа. Для выяснения характера связы-
вания MTL с  микроорганизмами проводили 
ингибирование агглютинации моносахарида-
ми – галактозой и глюкозой.

ЛЕКТИН MTL КАК ФАКТОР СИСТЕМЫ ЗАЩИТЫ 

МИДИИ MYTILUS TROSSULUSMYTILUS TROSSULUS

 Литовченко А. П.1,  Чикаловец И. В.1,2,  Мизгина Т. О.1, 

 Молчанова В. И.2,  Черников О. В.2

1ФГАОУ ВПО Дальневосточный федеральный университет; 2ФГБУН 
Тихоокеанский институт биоорганической химии им. Г. Б. Елякова ДВО РАН,

 Владивосток, Россия

Определено содержание лектина из мидии Mytilus trossulus в различных органах моллю-
ска. Изучено изменение уровня лектина в экстракте мантии в ответ на заражение мидии 
дрожжами Pichia pastoris и бактериями Vibrio proteolyticus. Показано, что лектин агглюти-
нирует микроорганизмы, взаимодействуя с  их клеточной поверхностью через углевод-
связывающий домен.

Ключевые слова: лектин, мидия, заражение, агглютинирующая активность, углевод-
связывающий домен.
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Результаты. Для выяснения роли MTL 
в  организме мидии мы определили содержа-
ние лектина в  различных органах и  клетках 
моллюска методом ИФА. Наибольшее содер-
жание лектина обнаружено в  мантии мидии. 
Уровень MTL в мантии в 33 раза больше, чем 
в гонадах и в 55 раз больше чем в гемоцитах. 
В остальных органах содержание лектина не-
значительно по  сравнению с  содержанием 
в мантии. Такие же результаты были получе-
ны при определении уровня лектина в  орга-
нах другого двустворчатого моллюска Vene-
rupis philippinarum [5]. Большое содержание 
лектина в  мантии можно объяснить тем, что 
при попадании чужеродных агентов в  орга-
низм мидии лектин мантии одним из первых 
контактирует с морской водой и препятствует 
их распространению по организму, выполняя, 
таким образом, защитную функцию.

В процессе эксперимента по  заражению 
мидии дрожжами P. pastoris и  бактериями 
V. proteolyticus через 30 минут после иммуни-
зации титр лектина резко снижался. По всей 
вероятности, это связано с быстрым расходо-
ванием молекул лектина в ходе ответа на ан-
тиген и его удаление. Через 3 часа после им-
мунизации концентрация лектина возрастала 
в  2,5 раза, вероятно, в  результате активации 
процесса его синтеза и  механизма секреции. 
Через 6 часов, по  мере удаления антигена 
из организма, в группе, зараженных P. рastoris, 
концентрация лектина уменьшалась и  по-
степенно возвращалась к исходному уровню. 
В  группе, иммунизированной бактериями, 
высокий уровень лектина держался гораз-
до дольше и  только к  24 часам возвращался 
к исходному уровню. Возможно, это связано 
с различием в строении их клеточных стенок, 
соответственно с реакцией лектина на разные 
антигены.

В контрольной группе животных также от-
мечались небольшие колебания в  титре ГА, 
что, вероятно, обусловлено ответом на травму 
при иммунизации. Интересно отметить, что 
спад лектинной активности в этой группе на-
блюдался только через 3 часа, т. е. лектин при 
физической травме начинает работать позже, 
чем при микробиальном заражении.

Чтобы понять характер взаимодействия 
MTL с микроорганизмами, мы изучили агглю-
тинацию лектином дрожжей и  бактерий, ме-
ченных флуоресцентной меткой.

Полученные результаты показали, что лек-
тин связывается с  клеточной поверхностью 
микроорганизмов, агглютинируя их. В  при-
сутствии галактозы, специфичного для лек-
тина моносахарида, наблюдалось ингибиро-
вание агглютинации, в  то  время как глюкоза 
не оказывала никакого влияния на связь лек-
тина с клеткой.

Таким образом, можно сделать вывод 
о  том, что MTL взаимодействует с  микроор-
ганизмами по углевод-связывающему домену. 
На основании полученных результатов можно 
предположить, что MTL является компонен-
том иммунной системы мидии и  участвует 
в  защите организма беспозвоночного от воз-
действия внешних патогенов.
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LECTIN MTL AS THE DEFENSE SYSTEM FACTOR 

OF MUSSEL MYTILUS TROSSULUSMYTILUS TROSSULUS

Litovchenko A. P.1, Chikalovets I. V.1,2, Mizgina T. O.1, 

Molchanova V. I.2, Chernikov O. V.2
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of Bioorganic Chemistry FEB RAS, Vladivostok, Russia

Th e lectin content from the mussel Mytilus trossulus in various organs of mollusk was determined. 
Th e change of the lectin level in extract of the mantle was studied in response to infection of a mussel by 
yeast Pichia pastoris and bacteria Vibrio proteolyticus. It is shown that lectin agglutinates microorganisms 
by interacting with their cell surface through the carbohydrate-binding domain.
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Введение. Известно, что неспецифический 
иммунный ответ на  бактериальные инфек-
ции первоначально опосредуется полиморф-
ноядерными лейкоцитами крови, основные 
функции которых связаны с  уничтожени-
ем микроорганизмов. Активация НАДФН-
оксида зы плазматической мембраны обеспе-
чивает «респираторный взрыв» – избыточное 
образование супероксидного радикала, что 
является, с одной стороны, механизмом бак-
терицидной активности, с другой, – патогене-
тическим фактором.

Полиэтиологичные инфекции, обуслов-
ленные ассоциацией Pseudomonas aeruginosa 
и Escherichia coli, доминируют в моче и раневом 
содержимом. Секретируемые экзометаболиты 
P.  aeruginosa (пиоцианин, экзополисахари-
ды, липополисахариды, аутоиндукторы) [1, 2] 
и  E.  coli (липополисахариды и  др.) [3] даже 
в  отсутствии контакта бактерий с  нейтро-
филами могут оказывать влияние на  функ-
ции последних. Продукция экзометаболитов 
в смешанной культуре определяется характе-
ром взаимоотношений бактерий и преимуще-
ственной формой их существования (биопле-
ночной или планктонной), что может влиять 
на  окислительную активность нейтрофилов 
и исход воспаления.

Цель работы: изучить влияние супернатан-
тов смешанных культур P. aeruginosa и E. coli 

на общую продукцию активных форм кисло-
рода (АФК) нейтрофилами.

Материалы и методы. Референтный штамм 
P. aeruginosa ATCC 27853 (F-51) (National Col-
lection of Dairy Cultures, США), клинические 
штаммы P.  aeruginosa БАЛЖ, 9-3 и  штамм 
E.  coli K12 TG1 pF1 lux+ Apr [4] выращивали 
на среде LB («Sigma», США) при 37°С, 18-20 ч 
в  моновидовой и  смешанной культуре. Вне-
клеточные супернатанты получали путем 
фильтрации (диаметр пор  – 0.2 мкм, «Хийу 
Калур», Эстония).

В работе использовали фракционирован-
ные в  двойном градиенте плотности фикол-
ла-урографина нейтрофилы периферической 
крови здоровых мужчин в  возрасте от  19 
до 39 лет (n=8). К 300 мкл суспензии нейтро-
филов (107 кл/мл) в  среде RPMI («Биолот», 
Россия) добавляли 500 мкл супернатантов 
моновидовых и  смешанных культур и  инку-
бировали при 37°C в течение 60 мин. Контро-
лем служила среда RPMI. Затем нейтрофилы 
отмывали от  супернатантов и  ресуспендиро-
вали в среде Хенкса. 

Спонтанный уровень люминолзависимой 
хемилюминесценции (ЛЗХЛ) предобрабо-
танных нейтрофилов определяли в  смеси 
180  мкл люминола (1мМ), 20 мкл нейтро-
филов (106 кл/ мл), 40 мкл р-ра Хенкса. Сти-
мулированный уровень ЛЗХЛ предобрабо-

ОКИСЛИТЕЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ ПРИ 

ВОЗДЕЙСТВИИ СУПЕРНАТАНТОВ СМЕШАННЫХ КУЛЬТУР 

PSEUDOMONAS AERUGINOSAPSEUDOMONAS AERUGINOSA И ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI

 Масленникова И. Л.,  Кузнецова М. В.,  Некрасова И. В.

ИЭГМ УрО РАН, Пермь, Россия

Изучено влияние супернатантов культур Pseudomonas aeruginosa и  Escherichia coli 
на спонтанный и стимулированный уровень продукции активных форм кислорода (АФК) 
нейтрофилами. Спонтанная продукция АФК была ниже у нейтрофилов, предобработан-
ных супернатантом E. coli по сравнению с моновидовыми супернатантами всех штаммов 
P.  aeruginosa. Уровень стимулированной люминол-зависимой хемилюминесценции был 
выше в случае воздействия супернатантов штаммов P. aeruginosa АТСС и 9-3 (преимуще-
ственная планктонная форма существования). Присутствие ассоцианта E.  coli в  составе 
микробного сообщества ослабляло окислительную активность нейтрофилов.

Ключевые слова: P. aeruginosa, E. coli, супернатанты, нейтрофилы, окислительная ак-
тивность.
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танных нейтрофилов определяли в  смеси 
180 мкл люминола (1мМ), 20 мкл нейтрофи-
лов (106  кл/ мл), 20 мкл бактерий E.  coli К12 
(107 кл/ мл), 20 мкл 50% пула сывороток в те-
чение 60 мин на  мультипланшетном ридере 
Synergy H1 («BioTec», США).

Количество пиоцианина измеряли по опти-
ческой плотности при 695 нм, пиовердина  – 
по флуоресценции при длине волны возбуж-
дающего излучения 400 нм, детектируемого 
излучения – 460 нм на мультипланшетном ри-
дере Synergy H1 («BioTec», США). Количе-
ство экзополисахарида определяли кислотно-
фенольным методом.

Результаты. Изучено влияние супернатан-
тов культур P. aeruginosa и E. coli на спонтан-
ный и стимулированный уровень продукции 
активных форм кислорода нейтрофилами. 
Установлено, что спонтанная ЛЗХЛ не отлича-
лась у всех супернатантов от контроля. Одна-
ко отмечено, что продукция АФК была ниже 
у  нейтрофилов, предобработанных суперна-
тантом E. coli по сравнению с моновидовыми 
супернатантами всех штаммов P. aeruginosa.

Уровень стимулированной опсонизиро-
ванными бактериями ЛЗХЛ был выше, чем 
спонтанный у всех вариантов супернатантов. 
При воздействии моновидовых и смешанных 
супернатантов P. aeruginosa и E. coli наблюда-
лась меньшая продукция АФК по сравнению 
с  RPMI. В  случае воздействия супернатантов 
штаммов P. aeruginosa АТСС и 9-3 (преимуще-

ственная планктонная форма существования) 
уровень ЛЗХЛ был выше, чем у супернатантов 
E.  coli и  смешанных культур. Супернатанты 
P. aeruginosa БАЛЖ не отличались по воздей-
ствию от E. coli.

Содержание пиоцианина в  супернатантах 
P.  aeruginosa было низким (0.2-5.2 мкМ). Ко-
личество пиовердина в  составе смешанных 
культур было меньше, чем у  моновидовых 
(P.  aeruginosa АТСС  – 299/275, у  P.  aerugino-
sa БАЛЖ – 1243/898, у P. aeruginosa 9-3 – 326/ 
348 усл. ед. соответственно). Отмечена положи-
тельная корреляция между уровнем стимули-
рованной ЛЗХЛ и содержанием в моновидовых 
супернатантах пиоцианина и экзополисахари-
дов, а в смешанных супернатантах – ЛПС.

Таким образом, экзометаболиты ассоци-
анта E. coli в составе микробного сообщества 
ослабляли окислительную активность ней-
трофилов по сравнению с моновидовой куль-
турой P. aeruginosa.

Работа поддержана грантом РФФИ 
№ 14-04-01300.
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OXIDATIVE ACTIVITY OF NEUTROPHILS UNDER EXPOSURE 

OF MIXED CULTURE SUPERNATANTS OF PSEUDOMONAS PSEUDOMONAS 
AERUGINOSAAERUGINOSA AND ESCHERICHIA COLIESCHERICHIA COLI

Maslennikova I. L., Kuznetsova M. V., Nekrasova I. V.

IEGM UB RAS, Perm, Russia

Th e infl uence of Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli supernatants on the spontaneous and 
stimulated levels of reactive oxygen species (ROS) production by neutrophils was studied. Spontaneous 
ROS production was lower in neutrophils pretreated with E. coli supernatant compared to monospe-
cies ones of P. aeruginosa. Th e level of stimulated luminol-dependent chemiluminescence was higher 
in the case of exposure to supernatants of P. aeruginosa ATCC and 9-3 (planktonic form of existence). 
Th e presence of E. coli associates as part of the microbial community weakened the oxidative activity 
of neutrophils.
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Актуальность и цель работы. Neisseria go-
norrhoeae вызывает урогенитальные, фаринги-
альные, коньюнктивальные и  анаректальные 
инфекции, наиболее часто поражая репро-
дуктивные органы. Хотя генитальная гонорея 
одно из самых знаменитых заболеваний чело-
века, и, по  образному выражению М. А. Гом-
берга, «болезнь с  историей», ее своевремен-
ная диагностика, в  особенности у  женщин, 
остается сложной и  далеко не  всегда успеш-
но решаемой задачей клинической практики. 
Это связано с тем, что до 95% женщин пере-
носят заболевание в  малосимптомной, а  за-
частую бессимптомной форме [1]. Отчасти 
распространению инфекции способствует 
отсутствие возможностей применения совре-
менных методов выявления и  типирования 
N. gonorrhoeae. К настоящему времени разра-
ботана система типирования штаммов N.  go-
norrhoeae, основанная на  физиологических 
и  иммунологических характеристиках воз-
будителя (A/S-типирование). В  основу этого 
подхода положено определение типа питания 
(ауксотипа) и  серотипа возбудителя [2]. Од-
нако в  России до  настоящего времени лабо-
раторная диагностика в лучшем случае пред-
усматривает использование традиционного 
бактериоскопического и  культурального ме-
тодов исследования [3]. Невозможность ши-
рокого применения на практике молекулярно-
генетических и других высокотехнологичных 
тестов идентификации гонококков делает це-
лесообразной оптимизацию рутинных тестов 
микробиологического анализа.

Целью проводимого исследования послужи-
ло сравнительное изучение информативности 

бактериоскопического и  бактериологического 
методов в диагностике острой гонореи у муж-
чин и женщин репродуктивного возраста.

Материалы и  методы. Исследованы об-
разцы биологического материала 17 мужчин 
(отделяемое из  уретры) и  11 женщин (ваги-
нальный секрет либо слизь из цервикального 
канала) с  диагнозом свежая острая неослож-
ненная гонорея нижних отделов мочеполо-
вого тракта. Для бактериоскопического ис-
следования готовили по  два препарата, один 
из которых после 3-х минутной фиксации 96% 
этанолом окрашивали метиленовым синим 
для выявления клеточных элементов и  при-
сутствия микроорганизмов, другой — по ме-
тоду Грама, для определения тинкториальных 
свойств обнаруживаемых диплококков. Ма-
териал для культурального исследования со-
бирали с помощью одноразового стерильного 
тампона с  пластиковым или металлическим 
аппликатором, входящего в  комплект транс-
портной среды Амиес (Стюарт) с  активиро-
ванным углем (HiMedia, Индия). В  условиях 
лаборатории с соблюдением правил асептики 
тампон с образцом биологического материала 
извлекали из пробирки с транспортной средой 
и  производили посев в  чашки Петри на  по-
верхность гонококкового шоколадного агара 
(Bio Merieux, Франция) или отечественной 
питательной среды, выпускаемой ФГУП НПО 
«Микроген» (г. Ставрополь). Посевы инку-
бировали в термостате при температуре 37°С 
и повышенной влажности в атмосфере 5-10% 
СО2 (в эксикаторе с белой свечой). Наблюде-
ние за ростом проводили до 7 суток с ежеднев-
ным просмотром чашек с посевами. Для про-

ОСОБЕННОСТИ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ 

ГЕНИТАЛЬНОЙ ГОНОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ

 Румянцева М. А.,  Карпунина Т. И.

ГБОУ ВПО ПГМУ им. академика Е. А. Вагнера Минздрава РФ, 
Пермь, Россия

Показано, что информативность бактериоскопического и  бактериологического мето-
дов исследования существенно различается при обследовании мужчин и женщин с острой 
гонореей. Однако совершенствование микробиологического мониторинга гонококковой 
инфекции требует внедрения дополнительных тестов для типирования возбудителей.

Ключевые слова: гонококки, фенотипические признаки, морфология клеток и колоний.
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верки «подозрительных» колоний выполняли 
оксидазный тест с использованием коммерче-
ских тест полосок, содержащих диметилпара-
фенилендиамина гидрохлорид (ERBA-Lachema 
Diagnostika, Чехия). Морфометрические ха-
рактеристики клеток и  колоний получали 
с помощью компьютерной микроскопии с ис-
пользованием установки OLYMPUS (произ-
водство Япония) при увеличениях 100х1,36х10 
и 4х0,85х10 соответственно.

Результаты. Из фенотипических признаков 
для дифференцировки гонококков в практике 
используются самые простые, такие как мор-
фология бактерий и колоний, ими сформиро-
ванных. Бактериоскопическое исследование 
оказалось результативным в  100% процентах 
случаев изучения «мужских» мазков с  вы-
явлением типичных морфотипов с  преиму-
щественно внутриклеточной локализацией. 
Только в 6 из 11 образцов вагинального/цер-
викального отделяемого были обнаружены 
грамотрицательные диплококки бобовидной 
формы. Важно подчеркнуть, что в трех препа-
ратах из шести отмечены различия в размерах 
клеток, образующих пару. Внутриклеточную 
локализацию возбудителей регистрировали 
спорадически, напротив, в полях зрения пре-
обладали гонококки, адгезированные на эпи-
телиальных клетках. В  остальных мазках 
обнаруживали полиморфную флору, в  том 
числе округлые грамотрицательные бактерии, 
по размерам – от мелких до гигантских.

Посев биологического материала на  несе-
лективные питательные среды позволил об-
наружить колонии, «подозрительные» на  го-
нококки (положительный оксидазный тест), 
во  всех случаях. Посевы отделяемого из  уре-
тры мужчин характеризовались типичным 
единообразием сформировавшихся колоний: 
от 1 до 3 мм в диаметре, округлые, выпуклые, 
с  ровным краем, бесцветные, чаще непро-
зрачные или слегка мутные, с  блестящей по-
верхностью. При культивировании образцов 
вагинально-цервикальной слизи внешний 
вид колоний отличало значительное разноо-
бразие. Морфометрические показатели коле-
бались в пределах от 0,6 до 4,7 мм в диаметре. 
Более того, если формирование колоний в пер-
вом случае происходило в течение 24-48 часов, 
то во втором появление вновь образовавшихся 
колоний отмечали до 5–6-х суток. К концу пе-
риода наблюдений появлялись особенно мел-
кие колонии, напоминающие капли росы.

Микроскопическое исследование материа-
ла из колоний, окрашенного по Граму, в опре-
деленном смысле дополнило информацию, 
полученную при микроскопии нативного мате-
риала. В «мужских» мазках регистрировалась 
однотипная картина: компактно упакованные, 
особенно в центральной части, скопления гра-
мотрицательных диплококков, что косвенно 
указывает на наличие у бактерий пилей и/или 
Ора-белка. В  то  же время в  колониях из  по-
севов вагинально-цервикальной слизи отме-
чали выраженный полиморфизм кокков, как 
по форме, так и по размерам. Интенсивность 
окраски клеток также варьировала в  широ-
ких пределах. В колониях, появившихся на 5-6 
сутки, отмечали очень мелкие разрозненные 
полиморфные бактерии, что характерно для 
ауксотрофных вариантов.

Таким образом, использование бактерио-
скопического исследования в качестве скрини-
гового теста сохраняет свою актуальность при 
обследовании мужчин с клинически выражен-
ной гонококковой инфекцией. Такой подход не-
допустим в отношении женщин, т. к. более 50% 
обратившихся с гонококковой инфекцией, бу-
дет пропущено, если бактериоскопический ме-
тод будет единственным при их обследовании 
на  гонорею. Задача широкого внедрения бак-
териологического метода важна не только для 
диагностики генитальной гонореи у  женщин, 
но  приобретает особую актуальность в  связи 
с  глобальным ростом антибиотикорезистент-
ности выделяемых штаммов N.  gonorrhoeae. 
Однако, разная информативность рутинных 
методов при обследовании мужчин и женщин, 
лишь косвенно указывающая на  принадлеж-
ность к тому или иному ауксотипу и серотипу 
возбудителя, лишний раз доказывает необхо-
димость внедрения дополнительных тестов 
при их бактериологическом обследовании для 
повышения эффективности микробиологиче-
ского мониторинга гонококковой инфекции.
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FEATURES OF MICROBIOLOGICAL DIAGNOSTICS 

OF GENITAL GONOCOCCAL INFECTION
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It is shown, that informative level of bacterioscopy and bacteriology diff ers signifi cantly for the exami-
nation of men and women with acute gonorrhea. In order to improve the microbiological monitoring of 
gonococcal infection we need more tests for typing these microorganisms.

Актуальность и  цель работы. В  послед-
ние годы растет интерес к  альтернативным 
способам повышения урожайности сельско-
хозяйственных культур. К  таким способам 
относится создание биопрепаратов на основе 
ризосферных бактерий [1].

Род Azospirillum представляет собой груп-
пу свободноживущих бактерий, влияющих 
на развитие растений и их урожайность, дан-
ный род принадлежит к группе бактерий, сти-
мулирующих рост растений (PGMB  – plant 
growth promoting bacteria) [1]. Бактерии дан-
ного рода можно выделить из 30–90% почв [2]. 
Однако первоначально бактерии рода Azospi-
rillum были выделены из  почв тропической 
и  субтропической климатических зон [3]. 
В связи с этим, азоспириллы почв умеренного 
климата и их влияние на ростовые параметры 

растений были изучены недостаточно. Кро-
ме того, выделение новых штаммов из  зон 
с умеренным климатом – это очередной шаг 
в поиске микроорганизмов, способных быть 
основой для создания биопрепарата, повы-
шающего урожайность и  продуктивность 
растений.

Цель данного исследования  – выделить 
изоляты Azospirillum из почв Пермского райо-
на и произвести оценку влияния инокуляции 
этих штаммов на ростовые параметры сажен-
цев огурцов в первые 30 сут. роста. По резуль-
татам работы можно будет судить о перспек-
тивах создания бактериального удобрения 
на основе выделенных изолятов.

Материалы и методы. Объект исследования: 
9 изолятов Azospirillum, выделенных из  почв 
Пермского района (57°57’05 с. ш. 56°09’55 в. д.). 

ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ИЗОЛЯТОВ 

БАКТЕРИЙ РОДА AZOSPIRILLUMAZOSPIRILLUM НА РОСТОВЫЕ

ПАРАМЕТРЫ ПРОРОСТКОВ ОГУРЦА

 Смирнов К. В.1,  Ремезовская Н. Б.2,  Демаков В. А.1,2

1Пермский государственный национальный исследовательский университет; 
2Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

В данной работе представлено краткое описание выделения изолятов рода Azospirillum 
из почв Пермского края, а также поведена оценка влияния полученных девяти изолятов 
на ростовые параметры проростков огурца. Проростки получали из семян огурца, кото-
рые выдерживали в бактериальной суспензии несколько часов. На 30 сут. вегетации из-
мерялись следующие ростовые параметры: вегетативная масса, длина корней, количество 
боковых корней и  количество настоящих листьев. На  основании сравнения данных по-
казателей с  аналогичными показателями контрольной группы растений делался вывод 
о влиянии изолятов на проростки. Бактериальные культуры, оказавшие положительный 
эффект, могут быть использованы в качестве основы для создания биопрепарата, стиму-
лирующего развитие растений и повышающего их урожайность.

Ключевые слова: Azospirillum, азотфиксаторы, ростовые параметры, проросток.
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Выделение изолятов Azospirillum. Сбор по-
чвенных образцов и выделение изолятов азо-
спирилл происходили в  соответствии с  ме-
тодикой, предложенной Звягинцевым [4]. 
Дополнительная проверка принадлежности 
изолятов к  роду Azospirillum проводилась 
с помощью пересева колоний на среду с краси-
телем конго красным, так как абсорбция этого 
красителя при росте колоний Azospirillum слу-
жит отличительной чертой данного рода [5].

Исследование влияния на  ростовые пара-
метры проростков огурца. Семена помеща-
лись в колбы, содержащие 30 мл 3-х суточных 
культур с количеством КОЕ 105-107, семена за-
мачивались в  течение 5 ч.  На  каждый штамм 
приходилось не менее 20 семян огурца. После 
инокуляции каждое семечко было посажено 
пинцетом в  отдельный пластиковый стакан-
чик объемом 400 мл, заполненный наполовину 
кокосовым субстратом. В  качестве контроля 
использовались семена, которые замачивали 
в  стерильной среде Доберейнера. Проростки 
выращивались в течение 30 сут., при темпера-
туре 23-26°C, полив осуществлялся раз в 7 сут., 
подкормка минеральными удобрениями не про-
водилась. По окончании эксперимента исследо-
вались следующие параметры: масса зеленой 
части саженцев, длина корней, количество на-
стоящих листьев и количество боковых корней.

Результаты и обсуждение. В ходе исследова-
ния было выделено 9 изолятов бактерий рода 
Azospirillum, активно фиксирующих атмосфер-
ный азот, 7 из которых были способны к росту 
на  среде, содержащей 3% NaCl. Обнаружено, 
что инокулирование семян огурца выделен-
ными изолятами, по  большей части, оказыва-
ет положительное воздействие на  ростовые 
параметры растений. Восемь из  девяти куль-
тур достоверно повышали вегетативную мас-

су проростков, при этом 5 штаммов повыша-
ли сырую надземную массу на  20-30%. Длину 
корней проростков повышали только четыре 
из девяти изолятов, причем прирост корней со-
ставлял 20-40% по сравнению с контрольными 
образцами. Семь из девяти изолятов достовер-
но увеличивали количество настоящих листьев 
у проростков огурца. Помимо этого, пять изо-
лятов влияют и на количество боковых корней, 
число которых возрастало на 10-15%. Установ-
лено, что селекционированные изоляты по-
ложительно влияют на  ростовые параметры 
рассады. Наиболее эффективная стимуляция 
развития проростков наблюдалось при иноку-
лировании изолятами № 2, 3, 7, 9.

Таким образом, по  итогам исследования 
были определены перспективные культуры, ко-
торые могут быть использованы при создании 
бактериальных удобрений и потенциально ин-
тересны для сельскохозяйственных предприя-
тий. В  дальнейшем планируется исследование 
влияния инокуляции изолятов на рост и уро-
жайность растений в течение всего цикла вы-
ращивания. Кроме того, планируется оценка 
ростовых параметров растений при совмест-
ном внесении бактериальных культур и мине-
ральных удобрений или гуминовых кислот.

Работа поддержана программой фунда-
ментальных исследований УрО РАН в  2015–
2017 гг., проект 15-4-4-26.
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ESTIMATION OF AZOSPIRILLUM STRAIN INFLUENCE 

ON THE CUCUMBER SEEDLINGS GROWTH PARAMETERS

Smirnov K. V.1, Remezovskaya N. B.2, Demakov V. A.1,2

1Perm State National Research University; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms, UB RAS, Perm, Russia

Th is paper provides a brief description of the process of Azospirillum strains isolation from the soils of 
the Perm region, as well as the estimation of the infl uence of nine strains on the cucumber seedlings pa-
rameters. Th e seedlings were raised from the seeds inoculated with Azospirillum strains for several hours. 
On the 30th day of growth such parameters as vegetative mass, root length, the number of lateral roots and 
the number of real leafs were measured. Th en the results were compared with the data obtained with the 
control group. Based on this comparison, it can be concluded that the isolated strains infl uence the plant 
growth. Strains, which showed good results, can be used for manufacturing the biofertilizers.
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Актуальность и  цель работы. Важной со-
ставляющей иммунной системы эукариот, 
которая обеспечивает защиту от  патогенов, 
являются антимикробные пептиды (АМП), 
эффективные против широкого спектра бак-
терий, грибов и  вирусов. В  настоящее время 
данную группу соединений рассматривают 
в качестве замены или дополнения к традици-
онным антибактериальным препаратам, име-
ющим ряд существенных недостатков. Поиск 
эндогенных антибиотиков животного проис-
хождения привёл к  изучению нового объек-
та – АМП из тромбоцитов курицы домашней.

Ранее нами было показано, что кислот-
ные экстракты из  тромбоцитов кур облада-
ют антимикробным действием, оказывают 
влияние на  персистентные и  вирулентные 
свойства микроорганизмов [1, 2]. Эти на-
блюдения определили дальнейшее направ-
ление нашей работы по выделению очищен-
ных АМП из  тромбоцитов кур и  изучению 
их влияния на  антилизоцимную активность 
(АЛА) бактерий, обеспечивающую длитель-
ное переживание (персистирование) патоге-
на в  макроорганизме и  значительно затруд-
няющую терапию инфекций.

Цель настоящего исследования – изучение 
влияния очищенных АМП из  тромбоцитов 
кур на  антилизоцимную активность микро-
организмов.

Материалы и методы. При проведении ра-
боты использованы антимикробные пепти-

ды, полученные из  уксуснокислого экстрак-
та тромбоцитов курицы домашней (Gallus 
gallus) методом обращённо-фазовой высоко-
эффективной жидкостной хроматографии 
(ОФ-ВЭЖХ) в  ступенчатом и  линейном гра-
диентах увеличения концентрации органи-
ческого растворителя. Молекулярные массы 
пептидов измеряли на  MALDI времяпролет-
ном масс-спектрофотометре Ultrafl ex (Bruker 
Daltonics, Германия), оснащенным УФ-лазе-
ром с длиной волны 337 нм в линейном режи-
ме. Масс-спектры анализировали с  помощью 
программы Bruker DataAnalysis for TOF. Анти-
микробную активность полученных пептидов 
определяли методом микротитрования в  бу-
льоне. Влияние пептидных фракций на  АЛА 
бактерий изучали in vitro в  отношении тест-
штаммов микроорганизмов: Escherichia coli 
K12, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus Р209. 
Для определения антилизоцимной активно-
сти микроорганизмов после соинкубирования 
с  субингибиторными концентрациями АМП 
использовали фотометрический метод  [3]. 
Эффект регуляции АЛА бактерий считали су-
щественным, если под воздействием соедине-
ний происходило её снижение на 20% и более, 
а от 0 до 20% – индифферентным. Статистиче-
скую обработку результатов проводили с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента.

Результаты и  обсуждение. В  результате 
фракционирования уксуснокислого экстракта 
тромбоцитов курицы домашней в гомогенном 

РЕГУЛЯЦИЯ АНТИЛИЗОЦИМНОЙ АКТИВНОСТИ 

БАКТЕРИЙ АНТИМИКРОБНЫМИ ПЕПТИДАМИ 

ИЗ ТРОМБОЦИТОВ КУР

 Сычева М. В.1,2,  Рогожин Е. А.3,  Пашкова Т. М.1, 

 Пешкова Ю. И.1,2

1Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН, Оренбург;
2Оренбургский государственный аграрный университет, Оренбург; 

3Институт биоорганической химии им. ак. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова РАН, 
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Из тромбоцитов курицы домашней (Gallus gallus) выделены индивидуальные фракции 
пептидов, которые обладают выраженным антимикробным действием и эффективно ин-
гибируют антилизоцимную активность бактерий.

Ключевые слова: катионные антимикробные пептиды, тромбоциты, персистенция, 
антилизоцимная активность.
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виде было получено 13 фракций. При этом 
у 6 пептидных фракций с массами в диапазо-
не от 3,0 до 5,2 кДа, зафиксирована выражен-
ная антимикробная активность в  отношении 
S.  aureus, B.  subtilis и  E. coli, их минимальные 
бактерицидные концентрации составляли от 20 
до 175 мкг/ мл. АМП 2-й и 7-й фракции демон-
стрировали антимикробную активность в  от-
ношении грамположительных микроорганиз-
мов; 3-ей и  8-й – только в  отношении E.  coli. 
Фракции № 4, 5 и  6 антимикробной активно-
стью не обладали.

При изучении влияния фракций, обладаю-
щих антимикробной активностью, на антили-
зоцимную активность E. coli, B. subtilis и S. aureus 
установлено, что под действием тестируемых 
соединений происходило, преимущественно, 
снижение АЛА бактерий, вплоть до полной по-
тери признака. Соинкубирование кишечной 
палочки с  тестируемыми АМП в  50% случа-
ев способствовало снижению АЛА в  среднем 
на 58% по сравнению с контролем. Максималь-
ное достоверное подавление признака выявле-
но при соинкубировании кишечной палочки 
с  антимикробными пептидами 11-й фракции, 
при этом антилизоцимная активность снижа-
лась на 90% (р<0,001). 1-я пептидная фракция 
не  оказывала влияния на  данный признак. 
При изучении влияния тестируемых фракций 
на  АЛА S.  aureus в  70% случаев наблюдалось 
снижение данного признака в среднем на 60% 
от исходного уровня свойства. Максимальной 
способностью ингибировать антилизоцимный 
признак S.  aureus характеризовались первая 
и девятая фракции (p<0,001).

Фракции тромбоцитов кур оказывали ин-
дифферентное и  ингибирующее влияние 
на  АЛА B.  subtilis. Установлено, что 60% те-
стируемых фракций снижали способность 
B.  subtilis к  инактивации лизоцима в  среднем 
на 88%. После соинкубирования с пептидами 
7-й фракции штаммы B.  subtilis утрачивали 
способность ингибировать лизоцим.

Выявленное нами регулирующее влияние 
изученных АМП на АЛА бактерий можно объ-
яснить с  позиции механизмов антимикроб-
ного действия данной группы соединений, 
в  частности возможного нарушения работы 
бактериального генома, поскольку известно, 
что некоторые АМП оказывают губительное 
действие на  микробные клетки за  счёт аль-
тернативных механизмов, не связанных с по-
вреждением мембран. Так, в работе E. F. Haney 
с  соавт. (2013) показано, что производные 
антимикробных пептидов из эндосперма пше-
ницы могут связывать дезоксирибонуклеино-
вые кислоты (ДНК) и тем самым блокировать 
макромолекулярный синтез [4]. Выявлено, 
что буфорин II и  тахиплезин, проникнув че-
рез мембрану бактериальной клетки, способ-
ны взаимодействовать с ДНК, вызывая гибель 
микроорганизмов [5].

Таким образом, полученные данные сви-
детельствуют о том, что тромбоциты курицы 
домашней являются источником 13 пептид-
ных фракций, десять из  которых обладают 
антимикробным действием и эффективно ин-
гибируют антилизоцимную активность бакте-
рий. Проведённые исследования открывают 
перспективу для дальнейшего изучения АМП 
из  тромбоцитов кур с  целью их возможного 
использования в клинической практике в ка-
честве антимикробного средства с антиперси-
стентным действием.
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From the platelets of homemade chicken (Gallus gallus), individual fractions of peptides that possess 
strong antimicrobial activity and eff ectively inhibit the antilysozyme activity of bacteria were isolated.
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Актуальность и цель работы. Для адекват-
ного формирования иммунного ответа ново-
рожденных необходимо воздействие антигенов 
нормофлоры, которая активирует не  только 
местный иммунитет кишечника, но  и  иммун-
ную систему всего организма [1, 2]. Патологи-
ческое течение беременности и родов, морфо-
функциональная незрелость, внутриутробное 
или интранатальное инфицирование, наслое-
ние или реализация инфекционного процесса, 
проведение медицинских манипуляций, позд-
нее прикладывание к  груди у  детей с  экстре-
мально низкой массой тела (ЭНМТ) приводят 
к  трансформации микробиоценоза с  домини-
рованием индигенной флоры [3]. Учитывая 
зависимость между бактериальной колониза-
цией кишечника и формированием иммунной 
системы, необходимо дальнейшее изучение 
становления микрофлоры кишечника ново-
рожденных различного гестационного возрас-
та в динамике постнатального периода. 

Цель исследования  – оценить состояние 
микрофлоры кишечника детей с ЭНМТ в ран-
нем, позднем неонатальном периоде и по до-
стижению постконцептуального возраста 
38-40 недель.

Материалы и  методы. Проведено бакте-
риологическое исследование микрофлоры ки-
шечника 36 образцов фекалий детей с ЭНМТ 
в  возрасте 5-7 и  26-30 суток жизни, а  также 
в постконцептуальном возрасте 38-40 недель. 
В 1-ю группу вошли 18 детей с гестационным 
возрастом 23-27 недель, во 2-ю группу – 18 де-
тей с  гестационным возрастом 28-31 неделя. 
Микробиологическое исследование фекалий 
проводили по  методике количественного по-
сева Ю. М. Фельдман и соавт. Идентификацию 
выделенных культур осуществляли с помощью 
коммерческих биохимических тест-систем 
фирмы «LACHEMA» (Чехия). Определение 
чувствительности к  антибиотикам клини-
чески значимых штаммов микроорганизмов 
проводили диск-диффузионным методом со-
гласно МУК 4.2.1890-04.

Результаты. В  результате бактериологиче-
ского исследования фекалий детей с  ЭНМТ 
выявлено, что к концу раннего неонатального 
периода в 44,4% случаев у недоношенных де-
тей обеих групп на  фоне антибактериальной 
терапии отсутствовала полостная кишечная 
микрофлора. Колонизация кишечника диагно-
стировалась в 55,6% наблюдений. У детей 1-й 

ИЗМЕНЕНИЕ МИКРОБИОЦЕНОЗА КИШЕЧНИКА У ДЕТЕЙ 

С ЭКСТРЕМАЛЬНО НИЗКОЙ МАССОЙ ТЕЛА В ДИНАМИКЕ 

ПОСТНАТАЛЬНОГО ПЕРИОДА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ 

ГЕСТАЦИОННОГО ВОЗРАСТА

 Устьянцева Л. С.,  Чистякова Г. Н.,  Ремизова И. И., 

 Ляпунов В. А.,  Газиева И. А.

ФГБУ «Уральский научно-исследовательский институт охраны 
материнства и младенчества» Министерства здравоохранения 

Российской Федерации, Екатеринбург, Россия

С целью оценки изменения микрофлоры кишечника в динамике постнатального перио-
да проведено бактериологическое обследование 36 образцов фекалий детей с экстремально 
низкой массой тела различного гестационного возраста. Установлено, что в раннем неона-
тальном периоде для микробиоценоза кишечника детей, рожденных в  сроке сверхранних 
преждевременных родов, более характерна грамположительная микрофлора, тогда как для 
детей большего срока гестации – грамотрицательная. К концу позднего неонатального пери-
ода в фекалиях обеих исследуемых групп преобладала грамположительная кокковая колони-
зация, а к постконцептуальному возрасту 38-40 недель – грамотрицательная микрофлора.

Ключевые слова: экстремально низкая масса тела, микробиоценоз кишечника.
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группы микробиоценоз кишечника был пред-
ставлен преимущественно кокковой микро-
флорой  – коагулаза-отрицательными стафи-
лококками и энтерококками – в 33,3% случаев. 
Энтеробактерии (K.  pneumonia, 107  КОЕ/ мл) 
и  неферментирующие грамотрицательные 
бактерии, представленные S. maltophilia в ко-
личестве 105  КОЕ/ мл, колонизировали ки-
шечник у  22,2% детей этой группы. Большая 
часть обнаруженной микрофлоры у детей 2-й 
группы (33,3%) относилась к  классу энтеро-
бактерий (E. coli и K. pneumoniae в количестве 
105  КОЕ/ мл и  более) и  грамотрицательных 
бактерий (E.  cloacae и  P.  aeruginosa в  количе-
стве 105 КОЕ/мл и более), только 22,2% бакте-
рий являлись кокковой флорой (S. epidermidis, 
S. aureus, S. haemolyticus, 103 КОЕ/мл и более). 
Стерильные фекалии к концу позднего неона-
тального периода выявлены у  меньшего ко-
личества детей по  сравнению с  5-7 сутками 
жизни  – в  22,2% случаев у  детей 1-й группы 
и у 11,1% новорожденных 2-й группы. В воз-
расте 26-30 суток жизни колонизация грампо-
ложительными кокками, грамотрицательны-
ми бактериями и  энтеробактериями у  детей 
1-й группы установлена в меньшем проценте 
случаев, чем у  детей 2-й группы (33,3% про-
тив 38,9% и 33,3% против 50% случаев). Среди 
представителей грамотрицательной и грампо-
ложительной микрофлоры у  детей 1-й и  2-й 
групп преобладали K.  pneumoniae в  количе-
стве 105 КОЕ/ мл и более и E.  faecium в коли-
честве 107 КОЕ/ мл и более – в 16,7% и 27,8% 
случаев. Смешанная микрофлора диагности-
ровалась в обеих исследуемых группах в 5,6% 
случаев. К  постконцептуальному возрасту 
38-40 недель доля кокковой микрофлоры ки-
шечника детей 1-й группы снизилась в 2 раза 
по сравнению с удельным весом этих микро-
организмов в  конце позднего неонатального 
периода (16,7% против 33,3%), тогда как коло-
низация кишечника энтеробактериями и  не-
ферментирующими грамотрицательными бак-
териями достигала 83,3%. У детей 2-й группы 
среди представителей кишечного микробио-
ценоза преобладала грамотрицательная фло-
ра, но  в  меньшем проценте случаев  – 55,6%. 
Лидирующее место сохраняла K.  pneumoniae 
(в  титре 107  КОЕ/ мл и  более), обнаружен-

ная в 55,6% и 27,8% случаев в обеих группах. 
Количество образцов фекалий, содержащих 
грамположительную флору, среди детей боль-
шего гестационного возраста в  динамике 
от 26-30 суток жизни и до возраста доношен-
ного ребенка увеличилось в 1,5 раза (с 22,2% 
до  33,3% случаев, в  биологических образцах 
по-прежнему доминировал E. faecium в титре 
107  КОЕ/ мл и  более). Доля кишечной микст-
флоры составляла 16,7% и 5,6% в обеих груп-
пах. Стерильные фекалии обнаруживались 
только у детей 2-й группы в 11,1% случаев.

Заключение. Характер микробной колони-
зации кишечника на протяжении исследуемо-
го периода имел особенности в  зависимости 
от  гестационного возраста. В  раннем неона-
тальном периоде для микробиоценоза кишеч-
ника детей с гестационным возрастом 23-27 не-
дель, более характерна грамположительная 
флора, тогда как для детей с  гестационным 
возрастом 28-31 неделя – грамотрицательная. 
На фоне системной антибактериальной тера-
пии наблюдалась общая тенденция заселения 
кишечника у  обеих групп  – преобладание 
грамположительной кокковой колонизации 
в  течение позднего неонатального перио-
да, обусловленное селекцией резистентных 
к  применяемым антибактериальным препа-
ратам кокков. К  достижению возраста доно-
шенного ребенка постнатальная колонизация 
кишечника детей с ЭНМТ характеризуется вы-
теснением кокковой микрофлоры грамотрица-
тельной факультативно-анаэробной условно-
патогенной микрофлорой, причем в  большей 
степени у детей, родившихся с меньшим сро-
ком гестации. Отмечается обеднение видо-
вого состава микрофлоры, что расценивает-
ся как крайне неблагоприятный фактор для 
формирования постнатального адаптивного 
иммунного ответа.
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CHANGE OF INTESTINE MICROBIOCENOSIS IN CHILDREN WITH 

EXTREMELY LOW BIRTH WEIGHT IN THE COURSE OF POSTNATAL 

PERIOD DEPENDING ON THE GESTATIONAL AGE

Ustyantseva L. S., Chistyakova G. N., Remizova I. I., Lyapunov V. A., Gaziyeva I. A.

FGBU “Ural Research Institute of Maternity and Infancy Welfare” Ministry Health 
of the Russian Federation, Yekaterinburg, Russia

In order to estimate changes of intestine microbiocenosis in the course of postnatal period, we con-
ducted a bacteriological examination of 36 samples of feces of children with ELBW of diff erent gestational 
age. It was found that in early neonatal period intestine microbiocenosis of children born extremely pre-
maturely was mostly characterized by gram-positive microfl ora, whereas it was gram-negative in children 
of longer gestation period. By the end of late neonatal period gram-positive cocci colonization prevailed 
in feces of both examined groups, and gram-negative microfl ora prevailed by postconceptional age of 
38-40 weeks.

Утечка наноматериалов в  процессе про-
изводства или эксплуатации продукции мо-
жет представлять значительную опасность 
загрязнения окружающей среды. Особенно 
опасным может быть проникновение нано-
частиц в  живые организмы. Воздействие на-
ночастиц на организм может быть прямым и/
или опосредованным кишечными симбион-
тами. Наночастицы могут негативно или по-
ложительно повлиять на  жизнеспособность 
макроорганизма путем изменения состава 
и метаболизма микроорганизмов. Кроме того, 
биоаккумуляция и  биотрансформация нано-

частиц (активация, инактивация, токсифика-
ция) бактериями может также оказать влия-
ние на  физиологию хозяина [1, 2]. Поэтому 
безопасность наночастиц на живой организм 
необходимо исследовать в  симбиотической 
системе хозяин-микрофлора (холобионт).

Такой системой может служить сво-
бодноживущая многоклеточная нематода 
Caenorhabditis elegans. Эти почвенные микро-
черви питаются микроорганизмами, которые 
кроме питательной функции играют роль и ки-
шечной микрофлоры [2]. Способность расти 
сотнями на одной чашки Петри, прозрачность 

ВЛИЯНИЕ НАНОМОДИФИЦИРОВАННЫХ 

МИКРООРГАНИЗМОВ НА ОРГАНИЗМ НЕМАТОД

 Фахруллина Г. И.,  Ахатова Ф. С.

Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия

Применение моделей in vivo в системе холобионта в настоящее время рассматривается как 
перспективный способ исследования влияния наноматериалов на живые организмы. Нами 
разработан универсальный подход управляемой доставки наночастиц внутрь макроорга-
низма Caenorhabditis elegans с помощью нанопокрытых бактерий Esherichia coli. В качестве те-
стрируемых наноматериалов применяли галлуазитные нанотрубки. Показано, что нематоды 
активно поглощают наномодифицированные микробные клетки. Нанотрубки проникали 
в организм нематод и равномерно распространялись по всему кишечнику. Было исследовано 
воздействие накопления наномодифицированных микроорганизмов на жизнеспособность 
(рост, репродуктивность и продолжительность жизни) микрочервей. Показано, что глини-
стые нанотрубки не индуцируют токсический эффект на почвенные нематоды.

Ключевые слова: микроорганизмы, почвенные нематоды, доставка наночастиц внутрь 
живого организма, оценка токсичности.
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и  размер тела (около 1  мм), короткий жиз-
ненный цикл (3 сут), коротая продолжитель-
ность жизни (2-3 нед), высокая плодовитость 
(300 потомков у одного червя), высокая гомо-
логия с  геномом человека (60-80%), простота 
и  дешевизна поддержания культуры в  лабо-
ратории делают этих червей идеальными мо-
дельными организмами в нанотоксикологии.

Цель работы: изучить токсичность нано-
трубок галлуазита на нематод C. elegans с ис-
пользованием микроорганизмов.

В качестве тестируемых наноматериалов 
использовали нанотрубки галлуазита проис-
хождением из  США (Applied Minerals, NY). 
В качестве носителей наночастиц использова-
ли обычный пищевой субстрат почвенных не-
матод – бактерии Escherichia coli OP50.

Для достижения поставленной цели были 
поставлены следующие задачи: закрепить на-
нотрубки галлуазита на поверхность микроор-
ганизмов методом послойного нанесения поли-
электролитов; доставка галлуазит-содержащих 
бактерий в организм макроорганизма методом 
культивирования; оценить влияние наномоди-
фицированных бактерий на жизнеспособность 
нематод; изучить распределение нанотрубок 
галлуазита в организме нематод методами ми-
кроскопии высокого разрешения.

Клеточная стенка бактерий E. coli имеет сум-
марный отрицательный поверхностный заряд. 
Поэтому нанотрубки галлуазита (0,05; 0,1; 1; 
5  мг/мл) стабилизировали положительно-
заряженным полиэлектролитом (полиаллила-
мин гидрохлорид, 70 кДа, 5 мг/мл) и закрепля-
ли на поверхность отрицательно-заряженной 
клеточной стенки бактерий [3]. Такие наномо-
дифицированные микроорганизмы добавляли 
в качестве пищи (1010 клеток/мл) синхронизи-
рованным по возрасту нематодам личиночной 
стадии L1. Бактериальные клетки, несущие 
на себе наночастицы, за счет активных глота-
тельных движений оказываются внутри пи-
щеварительного тракта нематод. Спустя 3 сут. 
оценивали влияние нанотрубок галлуазита 
на  рост и  репродуктивный потенциал. Для 
этого популяцию нематод смывали с  чашек 
Петри и подвергали температурной фиксации 
в  течение 10-30 с.  Путем сравнения экспери-
ментальных и контрольных червей оценивали 
изменения, произошедшие под влиянием на-
номодифицированных бактерий.

Анализ изменений длины тела микрочервей 
является одним из неотъемлемых параметров 

токсических эффектов. Нанотрубки галлуази-
та в  пределах концентраций 0,05-1,00  мг/ мл 
ингибирует нормальный рост тела нема-
тод по  сравнению с  необработанными об-
разцами  [3]. Однако, глинистые нанотрубки 
не уменьшают размер тела так, как сообщалось 
для аминомодифицированных однослойных 
углеродных нанотрубок [4], где было обна-
ружено почти двукратное сокращение длины 
тела у C. elegans. Анализ влияния нанотрубок 
галлуазита на воспроизводство червей прово-
дили путем подсчета количества яиц у  бере-
менных особей нематод C.  elegans. Выявлено, 
что галлуазитные нанотрубки не  оказывают 
существенного влияния на репродуктивность 
микрочервей [3].

Далее мы исследовали влияние нанотрубок 
галлуазита на  продолжительность жизни не-
матод C. elegans. Анализ проводили в  96-лу-
ночных планшетах по  методике [5]. Кумуля-
тивный анализ выживаемости показал, что 
во всех изученных концентрациях, нанотруб-
ки галлуазита никакого существенного не-
гативного влияния на  продолжительность 
жизни нематод не  оказывают [3]. Более низ-
кие концентрации (0,05, 0,1 мг/мл) не снижа-
ют долговечность червей, тогда как более вы-
сокие концентрации (0,5, 1  мг/мл) несколько 
снизили среднюю продолжительность жизни 
(до ~15% по сравнению с контролем), хотя это 
снижение не  было статистически значимым 
(P> 0,05).

Визуализацию нанотрубок внутри организ-
ма нематод наблюдали в темнопольном гипер-
спектральном микроскопе Cyto Vivo. Галлуа-
зитные нанотрубки в виде ярких пятен были 
обнаружены исключительно в пищеваритель-
ном трате червей, начиная с ротовой полости 
до  ануса, с  видными скоплениями в  области 
глотки. В среднем и заднем отделах кишки на-
нотрубки были также четко видны, однако на-
блюдалось меньше агрегаций. Для единичных 
изолированных нанотрубок галлуазита было 
характерно броуновское движение в  кишеч-
нике нематод. Важно отметить, что вне кишеч-
ника нематод нанотрубки галлуазита не обна-
ружены [3].

Наше исследование показало, что исполь-
зование микробных клеток эффективно для 
контролируемой доставки нанотрубок галлуа-
зита в макроорганизм C. elegans. Галлуазитные 
нанотрубки в  исследованных концентрациях 
не способны серьезно повредить организм не-
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матод, нанося только механическую нагрузку 
на пищеварительную систему. В целом, низкая 
токсичность нанотрубок галлуазита на  по-
чвенные нематоды предполагает, что его бы-
стро растущее промышленное применение, 
вероятно, будет экологически безопасным.

Исследование выполнено за  счет гран-
та FSAX-14–60155–0  Американского фонда 
гражданских исследований и развития (CRDF 
Global).
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THE IMPACT OF NANOMODIFIED MICROOGRANISMS 

ON NEMATODES

Fakhrullina G. I., Akhatova F. S.

Kazan Federal University, Kazan, Russia

Using in vivo holobiont models is as a promising way to investigate the impact of nanomaterials on the 
living organisms. We have developed a universal approach for controlled delivery of nanoparticles into 
the macroorganism Caenorhabditis elegans using the nanocoated bacteria Esherichia coli. We have em-
ployed microworms to investigate the toxicity of halloysite nanotubes. We have shown that the nematodes 
actively ingest the nanomodifed microbal cells. Th e nanotubes have entered into the body of nematodes 
and were evenly distributed along the whole intestine. Th e accumulation of nanoparticles was visualized 
by high-resolution microscopy. We investigated the impact of the accumulation the nanomodifed micro-
organisms on viability microworms (growth, reproduction and lifespan). We have shown that the clay 
nanotubes do not induce toxic eff ect on soil nematodes.

МИКРОБНЫЙ ПЕЙЗАЖ У ПАЦИЕНТОВ С ГНОЙНО-

НЕКРОТИЧЕСКИМИ ФОРМАМИ СИНДРОМА 

ДИАБЕТИЧЕСКОЙ СТОПЫ: АНАЛИЗ СЛУЧАЕВ ЗА 2012-2014 ГГ

 Шлепотина Н. М.,  Колесников О. Л.,  Плоткин Л. Л.

ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» 
Минздрава России, Челябинск, Россия

Синдром диабетической стопы – тяжелое осложнение сахарного диабета, представляю-
щее собой деструкцию или инфекцию глубоких тканей стопы на фоне патологии сосудов 
и/или нервов. За период с 2012 по 2014 год произведено ретроспективное когортное ис-
следование среди пациентов с  гнойно-некротическими формами синдрома диабетиче-
ской стопы с анализом данных бактериологического исследования раневого отделяемого. 
В 55,0% случаев наблюдались моноинфекции, а в 45,0% случаев – наличие бактериальных 
ассоциаций. При этом наблюдалась тенденция к преобладанию Staphylococcus аureus, а так-
же бактерий семейства Enterobacteriaceae.

Ключевые слова: синдром диабетической стопы, микробный пейзаж, бактериальные 
ассоциации.

Актуальность. По данным Всемирной орга-
низации здравоохранения (ВОЗ), во всех стра-

нах мира насчитывается более 120 млн. боль-
ных сахарным диабетом (СД) [1]. Синдром 
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диабетической стопы (СДС) – это «инфекция, 
язва и/или деструкция глубоких тканей, свя-
занная с нарушением нервной системы и сни-
жением магистрального кровотока в артериях 
нижних конечностей различной степени тя-
жести» [2]. СДС диагностируется у 4-10% па-
циентов с СД [3].

Цель исследования. Выявить спектр основ-
ных возбудителей, выделяемых при гнойно-
некротических формах СДС.

Материалы и методы. Произведено ретро-
спективное когортное исследование с  анали-
зом данных медицинских карт стационарных 
больных (форма 003/у) за  период с  января 
2012  года по  декабрь 2014  года на  базе от-
деления гнойной хирургии НУЗ «Дорожная 
клиническая больница на ст. Челябинск ОАО 
«РЖД». Источниковая нозологическая попу-
ляция включила в  себя 169 пациентов в  воз-
расте старше 18 лет с гнойно-некротическими 
формами СДС.

Результаты. В  исследуемой популяции 
средний возраст пациентов составил 62,8 лет 
(38; 84). Удельный вес лиц мужского пола  – 
56,8% (n=96), удельный вес лиц женского 
пола  – 43,2% (n=73). Пациенты, страдающие 
СД I  типа, составили 11,8% (n=20), наличие 
СД II  типа было отмечено в  88,2% случаев 
(n=149). Нейроишемическая форма СДС была 
выявлена у 166 пациентов (98,2%), смешанная 
форма – у 3 пациентов (1,8%). Нозологическая 
структура СДС включила в себя трофические 
язвы стопы (31,4%; n=53) и/или голени (1,8%; 
n=3) с  признаками инфицирования, раны 
стопы (6,5%; n=11) и/или голени (1,8%; n=3) 
с  признаками инфицирования, диабетиче-
скую остеоартропатию (1,8%; n=3), остеомие-
лит костей стопы (4,1%; n=7), флегмону стопы 
(23,7%; n=40), флегмону голени (1,8%; n=3), 
гангрену пальцев (16,0%; n=27), гангрену сто-
пы (17,8%; n=30), гангрену голени (1,8%; n=3).

При изучении данных результатов бактери-
ологического исследования раневого отделяе-
мого у  93 пациентов (55,0%) были выявлены 
моноинфекции, вызванные одним бактери-
альным агентом, а у 76 человек (45,0%) – бак-
териальные ассоциации. В  этиологической 
структуре моноинфекций были выделены 
такие возбудители, как Staphylococcus aureus 
(49,5%; n=46), Enterococcus spp. (15,1%; n=14), 
Staphylococcus epidermidis (7,5%; n=7), Pseudo-
monas aeruginosa (7,5%; n=7). Также в  иссле-
дуемой популяции из  раневого отделяемого 

были выделены следующие бактерии вне ас-
социаций: Streptococcus pyogenes, Staphylococ-
cus saprophyticus, Stenotrophomonas maltophilia, 
бактерии родов Acinetobacter, Enterobacter, Co-
rynebacterium, Streptococcus, Proteus, что в сово-
купности составило 20,4% (n=19).

Среди бактериальных ассоциаций из  оча-
гов гнойно-некротического воспаления были 
выделены двухкомпонентные (64,5%; n=49), 
трехкомпонентные ассоциации (26,3%; n=20), 
а  также ассоциации из  большего числа ви-
дов бактерий (до  6) (9,2%; n=7). В  составе 
ассоциаций сложилась тенденция к  преоб-
ладанию таких бактериальных агентов, как 
S.  aureus (44,7%; n=34), S.  epidermidis (21,1%; 
n=16), P.  aeruginosa (15,8%; n=12), Escherichia 
coli (6,6%; n=5), бактерии родов Enterococcus 
(43,4%; n=33), Enterobacter (21,1%; n=16), Acine-
tobacter (13,2%; n=10), Corynebacterium (13,2%; 
n=10). Также в  составе бактериальных ассо-
циаций были выделены представители родов 
Klebsiella, Streptococcus, Bacillus, Proteus, Mor-
ganella, Burkholderia, что в  совокупности со-
ставило 30,3% (n=23). Среди бактериальных 
ассоциаций сложилась тенденция к преобла-
данию сочетания S. aureus + Enterococcus fae-
calis (13,2%; n=10).

Выводы. 
1. При гнойно-некротических формах СДС 

в 55,0% случаев наблюдались моноинфекции, 
а в 45,0% случаев – наличие бактериальных ас-
социаций. 

2. У  пациентов исследуемой когорты при 
бактериологическом исследовании раневого 
отделяемого как при моноинфекциях, так и при 
наличии бактериальных ассоциаций наблю-
далась тенденция к  преобладанию S.  аureus, 
а также бактерий семейства Enterobacteriaceae. 

3. Среди всех ассоциаций, выделенных 
у пациентов с СДС, 64,5% составили двухком-
понентные. 

4.  В  микробном пейзаже бактериальных 
ассоциаций сложилась тенденция к  преобла-
данию сочетания S. aureus + E. faecalis (13,2%).
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Актуальность и цель работы. В современ-
ных условиях резко возросло число стрес-
совых воздействий и  неблагоприятных эко-
логических факторов, сопровождающихся 
глубокими нарушениями микробной экологии 
организма человека. Особую актуальность это 
имеет для северных регионов.

Республика Саха (Якутия) и г. Якутск име-
ют ряд специфических климатогеографиче-
ских особенностей. Климат в  регионе рез-
ко-континентальный, он характеризуется 
длинной, холодной зимой и  коротким жар-
ким летом. Зимой много снега, а летом бывает 
мало влаги. Загрязненность воздуха в Якутске 
выше, чем в  других северных городах Рос-
сии. Вода реки Лены и почва в районе Якут-
ска считаются средне загрязненными, но из-за 
холодного климата медленно очищаются. Все 

северные экосистемы обладают пониженной 
способностью к  самоочищению и  микробио-
логической утилизации вредных веществ из-
за вечной мерзлоты и низких температур в по-
чве и водоемах.

Здоровье детей – наиболее чувствительный 
показатель, отражающий состояние окружаю-
щей среды. Многочисленные данные свидетель-
ствуют о том, что в экологически неблагопри-
ятных регионах регистрируется повышенная 
заболеваемость детского населения. Так, на-
шими исследованиями показано, что премор-
бидные состояния (дисфункции желудочно-
кишечного тракта, эпизоды пищевой аллергии, 
частые респираторные инфекции) выявляются 
более чем у  трети (33,9%) детей дошкольного 
возраста, проживающих в г. Якутске и относя-
щихся к группе «практически здоровых» [1].

ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ КИШЕЧНОГО 

БИОЦЕНОЗА У ДЕТЕЙ В УСЛОВИЯХ СЕВЕРА

 Шейкин И. Ю.,  Данилов Н. А.,  Ахременко Я. А., 

 Тарасова Л. А.

ФГАОУ ВПО «Северо-Восточный федеральный университет им. М. К. Аммосова», 
Медицинский институт, Якутск, Россия

Проанализирован состав кишечной микрофлоры у 399 практически здоровых детей от 1 
до 18 лет, проживающих в г. Якутске. Выявлено различие содержания индигенных микро-
организмов в различные возрастные периоды. Показатели лактобактерий являются наи-
более низкими и нестабильными на протяжении всего детского возраста, что, возможно, 
является региональной особенностью кишечного биоценоза у детей в условиях Севера.

Ключевые слова: кишечный биоценоз, микробная экология, дисбиоз толстого кишеч-
ника, индигенные микроорганизмы.

MICROBIAL LANDSCAPE IN PATIENTS WITH PURULENT-NECROTIC 

FORMS OF DIABETIC FOOT SYNDROME: ANALYSIS OF CASES DURING 

THE PERIOD FROM 2012 TO 2014

Shlepotina N. M., Kolesnikov O. L., Plotkin L. L.

South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia

Diabetic foot syndrome is a serious complication of diabetes that is manifested in destruction or deep 
tissue infection of the foot against the background of vascular and/or nervous pathology. Th e retrospective 
cohort study was carried out among the patients with purulent-necrotic forms of diabetic foot syndrome 
with the analysis of data of bacteriological study of wounds. It was established that 55,0% of cases included 
the monoinfections, and 45,0% of cases included the bacterial associations. At the same time there was a 
tendency to a predominance of Staphylococcus aureus and bacteria of the family Enterobacteriaceae.
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Если рассматривать заболеваемость детско-
го населения в условиях Севера за последние 10 
лет, то первое место из года в год занимают бо-
лезни органов дыхания, на втором месте неиз-
менно остаются заболевания органов пищева-
рения. Наряду с этим, отмечается неуклонный 
рост патологии кожи и подкожной клетчатки, 
среди которых ведущее место занимает атопи-
ческий дерматит. В патогенезе всех этих пато-
логических состояний основным механизмом 
является снижение колонизационной рези-
стентности и развитие дисбиозов.

Цель исследования: изучение состояния 
микрофлоры толстого кишечника у детей раз-
личных возрастных групп в условиях Севера 
на примере г. Якутска.

Материалы и  методы. Нами обследовано 
более 1000 детей от 1 до 18 лет, проживающих 
в г. Якутске, выборка составила 399 практически 
здоровых детей. Все они разделены на возраст-
ные группы по классификации ВОЗ. В данных 
группах определяли количественный и  каче-
ственный состав микрофлоры толстого кишеч-
ника. Так, в группу детей 1-3 и 12-18 лет вошли 
по 100 детей, 4-7 лет – 119 детей и 8-11 лет – 
80 детей, постоянно проживающих в г. Якутске 
и не имеющих острых и хронических заболева-
ний на момент обследования. Особое внимание 
обращали на содержание индигенной микро-
флоры: бифидо- и  лактобактерий, полноцен-
ных эшерихий и энтерококков.

Количественное содержание индигенных 
бактерий определяли по  формуле Covali-
Sforza и  выражали в  lg колониеобразующих 
единиц на  1 грамм исследуемого материала 
(lg  КОЕ/г). Оценку состояния микрофлоры 
толстого кишечника проводили по «Унифици-
рованной рабочей классификации нарушений 
микробиоценоза кишечника», предложенной 
И. Б. Куваевой и  К. С. Ладодо, дополненной 
А. А. Воробьевым.

Результаты. У  детей 1-3 лет содержание 
бифидобактерий снижено, но у большинства 
находится в  пределах нормы (10 lg KOE/г) 
и выявляются у всех детей данной возрастной 
группы, однако снижено число полноценных 
эшерихий (до  4,3 lg KOE/г) и  лактобактерий 
(до 4,6 lg KOE/г) при высеваемости 57 и 92% 
соответственно.

В возрасте 4-7 лет микробный пейзаж ки-
шечника практически такой же, но начинается 
уменьшение числа бифидобактерий (в среднем 
до  9 lg KOE/г) при 100%-ной высеваемости, 

на  этом фоне увеличивается частота обнару-
жения стафилококков и  условно-патогенных 
энтеробактерий. Именно в этом возрасте уве-
личивается количество т. н. часто и длительно 
болеющих детей, которых по  данным педиа-
тров, на севере около 80% [2].

В возрасте от 8 до 11 лет почти у 100% детей 
отмечается дефицит лакто- и бифидобактерий. 
В  данной возрастной группе зафиксированы 
наименьшие показатели содержания инди-
генных грампозитивных микроорганизмов  – 
лакто-и бифидобактерий, энтерококков (4,4; 8,7 
и 5 lg KOE/г соответственно). Однако к подрост-
ковому возрасту количество всех индигенных 
микроорганизмов начинает нарастать и стаби-
лизируется на уровне 8,8 lg KOE/г для бифидо-
бактерий и 6,4 lg KOE/г для лактобактерий.

Таким образом, можно резюмировать, что 
у детей в условиях Севера изменения в микро-
биоценозе толстого кишечника характеризу-
ются снижением лактобактерий (у  85,5% де-
тей) и бифидобактерий (у 74,2%). На этом фоне 
активизируется условно-патогенная микро-
флора. У 15,2% детей в высоких титрах опре-
делялись ус ловно-патогенные энтеробакте-
рии (клебсиеллы, цитробактер, энтеробактер 
и др.). Почти в 30% случаев обнаруживались 
и патогенные микроорганизмы – гемолизиру-
ющие эшерихии и S. аureus.

Выводы:
1. Наблюдается устойчивая тенденция к на-

рушению кишечного биоценоза даже у здоро-
вых детей, проживающих в  северных экоси-
стемах.

2. Нарушения кишечного биоценоза ха-
рактеризуются снижением содержания в  ки-
шечнике защитной микрофлоры (лакто- и би-
фидобактерий), активизацией на  этом фоне 
нежелательных микроорганизмов (условно-
патогенных энтеробактерий, атипичных эше-
рихий и стафилококков).

3. При переходе из одного возрастного пери-
ода в другой наблюдается снижение количества 
бифидобактерий с последующей стабилизацией 
в подростковом периоде, количество же полно-
ценных эшерихий стабильно нарастает к  пе-
риоду взросления, а  содержание энтерококков 
находится в пределах нормы во все возрастные 
периоды.

4. Показатели лактобактерий являются 
наиболее низкими и  нестабильными на  про-
тяжении всего детского возраста, возможно, 
это является региональной особенностью ки-
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Актуальность и  цель работы. Листери-
оз  – тяжело протекающее инфекционное за-
болевание животных и  людей, относящее-
ся к  классу сапронозов. В  последнее время 
проблема листериоза приобрела социально-
экономическую значимость, так как помимо 

профессиональных рисков работников сель-
ского хозяйства, отмечены крупные вспышки, 
связанные с употреблением в пищу сыров, са-
латов, молочных и мясных продуктов, конта-
минированных листериями [1]. В  настоящее 
время для предотвращения размножения этих 

АНТИЛИСТЕРИОЗНАЯ АКТИВНОСТЬ 

ENTEROCOCCUS FAECIUMENTEROCOCCUS FAECIUM EF79OSAU IN VIVOIN VIVO

 Щепитова Н. Е.1,  Пашкова Т. М.2,  Собянин К. А.3, 

 Сычева М. В.1,2

1ФГБОУ ВПО «Оренбургский государственный аграрный университет», Оренбург; 
2ФГБУН «Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза» УрО РАН, Оренбург; 

3ФГБУ НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи Минздрава России, Москва, Россия

Установлена способность штамма Enterococcus faecium Ef79OSAU снижать летальность 
и микробную обсеменённость внутренних органов при экспериментальной листериозной 
инфекции у морских свинок.

Ключевые слова: экспериментальная инфекция, Enterococcus faecium, Listeria monocyto-
genes, антагонистическая активность.

шечного биоценоза в условиях Севера и вли-
яет на  предрасположенность к  различным 
заболеваниям респираторного и  желудочно-
кишечного тракта, ослабляя иммунную защи-
ту и  колонизационную резистентность дет-
ского организма.

В заключение необходимо отметить, что 
контроль за изменениями микрофлоры и ре-
зистентности наружных покровов и  слизи-
стых оболочек позволяет выявить состояние 
предболезни, когда процессы еще обратимы 
и  могут быть устранены мягкими средства-
ми (пробиотики, иммуномодуляторы). Кроме 
этого, необходимо пересмотреть классифи-
кацию кишечных дисбиозов применительно 

к условиям Севера и проводить изыскание но-
вых подходов к  профилактике и  коррекции 
кишечных дисбиозов с  учетом региональных 
особенностей кишечной микрофлоры и струк-
туры заболеваемости населения, направленных 
на поддержание колонизационной резистент-
ности в целом.
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AGE FEATURES OF CHIDREN INTESTINAL 

BIOCENOSIS IN THE NORTH

Sheikin I. U., Danilov N. A., Akhremenko Y. A., Tarasova L. A.

Norht-Eastern Federal University, Yakutsk, Russia

Composition of the gut microfl ora of 399 healthy children aged 1 to 18 years, living in Yakutsk, was 
analyzed. Distinctions in the content of indigenous microorganisms at diff erent ages were estimated. Indi-
cators of lactobacilli are the lowest and unstable throughout the childhood that may be a regional feature 
of intestinal biocenosis of children in the North.
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патогенных микроорганизмов в  продуктах 
питания успешно применяются бактериоци-
ны, синтезируемые молочнокислыми микро-
организмами [2]. Известно, что бактериоцины 
энтерококков (энтероцины) обладают эффек-
тивной антилистериозной активностью [3].

Ранее нами были изучены биологические 
свойства фекальных культур энтерококков, вы-
деленных от животных [4, 5], и отобран штамм 
Enterococcus faecium Ef79OSAU, изолированный 
из кишечника свиньи, который обладал выра-
женным антагонистическим эффектом в отно-
шении бактерий рода Listeria in vitro и не имел 
факторов патогенности на  фено- и  геноти-
пическом уровне. Штамм депонирован в  Го-
сударственной коллекции микроорганизмов 
нормальной микрофлоры (ГКНМ) ФГУН «Мо-
сковский НИИ эпидемиологии и микробиоло-
гии им. Г. Н. Габричевского» Роспотребнадзора. 
Вышеизложенное определило дальнейшее на-
правление нашей работы: изучение антагони-
стической активности культуры Enterococcus 
faecium Ef79OSAU in vivo на  модели экспери-
ментальной листериозной инфекции.

Материалы и  методы. Для воспроизведе-
ния экспериментальной листериозной ин-
фекции использовали беспородных морских 
свинок обоих полов массой 200–250 г. Все 
эксперименты с животными выполнены в со-
ответствии с этическими принципами и нор-
мативными документами, рекомендованными 
Европейским научным фондом (ESF), и декла-
рацией о гуманном отношении к животным.

Животные были разделены на  две равные 
группы: опытную (n=9) и контрольную (n=9). 
Животным опытной группы в  течение 7 сут. 
до заражения задавали один раз в сутки per os 
по 1 мл взвеси суточной культуры Enterococcus 
faecium Ef79OSAU в  изотоническом растворе 
NaCl, содержащей 1·109 микробных клеток.

Для заражения животных обеих групп ис-
пользовали экспоненциальную культуру Liste-
ria monocytogenes VIMHA 004, отмытую фос-
фатным буфером и замороженную при –70 °C 
в 10%-ном глицерине. Концентрацию колони-
еобразующих единиц (КОЕ) в  замороженной 
культуре определяли предварительно по  вы-
севам последовательных разведений. Зараже-
ние осуществляли введением per os штамма 
в дозе 1·1010 бактерий на морскую свинку.

Животных выводили из  эксперимента пе-
редозировкой эфирного наркоза через 24 ч, 
3  и  5  сут. инфекции. Для оценки обсеменен-

ности органов L. monocytogenes в асептических 
условиях морских свинок вскрывали и  сте-
рильно отбирали внутренние органы: печень 
с желчным пузырем, целиком селезенку, уча-
сток тонкого кишечника длиной 20 мм.

Для бактериологического исследования 
образцы органов взвешивали, гомогенизиро-
вали в  фарфоровых ступках со  стерильным 
песком в PBS-буфере (Хеликон, Россия) в со-
отношении 1:2. Суспензию органов вносили 
в количестве 1 мл на чашки с агаром для иден-
тификации листерий (PALCAM) (HiMedia, 
Индия), растирали шпателем Дригальского 
и инкубировали при 30 °C в течение 48 ч. При 
обнаружении характерного для листерий ро-
ста (серо-зеленые колонии с темным центром 
и темным ореолом) проводили микроскопию, 
подсчитывали число выросших колоний, рас-
считывали содержание листерий в 1 г органа. 
Полученные в  ходе исследований численные 
материалы были обработаны статистически.

Результаты. В  ходе проведенных исследо-
ваний установлено, что заражение морских 
свинок вызывает развитие инфекции, сопро-
вождающейся гибелью 33,3% животных кон-
трольной группы. Через сутки после инфици-
рования погибли две морские свинки, через 
5 сут. пало ещё одно животное контрольной 
группы. В  опытной группе гибель животных 
от листериозной инфекции не наблюдали.

Этим данным соответствовали и  резуль-
таты определения показателя микробной об-
семененности (КОЕ/г) внутренних органов 
у  животных исследуемых групп. Количество 
листерий в органах морских свинок, получав-
ших культуру энтерококков, на 3-и и 5-е сут. 
инфекции было достоверно меньше, чем в ор-
ганах животных контрольной группы.

В обсемененности листериями селезенки 
морских свинок опытной и контрольной групп 
наблюдалась тенденция к  первоначальному 
увеличению числа бактерий в органе к 3-м сут. 
инфекции с  последующим уменьшением ко-
личества листерий к последнему дню экспери-
мента. Через 3-ое сут. после инфицирования, 
концентрация листерий в селезенке животных 
опытной группы достигала 244±20,7  КОЕ/г, 
что в среднем в 1,3 раза меньше таковой в кон-
трольной группе (р<0,05). В  опытной группе 
морских свинок количество листерий в  селе-
зенке на 5-е сут. течения инфекции было досто-
верно ниже (26±7,4 КОЕ/г), чем в контрольной 
группе (184±16,0 КОЕ/г) (р<0,001).
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ANTILISTERIAL ACTIVITY 

OF ENTEROCOCCUS FAECIUMENTEROCOCCUS FAECIUM EF79OSAU IN VIVO IN VIVO
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Th e ability of the strain Enterococcus faecium Ef79OSAU to reduce mortality and microbial contami-
nation of internal organs in experimental Listeria infection in Guinea pigs was determined.

Аналогичную тенденцию наблюдали при 
изучении результатов посевов ткани печени: 
обсемененность L. monocytogenes VIMHA 004 
печени животных опытной группы к 3-м сут. 
инфекции составила 236±17,4 КОЕ/г против 
279±12,1 КОЕ/г в контрольной группе. На 5-е 
сут. от момента заражения в опытной группе 
животных отмечалось достоверное сниже-
ние количества листерий в печени по сравне-
нию с  контролем (9±1,8 КОЕ/г против 1305± 
21,6 КОЕ/г, соответственно) (р<0,001).

Концентрация листерий в  кишечнике жи-
вотных обеих групп возрастала с  течением 
времени. При этом степень обсемененности 
листериями кишечника морских свинок на  3 
и 5 сут. инфекции была ниже в опытной группе 
животных (р<0,05). На 3-и сут. инфекционного 
процесса в кишечнике животных, получавших 
культуру энтерококков, число листерий соста-
вило 377±7,2 КОЕ/г, в  контрольной группе  – 
407±8,7 КОЕ/г; на 5-е сут. аналогичные показате-

ли для опытной и контрольной групп составили 
1600±54,8 и 1796±39,7 КОЕ/г, соответственно.

Таким образом, выявленный в  данном ис-
следовании защитный эффект штамма E.  fa-
ecium Ef79OSAU при экспериментальной ли-
стериозной инфекции служит обоснованием 
для дальнейшего изучения свойств культуры, 
которую можно использовать в качестве ком-
понента биопрепаратов пробиотической на-
правленности.
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НЕКОТОРЫЕ ВАРИАНТЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ С ЭРИТРОЦИТАМИ ЧЕЛОВЕКА

 Щуплова Е. А.

Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН, 
Оренбург, Россия

Изучены факторы патогенности штаммов, выделенных от  больных с  гнойно-воспа-
лительными заболеваниями, а  также исследована распространенность и  выраженность 
антигемоглобиновой активности (АнтиНbA). Данный признак позволяет оценить уровень 
остаточного гемоглобина в субстрате после контакта с микроорганизмами и способствует 
изучению новых факторов патогенности бактерий при взаимодействии с эритроцитами. 
С  помощью сканирующей конфокальной лазерной микроскопии было установлено, что 
у штаммов S. epidermidis и E. coli с высокими значениями АнтиНbA и низким уровнем ГА 
чаще наблюдали адгезию к эритроцитам и внутриэритроцитарную инвазию, чем у штам-
мов с низким уровнем АнтиНbA и высоким уровнем ГА.

Ключевые слова: бактерии, эритроциты, факторы патогенности.
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Актуальность и цель работы. В настоящее 
время изучение новых факторов патогенности 
микроорганизмов при взаимодействии с эука-
риотами остается актуальным как в биологии, 
так и  в  медицине. Известно несколько вари-
антов взаимодействия бактерий с  эритроци-
тами: адгезия, гемолиз и  утилизация железа 
из  гемоглобина [1]. Данные литературы по-
казывают, что многие патогенные микро-
организмы способны не  только к  адгезии 
на эритроцитах, но и проникают внутрь них 
и  утилизируют из  гемоглобина ионы желе-
за [1, 2]. Однако ограничены сведения о взаи-
модействии условно-патогенных видов бак-
терий с эритроцитами.

Цель работы – изучить распространенность 
и выраженность антигемоглобиновой активно-
сти среди возбудителей гнойно-воспалительных 
заболеваний (ГВЗ) и  оценить взаимодействие 
Staphylococcus epidermidis и Escherichia coli с эри-
троцитами человека.

Материалы и  методы. Материалом для ис-
следования данной работы послужили 60 штам-
мов рода Staphylococcus: S. aureus, S. epidermidis, 
S. cohnii, S. saprophyticus, а также 5 штаммов Ba-
cillus cereus, 8 штаммов Escherichia coli, выделен-
ных от больных с разными формами ГВЗ, такие 
как фурункулы, флегмоны, абсцессы, перито-
ниты и  сепсис. Выделение и  идентификацию 
чистых культур бактерий проводили на осно-
вании общепринятых методов [3]. Для иденти-
фикации использовали стандартные системы 
StaphyTest, EnteroTest (LaChema, Чехия). У вы-
деленных штаммов микроорганизмов изучали 
факторы патогенности: плазмокоагулазную 
(КоА) и лецитовителлазную (ЛецА) активности 
по  известным методам [3], а  гемолитическую 
(ГА) и антигемоглобиновую (АнтиНbA) актив-
ности оценивали с  помощью разработанных 
фотометрических методов [1]. 

При изучении особенностей взаимодей-
ствия бактерий с эритроцитами in vitro исполь-
зовали условно-патогенные штаммы S. epider-
midis и  E.  coli, выделенные от  больных ГВЗ 
и  отличающиеся по  уровню ГА и  АнтиНbA. 
Штамм S.  epidermidis  № 3 обладал низким 
уровнем ГА (15,4±3,5% гемолиза) и высокими 
значениями АнтиНbA (6,7±2,2  г/л). Штамм 
S. epidermidis № 10 обладал высоким уровнем 
ГА (72,4±6,8% гемолиза) и  низким уровнем 
АнтиНbA (0,9±1,1  г/л). Штамм E.  coli  № 15 
характеризовался низкими значениями ГА 
(17,8±3,6% гемолиза) и  высокими АнтиНbA 

(8,1±3,1  г/л). Штамм E.  coli  № 17 обладал вы-
соким уровнем ГА (80,3±7,0% гемолиза) и низ-
ким АнтиНbA (0,2±0,8 г/л). Далее исследуемые 
штаммы S. epidermidis № 3, 10 и E. coli № 15, 17 
выращивали на мясо-пептонном агаре при 37°С 
в течение 24 ч. Из выросшей агаровой культуры 
готовили взвесь микроорганизмов в физиоло-
гическом растворе (10 ед. по оптическому стан-
дарту мутности ГИСК имени Л. А. Тарасевича). 
Затем отмытые буферным раствором эритро-
циты в  концентрации 106 клеток/ мл объемом 
0,5 мл смешивали с взвесью бактерий S. epider-
midis или E.  coli объемом 1 мл, после чего до-
бавляли 1мл среды 199 (НИИ вакцин и сыво-
роток имени И. И. Мечникова, Уфа). В качестве 
контроля брали взвесь эритроцитов объемом 
0,5 мл, которую вносили в 1 мл физ. раствора 
и добавляли 1 мл среды 199. Опытные и кон-
трольные пробы инкубировали 3 ч при 37°С. 
Исследуемые пробы обрабатывали для скани-
рующей конфокальной лазерной микроскопии 
(СКЛМ) по описанной выше методике [4]. По-
лученные результаты были подвергнуты стати-
стической обработке  [5].

Результаты. При исследовании факторов па-
тогенности и персистенции оказалось, что вы-
деленные штаммы от больных с ГВЗ в 41,0±4,7% 
случая характеризовались КоА, а в 47,5±4,9% – 
ЛецА. При исследовании гемолитической ак-
тивности оказалось, что высоким уровнем ГА 
обладали 69,5±5,7% выделенных штаммов. 
Аналогичные данные получили при определе-
нии антигемоглобиновой активности микро-
организмов. Выделенные штаммы от больных 
ГВЗ в  83,8±5,3% случая обладали высоким 
уровнем АнтиНbA.

На следующем этапе данной работы из-
учили спектр распространенности и  выра-
женности АнтиНbA у выделенных штаммов. 
Первостепенное место по  распространенно-
сти данного признака занимали грамотри-
цательные палочки  – E.  coli, что составляло 
85,6±8,9%. Аналогичные значения получили 
и  у  грамположительных палочек  – B.  cereus: 
наблюдали высокие значения как по  частоте 
встречаемости (77,6±8,2%), так и по среднему 
уровню выраженности АнтиНbA (7,3±2,7 г/л). 
Среди рода Staphylococcus по  распространен-
ности исследуемого признака наиболее часто 
АнтиНbA наблюдалась у S. aureus, что состав-
ляло 74,7±5,3%. Среди КОС чаще всего отме-
чали распространенность признака у  S.  epi-
dermidis и  S.  cohnii, что составляло 53,8±5,4% 
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и 51,3±5,4% соответственно. У остальных ви-
дов распространенность данного признака на-
блюдали в пределах от 30,5±3,8% до 47,4±4,2%, 
а  средние значения уровня выраженности 
АнтиНbA от  0,9±1,1  г/л до  5,7±2,2  г/л. Необ-
ходимо отметить, что самый высокий уровень 
выраженности АнтиНbA оказался у S. aureus, 
что составляло 9,8±4,6 г/л, у E. coli наблюдали 
понижение до 8,3±3,7 г/л. У S.epidermidis и S. co-
hnii отмечали средние значения уровня выра-
женности в пределах 6,8±3,2 г/л и 6,2±3,0 г/л, 
соответственно. Таким образом, в результате 
проведенных опытов было обнаружено, что 
большинство исследуемых культур обладали 
антигемоглобиновой активностью и  высоки-
ми значениями факторов патогенности.

С помощью СКЛМ проведена сравнитель-
ная оценка взаимодействия с  эритроцитами 
штаммов S. epidermidis и E. coli, отличающихся 
уровнем выраженности ГА и  АнтиНbA. При 
взаимодействии эритроцитов со  штаммом 
E.  coli № 15 была выявлена адгезия к поверх-
ности 91,6±0,8% эритроцитов. В  результате 
взаимодействия штамма E.  coli № 17 адгезия 
к  эритроцитам наблюдалась реже (р<0,05), 
в 78,8±2,8% случаях. При изучении внутриэ-
ритроцитарного расположения кишечной 
палочки было выявлено, что в образцах кро-
ви со штаммом E. coli № 15, инвазия бактерий 
в  эритроцит наблюдалась в  8 раз чаще, чем 
при взаимодействии эритроцитов со  штам-
мом E.  coli № 17 (34,4±2,3% против 4,3±1,4% 

«пораженных» эритроцитов соответственно, 
р<0,05). При взаимодействии штамма S. epider-
midis № 3 с эритроцитами была выявлена ад-
гезия к поверхности эритроцитов в 97,4±1,0% 
случая. У  штамма S.  epidermidis № 10 адгезия 
к эритроцитам наблюдалась реже, в 65,2±2,2% 
случаях (при р<0,05). Штамм S. epidermidis № 3 
в 10 раз чаще инвазировал в эритроциты, чем 
штамм S.  epidermidis № 10 (32±2,3% против 
3,2±1,2% внутриэритроцитарно расположен-
ных бактерий соответственно, р<0,05).

Таким образом, у  штаммов S.  epidermidis 
и  E.  coli с  высокими значениями АнтиНbA 
чаще наблюдали адгезию и  внутриэритроци-
тарную инвазию, чем штаммы с низким уров-
нем АнтиНbA.
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SOME VARIANTS OF PURULENT-INFLAMMATORY DISEASE 

PATHOGEN INTERACTION WITH HUMAN ERYTHROCYTES

Shchuplova E. A.

Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, RAS, Orenburg, Russia

Factors of pathogenicity of strains isolated from patients with purulent-infl ammatory diseases were 
studied. Th e prevalence and severity of anti-hemoglobin activity (AntiHbA) of the strains was investi-
gated. Th is feature allows assessing the level of residual hemoglobin in the substrate aft er exposure to 
microorganisms and promotes the study of new bacterial pathogenicity factors in the interaction with 
erythrocytes. It has been established using scanning confocal laser microscopy that the strains S. epider-
midis and E. coli with high levels of AntiHbA and low levels of HA oft en demonstrated the adhesion to 
erythrocytes and intra-erythrocyte invasion of strains with low AntiHbA levels and high HA levels.
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БИОТРАНСФОРМАЦИЯ β-СИТОСТЕРОЛА 

ИММОБИЛИЗОВАННЫМИ КЛЕТКАМИ РОДОКОККОВ 

В УСЛОВИЯХ ФОСФАТНО-ЩЕЛОЧНОГО БУФЕРА

 Бажутин Г. А.1,  Ноговицина Е. М.2,  Гришко В. В.3

1ФГБОУ ВПО «Пермский государственный национальный исследовательский 
университет»; 2Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 

3Институт технической химии УрО РАН, Пермь, Россия

Исследовано влияние количества носителя на основе технической полимерной ткани 
с  закрепленными клетками родококков на  эффективность процесса биотрансформации 
β-ситостерола в буферном растворе. Установлено, что наиболее высокий уровень конвер-
сии исходного стерола в стигмаст-4-ент-3-он достигается при использовании 10 или 15 еди-
ниц носителя с клетками площадью 1 см2. Дополнительная инкубация иммобилизованных 
бактерий в присутствии глюкозы и β-ситостерола до этапа биотрансформации в буфере 
способствует повышению конверсии субстрата на  2-10%. Максимальная (50%) степень 
образования стигмаст-4-ен-3-она достигается при использовании культуры R. erythropolis 
ИЭГМ 487.

Ключевые слова: иммобилизация, β-ситостерол, родококки, стигмаст-4-ен-3-он.

Актуальность и  цель работы. Иммобили-
зация (фиксация) бактерий на  твердых по-
верхностях – один из эффективных способов 
повышения их каталитической активности. 
Иммобилизованные клетки по  сравнению 
с  незакрепленными обладают повышенной 
жизнеспособностью и  стабильностью в  экс-
тремальных условиях внешней среды, устойчи-
востью к высоким концентрациям токсичных 
органических соединений и растворителей [1]. 
В  отличие от  свободных клеток способность 
иммобилизованных бактерий к  биотранс-
формации β-ситостерола – ценного источника 
физиологически активных стероидных соеди-
нений исследована недостаточно. Ранее нами 
было показано [2], что свободные клетки ак-
тинобактерий рода Rhodococcus, растущие 
в  присутствии н-гексадекана, эффективно 
(50-95%) трансформируют β-ситостерол с об-
разованием стигмаст-4-ен-3-она, обладающе-
го гипогликемической и  вазодепрессивной 
активностью, а также перспективного для ле-
чения гиперплазии простаты. При использо-
вании иммобилизованных на технической по-
лимерной ткани клеток степень образования 

целевого продукта в  условиях богатой пита-
тельной среды составляет 64% [3].

Цель настоящего исследования  – подбор 
оптимальных условий биотрансформации 
β-си тостерола иммобилизованными клетками 
родококков в  условиях фосфатно-щелочного 
буфера.

Материалы и  методы. В  работе исполь-
зовали штаммы R. erythropolis ИЭГМ 766, 
ИЭГМ  487 и  Rhodococcus ruber ИЭГМ 233 
из  Региональной профилированной коллек-
ции алканотрофных микроорганизмов (офи-
циальный акроним ИЭГМ, номер во Всемир-
ной федерации коллекций культур 768, www.
iegm.ru/iegmcol).

Иммобилизованные клетки родококков 
получали с  использованием в  качестве носи-
теля технической полимерной ткани (ткань 
техническая из  нитей СВМ арт. 56313 ”Н” 
ТУ 17  ВНИИПХВ-350-88 ООО «Укрмате-
риалИнвест», Харьков, Украина). В  экспери-
менте использовали инкубационную среду 
Wilmańska состава (г/л): K2HPO4 × 3H2O – 1,0; 
(NH4)2HPO4 – 1,5; MgSO4 × 7H2О – 0,1; FeSO4 × 
7H2О  – 0,01; ZnSO4 × 7H2О  – 0,002; глюко-
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за – 5,0; дрожжевой экстракт – 10,0. Дополни-
тельно в  качестве индуктора вносили 0,2 г/л 
β-си тостерола в виде 10% раствора в изопро-
паноле. Через 2 сут родококки отделяли от ин-
кубационной среды центрифугированием при 
4000 об/мин в течение 10 мин и дважды про-
мывали фосфатно-щелочным буфером (здесь 
и далее: KH2PO4 /NaOH, pH 7). Затем к 50 мл 
приготовленной в этом же буфере клеточной 
суспензии (OD600 1,0) добавляли 5 фрагментов 
ткани площадью по  1  см2). Иммобилизацию 
проводили в  течение 5 сут на  орбитальной 
качалке (130 об/мин) при температуре 28°C. 
Носители с  клетками промывали фосфатно-
щелочным буфером в стерильных условиях.

Биотрансформацию β-ситостерола прово-
дили в буфере в течение 3 сут. Исходный сте-
рол добавляли в  концентрации 2  г/л в  виде 
10% раствора в  изопропаноле. В  отдельных 
экспериментах использовали иммобилизо-
ванные клетки, предварительно выдержанные 
в  течение 2 сут в  глюкозосодержащей среде 
Wilmańska с  добавлением 0,2 г/л β-ситосте-
рола. На  50 мл среды добавляли 10, 15 или 
20 фрагментов технической полимерной ткани 
(1 см2) с клетками. Биотрансформацию прово-
дили в течение 3 сут.

Продукты бактериального окисления β-си-
тостерола экстрагировали этилацетатом. Каче-
ственный и количественный состав продуктов 
биотрансформации определяли методом хро-
мато-масс-спектрометрии (Agilent 6890/5973N 
(кварцевая колонка HP-5MS SN US 15189741-1) 
«Agilent technology» (США). Эксперименты 
проводили в 3-кратной повторности. Статисти-
ческую обработку результатов осуществляли 
с использованием программы Excel 2003.

Результаты. Выбор фосфатно-щелочного 
буфера в  качестве среды обусловлен задачей 
оптимизировать процесс биотрансформации 
β-ситостерола иммобилизованными клетка-
ми родококков в  неростовых условиях, что 
позволит избежать обрастания носителя био-
массой [4], увеличить концентрацию исходно-
го субстрата и сократить продолжительность 
процесса [5].

По нашим данным, свободные нерастущие 
клетки родококков в  условиях фосфатно-
щелочного буфера способны окислять не более 

10% β-ситостерола. В результате исследования 
влияния количества иммобилизованного био-
катализатора на  процесс биотрансформации 
исходного стерола установлено, что наиболее 
эффективная (до 48,6%) степень образования 
стигмаст-4-ен-3-она достигается при исполь-
зовании 15 фрагментов ткани (общая пло-
щадь поверхности 15  см2) с  закрепленными 
бактериями на 50 мл среды. В данных услови-
ях максимальную активность проявил штамм 
R. erythropolis ИЭГМ 766.

Оптимизировать условия процесса био-
трансформации исходного стерола родокок-
ками позволила дополнительная инкубация 
иммобилизованных бактерий в  присутствии 
глюкозы и β-ситостерола в качестве индуктора 
целевой активности. Установлено, что макси-
мальная (50%) степень образования стигмаст-
4-ен-3-она достигается при использовании 
культуры R. erythropolis ИЭГМ 487. При этом 
повышение количества биокатализатора свы-
ше 10 единиц (фрагментов ткани с клетками) 
приводит к  снижению трансформирующей 
активности на 10–24%.

Таким образом, определены оптимальные 
условия соотношения количества носителя 
с иммобилизованными клетками и объема бу-
ферного раствора.

Исследования поддержаны грантами 
Президента РФ «Ведущие научные школы» 
(НШ-4607.2014.4), Российского фонда фун-
даментальных исследований и Министерства 
промышленности, инноваций и  науки Перм-
ского края (№ 14–04–96005-р_урал_а).
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β-SITOSTEROL BIOTRANSFORMATION BY IMMOBILIZED 

RHODOCOCCAL CELLS IN PHOSPHATE ALKALINE BUFFER

Bazhutin G. A.1, Nogovitsina E. M.2, Grishko V. V.3

1Perm State National Research University; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms, RAS; 3Institute of Technical Chemistry, RAS, Perm, Russia

Th e correlation between the amount of a technical polymer fabric-based carrier with immobilized 
rhodococcal cells and the effi  ciency of β-sitosterol biotransformation in a buff er solution was studied. 
Th e highest sterol transformation activity was achieved with 10 or 15 units of carrier (unit area, 1 cm2) 
with adsorbed rhodococci. Additional incubation of immobilized cells in the presence of glucose and 
β-sitosterol slightly (2–10%) increased the substrate conversion. Th e highest (50%) level of stigmast-4-en-
3-one formation was obtained using R. erythropolis IEGM 487.

Актуальность и  цель работы. Путем био-
конверсии 3-цианопиридина и никотинамида 
может быть получена никотиновая кислота, 
которая является витамином, предшествен-
ником фармацевтических препаратов и  раз-
личных химических соединений. Витамины 
группы PP (никотинамид и никотиновая кис-
лота) – необходимый элемент питания и ши-
роко распространенное лекарственное сред-
ство. Изоникотиновая кислота представляет 
собой промежуточный продукт синтеза про-
тивотуберкулезных препаратов группы ги-
дразида изоникотиновой кислоты (изониазид, 
фтивазид, метазид и др.), антидепрессантов – 

ингибиторов моноаминооксидазы, хинукли-
диновых лекарственных средств (фенкарол, 
оксилидин, ацеклидин); пиколиновая кислота 
является предшественником промежуточного 
продукта синтеза димеколина – 6-метилпико-
линовой кислоты [1].

Представляет интерес получение этих пи-
ридинкарбоновых кислот биотехнологическим 
путем с помощью нитрилгидролизующих бак-
терий. Так, пиридинкарбоновые кислоты могут 
быть получены как одностадийным гидроли-
зом цианопиридинов нитрилазой микроорга-
низмов, так и  двустадийной трансформацией 
нитрилгидратазой до  амидов с  последующим 

АМИДАЗОСОДЕРЖАЩИЙ ШТАММ 

ALCALIGENES FAECALISALCALIGENES FAECALIS 2 ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 

ПИРИДИНКАРБОНОВЫХ КИСЛОТ

 Васильев Д. М.1,2

1ФГБУН Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 
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университет, Пермь, Россия

Alcaligenes faecalis 2, изолированный из активного ила биологических очистных соору-
жений, проявляет амидазную активность по  отношению к  амидам пиридинкарбоновых 
кислот при росте на ацетамиде (1 г/л) как единственном источнике углерода и азота, и мо-
жет быть использован в  качестве биокатализатора для получения пиридинкарбоновых 
кислот. Максимум амидазной активности по  отношению к  никотинамиду проявляется 
на третьи сутки культивирования. При проведении трехчасовой конверсии 100 мМ рас-
твора никотинамида трехсуточной культурой A. faecalis 2 был получен раствор с содержа-
нием никотиновой кислоты 0,77 мг/мл.

Ключевые слова: амидазная активность, никотиновая кислота, 3-цианопиридин, акри-
ламид, нитрилгидролизующие бактерии.
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гидролизом амидазой. Двустадийный гидро-
лиз может осуществляться смешанной бакте-
риальной культурой, штаммы которой обла-
дают либо высокой нитрилгидратазной, либо 
выраженной амидазной активностью. Из-
вестны высокопродуктивные бактериальные 
штаммы, обладающие нитрилгидратазной 
активностью (Rhodococcus rhodochrous J1 [2], 
R. rhodochrous M8 [3]), и используемые в био-
технологической промышленности. В  то  же 
время, практически нет сведений о получении 
штаммов микроорганизмов, стабильно про-
являющих амидазную активность. Поэтому 
поиск и селекция таких штаммов остается ак-
туальной, а  изучение особенностей их роста 
с целью получения высокоактивного биоката-
лизатора имеет практический интерес.

Цель работы: изучение зависимости про-
явления амидазной активности Alcaligenes fa-
ecalis 2 от времени культивирования.

Материалы и методы. Объектом исследова-
ния явился штамм Alcaligenes faecalis 2, облада-
ющий амидазной активностью по отношению 
к  ароматическим амидам, изолированный 
нами ранее из  активного ила биологических 
очистных сооружений г. Перми.

Суспензию A. faecalis 2 выращивали в кол-
бах объемом 1л в 600 мл среды N с добавлени-
ем ацетамида в концентрации 1 г/л в качестве 
единственного источника углерода и  азота. 
Суспензию культивировали в течение 4 суток, 
посуточно отбирая пробы для определения 
активности ферментов метаболизма нитрилов 
и оптической плотности суспензии.

Для определения активности ферментов 
проводили трансформацию 3-цианопириди-
на, никотинамида, акрилонитрила и акрила-
мида. Трансформацию проводили в  10 мМ 
калий натрий фосфатного буфера, pH 7.2, при 
начальной концентрации субстратов 100 мМ, 
при 30ºС в  течение 180 мин и  останавли-
вали замораживанием. Продукты реакции 
анализировали методами газовой хромато-
графии и  ВЭЖХ. Удельную активность фер-
мента определяли как количество продукта 
реакции в  мкмоль, образуемое за  1 минуту 
биомассой бактерий, соответствующей 1  мг 
сухого веса. Рост культур бактерий оценива-
ли по изменению оптической плотности су-
спензии клеток при λ=540 нм. Соответствие 
единицы оптической плотности весу сухих 
клеток определяли взвешиванием на анали-
тических весах предварительно высушенной 

биомассы из 1 мл суспензии известной опти-
ческой плотности.

Результаты. Изучены особенности роста 
A. faecalis 2 и проявления его каталитической 
активности в  зависимости от  времени куль-
тивирования. Определено, что масса клеток 
равномерно нарастала к  четвертым суткам 
культивирования и  составила 1 ± 0,07  мг/ мл. 
Амидазная активность по отношению к акри-
ламиду достигла своего пика ко  вторым 
суткам роста суспензии и  составила 0,15 ± 
0,006  мкм/ мг/мин. При проведении конвер-
сии акриламида максимальная концентрация 
акриловой кислоты была получена при транс-
формации клетками двухсуточной суспензии 
и  составила 5,51 ± 0,5  мг/мл. При трансфор-
мации акрилонитрила на  протяжении всего 
периода роста суспензии наблюдалось посте-
пенное снижение концентрации субстрата без 
заметного увеличения продуктов реакции.

Амидазная активность клеток по  отноше-
нию к никотинамиду нарастала, начиная с пер-
вых суток роста, от  0,002 ± 0,0002 до  0,024 ± 
0.004 мкм/мг/мин к третьим суткам. При про-
ведении конверсии никотинамида клетками 
трехсуточной суспензии в течение трех часов 
был получен раствор с содержанием никоти-
новой кислоты 0,77 ± 0,05  мг/мл. Концентра-
ция никотиновой кислоты при проведении 
конверсии клетками одно-, двух- и  четырех 
суточной суспензии за то же время составила 
0,50 ± 0,20, 0,70 ± 0,08 и  0,54 ± 0,04  мг/мл соот-
ветственно. Нитрилгидролизующей активно-
сти в  реакции трансформации 3-цианопири-
дина обнаружено не было.

Таким образом, для получения активного 
биокатализатора трансформации амидов до со-
ответствующих пиридинкарбоновых кислот, 
суспензия штамма A. faecalis 2 была выращена 
на среде с ацетамидом (1 г/л) в качестве един-
ственного источника углерода и азота, причем 
оптимальная продолжительность культивиро-
вания составляла трое суток.

Работа поддержана программой УМНИК 
(2013 г, Пермь).
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Актуальность и цель работы. На сегодняш-
ний день оптимизация химических произ-
водств является актуальной задачей, большое 
внимание уделяется разработке и  внедрению 
биотехнологических методов синтеза хими-
ческих соединений. Привлекательность био-
каталитических технологий заключается 
в  способности ферментов трансформировать 
органические вещества в более мягких по срав-
нению с  химическими процессами условиях 
(невысокие температура и  давление) [1]. Так 
как около 60% стоимости биотехнологическо-
го продукта приходится на компоненты среды, 
а субстрат влияет на скорость роста микроор-

ганизмов, выход биомассы и синтез ферментов, 
оптимизация среды культивирования является 
первоочередной задачей [2].

Цель работы – оптимизировать среды куль-
тивирования штаммов нитрилутилизирующих 
бактерий, выделенных из активного ила биоло-
гических очистных сооружений г. Перми.

Материалы и методы. Объектом исследова-
ния явились штаммы Acinetobacter guillouiae 11h 
и  Pseudomonas putida il, изолированные нами 
ранее из  активного ила биологических очист-
ных сооружений г. Перми.

Суспензию A. guillouiae 11h и P. putida il вы-
ращивали в лунках 96-луночного полистиро-

ОПТИМИЗАЦИЯ СРЕД КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

НИТРИЛУТИЛИЗИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ

 Васильев Д. М.1,2,  Оленева М. А.2,  Максимова Ю. Г.1,2
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Оптимизированная среда роста для штаммов нитрилгидролизующих бактерий Acine-
tobacter guillouiae 11h и  Pseudomonas putida il представляет собой минеральную солевую 
основу с ацетамидом в концентрации 1 г/л в качестве единственного источника углерода 
и азота. Максимум активности клеток A. guillouiae 11h при трансформации акриламида, 
никотинамида и 3-цианопиридина составил 13,55, 1,12 и 1,6 мкмоль/мг/мин и наблюдал-
ся на третьи, вторые и первые сутки соответственно. Активность амидазы клеток P. puti-
da il составила 0,11 и мкмоль/мг/мин при конверсии акриламида. Максимум активности 
по  3-цианопиридину наблюдали в  первые, а  по  акриламиду  – на  четвертые сутки роста 
суспензии.

Ключевые слова: оптимизация, питательные среды, активность фермента, нитрилути-
лизирующие бактерии.

STRAIN ALCALIGENES FAECALISALCALIGENES FAECALIS 2 CONTAINING AMIDASE 

FOR OBTAINING PYRIDINECARBOXYLIC ACIDS

Vasil’ev D.M.1,2
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Strain Alcaligenes faecalis 2, isolated from an activated sludge from biological treatment plants, exhibits 
amidase activity towards amides of pyridinecarboxylic acids with growth on acetamide (1 g/L) as the sole 
source of carbon and nitrogen, and can be used as a biocatalyst for pyridinecarboxylic acids. Maximum 
amidase activity in relation to nicotinamide is shown on the third day of cultivation. During the three-
hour conversion of 100 mM nicotinamide using three-day culture A. faecalis 2 a solution containing nico-
tinic acid 0.77 mg / ml was obtained.
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лового планшета в 150 мкл среды N с добавле-
нием источников углерода и азота в различных 
сочетаниях и  концентрациях (г/л): ацета-
мид (1); ацетамид (1) + хлорид аммония (5,3); 
ацетонитрил (1); ацетонитрил (1) + хлорид ам-
мония (5,3); ацетат натрия (10) + хлорид аммо-
ния (5,3); глюкоза (1) + хлорид аммония (5,3); 
лактоза (1) + хлорид аммония (5,3). Для вы-
ращивания A.  guillouiae 11h дополнительно 
использовали среды: ацетамид (1) + ацетат 
натрия (10); ацетонитрил (1) + ацетат натрия 
(10); мальтоза (1) + хлорид аммония (5,3). Для 
P. putida il дополнительно использовали среду 
сахароза (1) + хлорид аммония (5,3).

Рост суспензии оценивали по  изменению 
оптической плотности, измеренной при 540 нм 
на планшетном ридере Tecan infi nite M200 pro 
(Швейцария). Параметры роста вычисля-
ли следующим образом: удельная скорость 
роста, μ = dx/dt*1/x, где μ – прирост биомас-
сы в единицу времени на единицу биомассы, 
x – начальная биомасса (мг/мл), t – время (ч); 
урожай культуры – максимальное количество 
клеток (мг/мл); экономический коэффициент, 
У  = (X/C) *100%, где X  – количество образо-
вавшейся биомассы (мг/мл), С  – количество 
потребленного субстрата (мг/мл).

Для определения зависимости активности 
ферментов метаболизма нитрилов от  срока 
культивирования суспензии проводили по-
суточный отбор проб с  последующей транс-
формацией алифатических и  ароматических 
нитрилов и  амидов. Трансформацию прово-
дили в 10мл калий натрий фосфатного буфера, 
pH 7.2, при начальной концентрации субстра-
тов 100 мМ, при 30ºС в течение 60 мин и оста-
навливали замораживанием. Продукты реакции 
анализировали методами газовой хроматогра-
фии и ВЭЖХ. Удельную активность фермента 
определяли как количество продукта реакции 
в мкмоль, образуемое за 1 минуту биомассой 
бактерий, соответствующей 1 мг сухого веса.

Результаты. Оптимизированы питательные 
среды для культивирования A.  guillouiae  11h 
и  P.  putida il. Наибольший урожай клеток 
A.  guillouiae 11h получили при выращивании 
на среде с ацетамидом в концентрации 1 г/л. 
При использовании ацетамида в  качестве 
единственного источника азота и  углерода, 
либо при его использовании в  качестве ис-
точника только углерода с  дополнительным 
источником азота – хлористым аммонием или 
как единственным источником азота, но с до-

полнительным источником углерода – ацета-
том натрия, урожай клеток составляет 0,52, 
0,49 и 0,60 мг/мл сухих клеток соответствен-
но. При замене ацетамида на ацетонитрил был 
получен урожай, равный 0,1, 0,17 и 0,32 мг су-
хих клеток /мл. Урожай бактериальной мас-
сы при использовании сахаров был одинаков 
и составил 0,16 мг/мл. При добавлении ацета-
та натрия в  сочетании с  хлористым аммони-
ем урожай составил 0,23 мг/мл сухих клеток. 
Наибольший экономический коэффициент 
был отмечен при выращивании на среде с ис-
пользованием ацетонитрила и хлористого ам-
мония и достигал 17,36%. Данный показатель 
при выращивании культуры на  средах с  са-
харами составил 16%, на  остальных средах  – 
от 3,7 до 9,8%.

Наибольший урожай клеток P. putida il, 
равный 0,46  мг/мл, получили на  среде с  аце-
тамидом и  хлористым аммонием. На  сре-
дах с сахарозой и глюкозой урожай составил 
0,08 мг/ мл. Самый низкий урожай был полу-
чен при использовании ацетонитрила в каче-
стве единственного источника углерода и азо-
та  – 0,03  мг/мл. Добавление к  ацетонитрилу 
хлористого аммония повышло этот показа-
тель до 0,08 мг/мл, тогда как добавление хло-
ристого аммония к ацетамиду понижало уро-
жай с  0,46  мг/мл до  0,09  мг/мл. Наибольший 
экономический коэффициент был получен 
при выращивании культуры на среде с глюко-
зой и хлористым аммонием – 11,17%. На среде 
с добавлением ацетамида и хлористого аммо-
ния, а также на среде с ацетонитрилом в каче-
стве единственного источника углерода и азо-
та экономический коэффициент составил 1,48 
и 3,05% соответственно, а при росте на осталь-
ных средах – от 0,08 до 0,09%.

Способность к  трансформации нитрилов 
и амидов у A. guillouiae 11h наблюдалась только 
при росте на ацетамиде. Активность по акри-
ламиду, никотинамиду и  3-цианопириди-
ну составила 13,55, 1,12 и  1,6  мкмоль/ мг/ мин 
соответственно, с  максимумом на  третьи, 
вторые и  первые сутки соответственно. При 
культивировании P. putida il на  среде с  ацета-
мидом в  качестве единственного источника 
углерода и  энергии активность по  акрила-
миду нарастала равномерно и  к  четвертым 
суткам роста составила 0,11 мкмоль/мг/мин, 
а  пик активности по  3-цианопиридину на-
блюдали в  первые сутки роста суспензии. 
3-ци ано пиридин практически полностью 
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OPTIMIZATION OF CULTURE MEDIUM 

OF NITRILE-UTILIZING BACTERIA

Vasil’ev D.M.1,2, Oleneva M. A.2, Maksimova Yu.G.1,2

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS; 2Perm State 
National Research University, Perm, Russia

Th e optimized growth medium for nitrile-utilizing bacteria Acinetobacter guillouiae 11h and Pseudo-
monas putida il is a mineral salt base with acetamide in concentration of 1 g/L as the sole source of carbon 
and nitrogen. Maximum activity of A. guillouiae 11h cells in the transformation of acrylamide, nicotin-
amide and 3-cyanopyridine was 13.55, 1.12 and 1.6 μmol/mg /min and was observed on the third, second 
and fi rst day, respectively. Amydase activity of P. putida il cells under conversion of acrylamide was 0.11 
μmol/mg /min. Maximum activity under 3-cyanopyridine conversion was observed on the fi rst day of 
growth and acrylamide – on the fourth day.

трансформировался в 98 мМ раствор никоти-
намида. Равномерное снижение концентрации 
акрилонитрила не сопровождалось образова-
нием акриловой кислоты.

Таким образом, оптимальным источником 
углерода для накопления максимальной био-
массы и  проявления нитрил- и  амидгидро-
лизующей активности изученных штаммов 
являлся ацетамид, хотя экономический коэф-

фициент при использовании этого субстрата 
оставался невысоким.

Работа выполнена в  рамках государствен-
ного задания № 6.2635.2014/K.
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Актуальность и  цель работы. Для поиска 
биокатализаторов стереоселективного гидро-
лиза органических веществ необходим скри-
нинг бактерий, способных трансформировать 
рацемические субстраты в продукт с высокой 
энантиомерной чистотой. При этом наличие 

стереоселективной активности продуцента 
определяется в  ходе хроматографического 
анализа [1]. Методы хроматографии незаме-
нимы, когда необходимо строго идентифици-
ровать искомое вещество, однако они имеют 
ряд существенных недостатков. К ним следует 

ЭКСПРЕСС-МЕТОД 

ОПРЕДЕЛЕНИЯ СТЕРЕОСЕЛЕКТИВНОСТИ

БАКТЕРИАЛЬНЫХ АМИДАЗ

 Горбунова А. Н.1,2,  Максимова Ю. Г.1,2,  Максимов А. Ю.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 2Пермский 
государственный национальный исследовательский университет, 

Пермь, Россия

Предложен экспресс-метод определения стереоселективности бактериальных амидаз, 
основанный на реакции трансформации рацемического лактамида с последующим энзи-
матическим определением соотношения D- и L-изомеров молочной кислоты. Метод адап-
тирован к измерениям в 96-луночных планшетах и позволяет проводить быстрый скри-
нинг микроорганизмов, обладающих амидазной активностью, с целью поиска штаммов, 
амидазы которых проявляют наибольшую стереоселективность.

Ключевые слова: ускоренный скрининг, стереоселективные амидазы, биокатализатор.
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отнести трудоемкость, сложность, длитель-
ность анализа, а  также необходимость ис-
пользования дорогостоящего оборудования 
и  привлечения высококвалифицированно-
го персонала [2, 3]. Поэтому создание нового 
подхода к  определению стереоселективности 
ферментов выделяемых штаммов является 
востребованной и актуальной задачей.

Амидазы (ациламидамидогидролазы, КФ 
3.5.1.4) – ферменты, которые катализируют ги-
дролиз амидов с образованием соответствую-
щих карбоновых кислот и аммония [4]. Основ-
ным источником данных ферментов являются 
клетки бактерий. Биокатализаторы на  основе 
бактериальных клеток с  высокой амидазной 
активностью могут быть использованы при по-
лучении различных карбоновых кислот (в том 
числе, аммонийных солей акриловой и  нико-
тиновой кислот) и нестероидных противовос-
палительных препаратов, а  изолированные 
стереоселективные амидазы – для синтеза ряда 
коммерчески значимых продуктов в  оптиче-
ски чистой форме, например, стереоизомеров 
аминокислот и их производных [5].

Цель работы – разработка экспресс-метода 
определения стереоселективности бактери-
альных амидаз.

Материалы и  методы. Объектом иссле-
дования являлись штаммы бактерий, обла-
дающие амидазной активностью, выделенные 
в лаборатории молекулярной микробиологии 
и биотехнологии ИЭГМ УрО РАН из образцов 
ан тропогенно-загрязненной почвы.

Штаммы бактерий, перспективные для 
стереоселективной биотрансформации, вы-
деляли методом прямого высева на  чашки 
Петри с агаризованной минеральной средой 
N, содержащей селективный субстрат – лак-
тамид в  концентрации 10 мМ. Предвари-
тельную идентификацию штаммов, прояв-
ляющих амидазную активность, проводили 
путем ПЦР-анализа с  праймерами к  генам 
16S рРНК, сконструированными на  основе 
последовательностей, представленных в базе 
данных GenBank и синтезированными ООО 
«Евроген», г. Москва. Амидазную актив-
ность бактериальной суспензии и  фермент-
ного препарата предварительно оценивали 
спектрофотометрически (Ultraspec 3000) 
по  возрастанию оптической плотности ре-
акционной среды при проведении минутной 
реакции с акриламидом в качестве субстрата 
при λ=230 нм.

Результаты. Разработанный метод осно-
ван на  проведении реакции трансформации 
0.05 М раствора рацемического лактамида су-
спензией клеток тестируемых бактериальных 
штаммов, обладающих амидазной активно-
стью. Реакцию проводили в  течение 1 ч при 
22ºС, реакционную смесь отделяли от  био-
катализатора центрифугированием в  тече-
ние 10 мин при 13000 g и анализировали при 
использовании набора реактивов для энзи-
матического определения D- и  L-молочной 
кислоты (“R-Biopharm”, Германия). Энзимати-
ческий метод заключается в окислении энан-
тиомеров молочной кислоты до пирувата при 
функционировании стереоспецифических фер-
ментов – D- и L-лактат дегидрогеназы, сопрово-
ждающимся образованием НАДФ+, стехиоме-
трическим количеству изомеров. Увеличение 
НАДФ+ определяли спектрофотометрически 
при 340 нм.

Методика энзиматического определения 
изомеров молочной кислоты была адаптиро-
вана для проведения анализа в  микрообъе-
мах на планшетном ридере Tecan infi nite M200 
pro (“Tecan”) с использованием 96-луночных 
иммунологических планшетов, что позволя-
ет одновременно протестировать большое 
количество проб с минимальными затратами 
реактивов. Стереоселективность амидаз ис-
следуемых штаммов оценивали по  энантио-
мерному избытку реакции, рассчитанному 
по формуле: ee = ([X] – [Y]) / ([X] + [Y]) x 100%, 
где X и Y – доли энантиомеров.

С использованием разработанного экс-
пресс-метода провели ускоренный скрининг 
75 штаммов амидгидролизующих бактерий. 
Было показано, что 45 штаммов гидроли-
зовали лактамид без стереоселективности, 
20 гидролизовали D-изомер лактамида и 10 – 
L-изо мер. Как наиболее перспективные для 
стереоселективной трансформации амидов 
были выбраны две культуры: Rhodococcus 
rhodochrous 4-1 и Arthrobacter sp. 6-1, гидро-
лизующие D-, L-лактамид с  образованием 
D-мо лочной кислоты с максимальным энан-
тиомерным избытком 44±3.5 и  43±2.8% со-
ответственно, и  проявляющие активность 
5.8±0.43 и  1.6±0.12  мкмоль/мг/мин соответ-
ственно.

Таким образом, для выявления штаммов 
бактерий, обладающих стереоселективными 
амидазами, был разработан экспресс-метод 
тестирования, основанный на реакции транс-
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формации рацемического лактамида и приме-
нении энзиматического метода определения 
D- и  L-молочной кислоты, адаптированного 
к измерениям в 96-луночном планшете. Дан-
ный метод позволяет ускорить процесс отбора 
перспективных для биотехнологии штаммов, 
которые в  дальнейшем могут быть исполь-
зованы для биокаталитической трансформа-
ции амидов в органические кислоты высокой 
оптической чистоты.

Работа выполнена в  рамках государствен-
ного задания № 6.2635.2014/K.
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THE EXPRESS METHOD FOR DETERMINATION 

OF THE STEREOSELECTIVITY OF BACTERIAL AMIDASES

Gorbunova A. N.1,2, Maksimova Yu.G.1,2, Maksimov A. Y.1,2

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, RAS;
2Perm State National Research University, Perm, Russia

Th e express method for determination of the stereoselectivity of bacterial amidases was off ered. It is 
based on the reaction of transformation of racemic lactamide and followed by enzymatic determination 
of concentrations of D- and L-isomers of lactic acid. A method is adapted to measuring in small 96-well 
plates and allows conducting a rapid screening of amidase producing bacteria for receiving the stereose-
lective biocatalysts.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФАГОВЫХ АНТИТЕЛ 

ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ МИКРОБНЫХ КЛЕТОК МЕТОДОМ 

ЭЛЕКТРОАКУСТИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

 Гулий О. И.1,2,3,  Зайцев Б. Д.4,  Шихабудинов А. М.4, 
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радиотехники и электроники РАН; 5Саратовский государственный университет 
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Получены фаговые антитела к бактериальным клеткам штамма Azospirillum brasilense 
Sp245 и продемонстрирована возможность их применения для детекции микробных кле-
ток с помощью пьезоэлектрического резонатора с поперечным электрическим полем. Най-
ден предел возможного определения концентрации микробных клеток, который составля-
ет 103 кл/мл. Показано, что детекция клеток A. brasilense Sp245 с помощью фаговых антител 
возможна в присутствии посторонних культур. Полученные результаты демонстрируют 
возможность разработки биологического датчика для количественной детекции микроб-
ных клеток.

Ключевые слова: Azospirillum brasilense Sp245, фаговые антитела, пьезоэлектрический 
резонатор с поперечным электрическим полем, детекция.
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Актуальность и  цель работы. Взаимодей-
ствие антиген-антитело широко применяет-
ся в сенсорных системах для детектирования 
различных видов микроорганизмов [1]. Тра-
диционно биологическими компонентами, 
используемыми для определения клеток, яв-
ляются поликлональные и  моноклональные 
антитела (АТ), которые широко применяются 
в производстве диагностических тест-систем. 
В  последнее время для решения подобных 
задач в  молекулярной биологии стали ис-
пользоваться генно-инженерные технологии 
клонирования узнающих фрагментов – гипер-
вариабельных участков иммуноглобулинов, 
которые являются более дешевыми и  могут 
конкурировать по селективности с гибридом-
ными технологиям. К такому методу относит-
ся технология фагового дисплея, созданная 
Джорджем Смитом [2]. Впервые возможность 
получения одноцепочечных последователь-
ностей, составленных из вариабельных доме-
нов АТ, в составе гибридного белка оболочки 
фага, была продемонстрирована Мак Каффер-
ти с соавт. [3].

Методы электрофизического анализа нахо-
дят широкое применение для решения вопро-
сов детекции микробных клеток. В частности, 
акустические методы анализа привлекают все 
большее внимание исследователей для анали-
за биологических взаимодействий, поскольку 
характеризуются большой чувствительно-
стью и быстротой анализа. Интерес вызывают 
пьезоэлектрические резонаторы с  попереч-
ным электрическим полем, которые в отличие 
от традиционных резонаторов с продольным 
полем более чувствительны к  контактирую-
щей жидкости, поскольку реагируют на  из-
менение, как ее вязкости, так и проводимости. 
Целью работы являлось получение фаговых 
АТ к клеткам модельного штамма A. brasilense 
Sp245 и исследование возможности их детек-
ции с помощью пьезоэлектрического резона-
тора с поперечным электрическим полем.

Методы исследования. В  работе исполь-
зовали бактериальные клетки Azospirillum 
brasilense Sp245, Escherichia coli штаммов XL-1 
и BL-Ril, полученные из коллекции микроор-
ганизмов ИБФРМ РАН. Изучение изменения 
физических параметров суспензии клеток про-
водилось по методу, описанному в работе [4]. 
Аффинная селекция миниантител из фаговой 
библиотеки проводилась по  методике, пред-
ставленной в работе [5]. Частотные зависимо-

сти реальной и мнимой частей электрическо-
го импеданса резонатора, контактирующего 
с  исследуемой суспензией, которые приведе-
ны на рисунках, строились по средним значе-
ниям, полученным в  результате проведения 
5 независимых идентичных экспериментов. 
Для статистической обработки использовали 
Microsoft  Excel 2000.

Результаты. Для анализа биологических 
взаимодействий широко используются аку-
стические методы, принцип действия которых 
основан на  регистрации биоспецифических 
реакций в жидкой суспензии, контактирующей 
с поверхностью пьезоэлектрика. При взаимо-
действии бактериальных клеток и  специфи-
ческих АТ происходит изменение вязкоупру-
гих и  электрических свойств жидкости. При 
контакте этой суспензии со  свободной по-
верхностью пьезоэлектрического резонато-
ра с  поперечным полем эти изменения при-
водят, как к сдвигу его резонансной частоты, 
так и  к  изменению частотных зависимостей 
электрического импеданса. Последний пара-
метр является наиболее чувствительным для 
детекции бактериальных клеток в суспензии, 
и  именно он использовался при проведении 
исследований. В экспериментах использовал-
ся биологический датчик на основе резонатора 
с поперечным возбуждающим электрическим 
полем, разработанный в СФИРЭ им. В. А. Ко-
тельникова (г. Саратов), эксперименты прово-
дились совместно с сотрудниками данного ин-
ститута в лаборатории физической акустики. 
Исследовалась возможность детекции бакте-
риальных клеток A. brasilense Sp245 непосред-
ственно в жидкой фазе при их взаимодействии 
со специфическими фаговыми АТ.

Вначале были получены фаговые антитела 
к  бактериальным клеткам A.  brasilense Sp245. 
Чувствительность полученных фаговых АТ 
определяли методом дот-анализа. Титр АТ, 
определенный методом ИФА, составил 1: 8000. 
Затем проводились исследования с  помощью 
указанного выше акустического биологиче-
ского датчика. Информационным сигналом 
датчика служили частотные зависимости ре-
альной и  мнимой частей электрического им-
педанса, которые измерялись с  помощью из-
мерителя S-параметров в частотном диапазоне 
6-7 МГц. Анализируемая суспензия контакти-
ровала со  свободной от  электрических элек-
тродов стороной резонатора. Регистрирова-
ли изменения указанных выше зависимостей 
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при взаимодействии клеток A. brasilense Sp245 
в  суспензии с  разным количеством фаговых 
АТ. Установлено, что частотные зависимости 
реальной и  мнимой частей электрического 
импеданса резонатора, нагруженного суспен-
зией клеток A. brasilense Sp245 с фаговыми АТ, 
значительно отличаются от зависимостей ре-
зонатора с контрольной суспензией клеток без 
АТ. Найден предел возможного определения 
концентрации микробных клеток, который 
составляет 103 кл/мл. Для контроля специфич-
ности взаимодействия фаговых АТ проводи-
лась электронно-микроскопическая иденти-
фикация взаимодействия клеток A.  brasilense 
Sp245 с используемыми АТ, меченными колло-
идным золотом. Анализ электронной микро-
фотографии показал, что АТ с  коллоидным 
золотом взаимодействуют с клетками азоспи-
риллы, скопление маркера происходит по всей 
поверхности клетки. Установлено, что в при-
сутствии посторонних культур E.  coli штам-

мов XL-1 и  BL-Ril, также возможна детекция 
клеток A. brasilense Sp245.

Представленные результаты показывают 
перспективность анализа микробных суспен-
зий с  помощью пьезоэлектрического резо-
натора с  поперечным электрическим полем, 
и  демонстрируют возможность разработки 
биологического датчика для количественной 
детекции микробных клеток.
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Th e phage mini-antibodies to bacterial cells of strain Azospirillum brasilense Sp245 were obtained and 
their possibility for detection of microbial cells by means of a lateral fi eld excited piezoelectric resonator 
was studied. We have shown that the concentration limit of a possible determination of the microbial 
cells in their interaction with the mini-antibodies is equal to 103 cells/ml. It has been also found that the 
detection of cells of A. brasilense Sp245 using the mini-antibodies is possible even in the presence of other 
cultures. Our results show the possibility of developing a biological sensor for the quantitative detection 
of microbial cells.
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Актуальность и цель работы. В асимметри-
ческом синтезе и при получении биологически 
активных соединений в качестве строительных 
блоков и  стереонаправляющих групп активно 
используются оптически чистые сульфокси-
ды  [1, 2]. При получении оптически активных 
сульфоксидов из  прохиральных сульфидов 
с  помощью биокаталитических методов син-
теза все чаще используются представители 
технологически перспективной группы акти-
нобактерий. При этом единичные публикации, 
касающиеся стереселективного окисления суль-
фидов актинобактериями, описывают биоката-
литические свойства конкретного штамма, за-
частую не идентифицированного до вида [3, 4]. 
На основании имеющихся сведений невозмож-
но обоснованно определить, какие из аспектов 
окисления прохиральных сульфидов носят 
штаммоспецифичный характер, а  какие рас-
пространяются на вид в целом.

Цель работы  – сравнительное исследова-
ние способности коллекционных штаммов ак-
тинобактерий к окислительной биотрансфор-
мации арилалкилсульфидов.

Материалы и  методы. Рабочая коллек-
ция включала 123 штамма, принадлежащие 
к Dietzia maris (10), Gordonia rubripertincta (11), 
G. terrae  (6), Rhodococcus erythropolis (21), R. fa-
scians   (13), ‘R. longus’ (7), R. opacus (9), R. rho-
dochrous (15) и R. ruber (31) и поддерживаемые 
в  Региональной профилированной коллекции 
алканотрофных микроорганизмов (акроним 
ИЭГМ, номер во  Всемирной федерации кол-
лекций культур #768, www.iegm.ru/iegmcol).

В качестве модельного сульфида исполь-
зовали фенилметильный сульфид (ФМС) 
(Sigma-Aldrich, 99%,). Культуры выращива-
ли в пластиковых пробирках объемом 50 мл, 
в которые вносили 20 мл минеральной среды 
следующего состава г/л: KNO3 – 1,0; K2HPO4 – 
1,0; KH2PO4 – 1,0; NaCl – 1,0; MgSO4·7H2O – 0,2; 
CaCl2·2H2O – 0,02; FeCl3 – 0,001; с добавлением 
0,1% дрожжевого экстракта, 0,1 об.% раствор-
ка микроэлементов по  Постгейту, 0,1 об.% 
н-гек садекана. Культивирование проводили 
на орбитальной качалке Certomat IS (Sartorius, 
Германия) (160 об/мин, 28°С). В  качестве по-
севного материала использовали клетки акти-

СУЛЬФИДОКИСЛЯЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ 

КОЛЛЕКЦИОННЫХ ШТАММОВ 

НОКАРДИОПОДОБНЫХ АКТИНОБАКТЕРИЙ

 Елькин А. А.1,  Кылосова Т. И.2,  Гришко В. В.3

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 2Пермский
государственный национальный исследовательский; 3Институт технической 

химии УрО РАН, Пермь, Россия

Изучена способность к биотрансформации фенилметилового сульфида коллекционны-
ми штаммами актинобактерий, принадлежащих к родам Dietzia, Gordonia и Rhodococcus. 
Выявлено, что ни  один из  десяти исследованных штаммов D.  maris не  способен к  окис-
лению фенилметилового сульфида в условиях поставленных экспериментов. При иссле-
довании коллекционных штаммов G.  rubripertincta (11), G.  terrae (6), R.  erythropolis  (21), 
R.  fascians  (13) и  ‘R.  longus’ (7) показана их способность к  окислению фенилметилово-
го сульфида с  образованием (R)-фенилметилового сульфоксида. Штаммы R.  opacus (9) 
и  R.  rhodochrous (15) окисляют модельный сульфид с  образование (S)-фенилметилового 
сульфоксида. В то время как представители R. ruber (31) способны к окислению фенил-
метилового сульфида с образованием соответствующих (R)- и (S)-сульфоксидов. Сделано 
предположение о том, что интенсивность окисления фенилметилового сульфида, образо-
вание фенилметилового сульфоксида и сульфона актинобактериями, по-видимому, носит 
штаммоспецифичный характер.

Ключевые слова: актинобактерии, биокатализ, тиоанизол, (R)- и (S)-фенилметиловые 
сульфоксиды.
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нобактерий (5,0±0,7х106 клеток/мл), выращен-
ные на  мясопептонном агаре и  отобранные 
в экспоненциальной фазе роста. ФМС (0,5 г/л) 
в питательную среду добавляли в виде раство-
ра в  изопропаноле (1:10 v/v) через 2 сут по-
сле начала инкубации бактериальных клеток. 
Продолжительность процесса биотрансфор-
мации ФМС составляла 5 сут.

Продукты биотрансформации ФМС экстра-
гировали с помощью этилацетата. Образование 
продуктов биотрансформации контролирова-
ли методом ТСХ при сравнении с  эталонны-
ми образцами ФМС, фенилметилового суль-
фоксида (ФМСО) и  сульфона. Качественный 
и  количественный анализ продуктов био-
трансформации осуществляли методом хро-
мато-масс-спектрометрии с помощью газового 
хроматографа 6890N (Agilent, США). Оптиче-
ское вращение [αD] (S)-ФМСО в  хлороформе, 
полученного с  использованием клеток R.  rho-
dochrous ИЭГМ 66, измеряли на  поляриметре 
модели 341 (Perkin-Elmer, США) при длине вол-
ны 589 нм. Конфигурацию асимметрического 
центра ФМСО подтверждали путем сравнения 
экспериментальных значений [αD] с литератур-
ными данными [5]. Определение времени удер-
жания (R)- и (S)-сульфоксидов (13,9 и 15,1 мин 
соответственно) осуществляли методом хи-
ральной ВЭЖХ с  помощью хроматографа LC 
Prominence (Shimadzu, Япония), оборудованно-
го хиральной колонкой (Knauer, Германия).

Результаты. В  результате исследования 
биотрансформирующей активности коллек-
ционных штаммов Gordonia, Dietzia и Rhodococ-
cus в отношении ФМС установлено, что в при-
сутствии н-гексадекана представители вида 
D. maris не способны к окислению сульфидов. 
При этом не  выявлены какие-либо родовые 
или видоспецифичные признаки в  проявле-
нии сульфидокисляющей активности гордо-
ниями или родококками: уровень образова-
ния ФМСО или продукта его более глубокого 
окисления – сульфона не зависел от система-
тической принадлежности штамма.

При исследовании стереоселективных осо-
бенностей процесса окисления ФМС выявлены 
определенные закономерности. Так, предста-
вители G.  rubripertincta осуществляли 26-75% 
биоконверсию ФМС в (R)-ФМСО с ee 17-85%. 
G. terrae трансформировали от 53 до 99% ФМС 
в (R)-ФМСО с ee 51–93%. При этом образова-
ние сульфона представителями рода Gordonia 
не превышало 10%.

Штаммы вида R. erythropolis окисляли 
43-90% ФМС в (R)-ФМСО с ee 60–99%. Штам-
мы, синтезирующие ФМСО с энантиомерным 
избытком более 90%, характеризовались низ-
ким уровнем биоконверсии исходного ФМС 
(43-64%) или высоким уровнем образования 
сульфона (17-35%).

Коллекционные штаммы R. fascians и ‘R. lon-
gus’ образовывали (R)-ФМСО с ee в диапазоне 
от  50 до  75%. Биоконверсия ФМС не  превы-
шала 80%, а  уровень образующегося ФМСН 
(не  более 35%) напрямую зависел от  степени 
биоконверсии исходного сульфида: чем выше 
степень окисления ФМС, тем выше уровень 
образования сульфона.

Культуры R.  opacus и  R.  rhodochrous в  от-
личие от  других представителей актинобак-
терий при окислении ФМС катализировали 
селективное образование от 51 до 99% энан-
тиокомплиментарного (S)-ФМСО (ее 6–99%). 
Образование (S)-ФМСО с  низким энантио-
мерным избытком зарегистрировано у штам-
мов R.  opacus ИЭГМ 246 (ее  38%), R. opacus 
ИЭГМ 768 (ее 52%) и R. rhodochrous ИЭГМ 633 
(ее 7%), для которых также характерны невы-
сокая степень конверсии ФМС (до 55%) и не-
значительный (не более 3%) уровень образо-
вания сульфона.

Особо следует отметить, что среди иссле-
дованных коллекционных культур лишь пред-
ставители R.  ruber способны в  равной степе-
ни к  образованию (R)-ФМСО (14 штаммов) 
и (S)-ФМСО (17 штаммов). При этом уровень 
конверсии ФМС не  зависел от  конфигура-
ции образующегося сульфоксида и составлял 
от  32 до  98%. Для большинства исследован-
ных штаммов R. ruber уровень энантиоселек-
тивности не превышал 75%. При этом R. ruber 
ИЭГМ  339 характеризовался высоким уров-
нем биоконверсии ФМС (98%) с образовани-
ем (R)-ФМСО (ее 99%).

Работа поддержана грантом РФФИ 
№ 14–04–96006-р-урал и грантом Президента 
Российской Федерации для поддержки веду-
щих научных школ РФ НШ-4607.2014.4.
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SULFOXIDATION ACTIVITY OF ACTINOBACTERIA
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Methyl phenyl sulfi de biotransformation ability of Dietzia, Gordonia and Rhodococcus actinobacteria 
was studied. D. maris strains were not capable to oxidize this sulfi de. G. rubripertincta, G. terrae, R. eryth-
ropolis, R. fascians and ‘R. longus’ transformed sulfi de into (R)-methyl phenyl sulfoxide. R. opacus and 
R. rhodochrous produced (S)-methyl phenyl sulfoxide. R. ruber were able to oxidize methyl phenyl sulfi de 
into both (R)- and (S)-sulfoxides.

Актуальность и цель работы. В настоящее 
время основными системами очистки сточ-
ных вод, наряду с функционирующим в аэро- 
и  анаэротенках активным илом, являются 
биофильтры [1]. Биофильтр – это сооружение, 
в котором сточная вода фильтруется через за-
грузочный материал, покрытый образованной 
микроорганизмами биопленкой. Биопленки 
на поверхности загрузочного материала фор-
мирует микрофлора окружающей среды, либо 
адсорбент может быть искусственно заселен 
микроорганизмами с  определенными биоде-
градативными свойствами.

Очистка сточных вод от амидов и нитрилов 
карбоновых кислот (акриламида, акрилони-
трила, ацетонитрила и  др.) при помощи ни-
трилгидролизующих бактерий может являться 
альтернативой химическому методу [2]. Биока-
талитический процесс протекает в более мягких 
условиях, при физиологических температуре, 
рН и давлении, в неагрессивных средах, что по-
зволяет упростить технологическую схему.

Иммобилизация бактериальных клеток 
позволяет перейти к  гетерогенному процес-
су биодеградации, что дает возможность на-
ладить непрерывный и  длительный процесс, 

ИММОБИЛИЗОВАННЫЕ НИТРИЛГИДРОЛИЗУЮЩИЕ 

БАКТЕРИИ ДЛЯ СИСТЕМ БИОФИЛЬТРАЦИИ

 Зорина А. С.1,  Максимова Ю. Г.2,3

1ФГБОУ ВПО Пермский национальный исследовательский политехнический
университет; 2Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 

3ФГБОУ ВПО Пермский государственный национальный исследовательский 
университет, Пермь, Россия

Очистка сточных вод от амидов и нитрилов при помощи иммобилизованных нитрилги-
дролизующих бактерий может быть альтернативой химическому методу очистки. Изучены 
свойства углеродных адсорбентов – носителей для иммобилизации бактериальных клеток. 
Выявлена сильная положительная корреляционная связь между гидрофобностью поверх-
ности клеток и носителя. Показано, что с увеличением размера частиц носителя проис-
ходит снижение величины адсорбции клеток, что, в свою очередь, приводит к увеличению 
их удельной нитрилазной активности. Биопленки R. ruber gt1, выращенные на активиро-
ванном карбопоне, сохраняли более 50% нитрилгидратазной активности на протяжении 
четырнадцати 20-минутных циклов гидролиза акрилонитрила.

Ключевые слова: биофильтр, нитрилгидролизующие бактерии, адсорбент, гидрофоб-
ность, каталитическая активность.
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снизив при этом прирост биомассы, стаби-
лизировать активность и  повысить устойчи-
вость бактерий.

Цель работы – определение параметров им-
мобилизованной системы (величины адсорб-
ции клеток нитрилгидролизующих бактерий, 
их активности и стабильности) как критериев 
выбора оптимального адсорбента для био-
фильтра.

Материалы и  методы. Штаммы нитрилу-
тилизирующих бактерий Rhodococcus erythro-
polis 11-2, Rhodococcus ruber gt1, Pseudomonas 
fl uorescens С2, Acinetobacter sp. 11h и Alcaligenes 
faecalis 2 выращивали на  синтетической ми-
неральной среде. Гидрофобность клеток оце-
нивали по  относительному распределению 
между водной фазой и  фазой органического 
растворителя гексадекана и выражали в про-
центах клеток, адсорбированных в фазе гекса-
декана. Гидрофобность носителей оценивали 
по  адсорбции нафталина из  0,1 мМ водного 
раствора и выражали в процентах.

Адсорбцию клеток выращенной культуры 
проводили в  течение 30 мин при 22ºС на  ак-
тивных углях БАУ (пр-во Россия) и  Norit PK 
1–3 (пр-во Голландия), ФТД (активный уголь 
на основе фенолформальдегидной смолы), ФАС 
(активный уголь на основе фуриловой смолы), 
углеродных адсорбентах Сибуните (на  основе 
графитизированной сажи) и «Сапропеле» (кар-
бонизированный ил пресных озер), а также сфе-
рическом углерод-минеральном сорбенте мар-
ки СУМС. Биопленки нитрилгидролизующих 
бактерий выращивали на волокнистых углерод-
ных материалах марок Карбопон, Карбопон-В-
актив, Урал ТМ-4 (пр-ва Беларусь) и активном 
угле БАУ в течение 7 сут.

Трансформацию нитрилов и  амидов адге-
зированными клетками и  биопленками про-
водили в фосфатном буфере (рН 7,2) при тем-
пературе 22ºС, продукты реакции определяли 
методом ВЭЖХ.

Для исследования связи двух признаков 
в  случае нормального распределения вычис-
ляли коэффициент корреляции Пирсона (r), 
при этом статистическая достоверность рас-
считывалась при уровне значимости p=0,05. 
Степень корреляции оценивали в  зависимо-
сти от значения коэффициента |r|<0,3 – слабая, 
0,3<|r|<0,7  – умеренная корреляция, |r|>0,7  – 
сильная корреляция.

Результаты. Гидрофобность поверхно-
сти клеток изученных штаммов, оцененная 

по  сродству к  н-гексадекану, составила 5,9% 
для P.  fl uorescens С2, 4,8% для Acinetobac-
ter sp.  11h, 18,5% для A. faecalis 2, 41,1 и 47,5% 
для R. erythropolis 11-2 и R. ruber gt1 соответ-
ственно. Исходя из полученных данных, кле-
точная стенка P.  fl uorescens C2 и  Acinetobac-
ter sp. 11h была определена как гидрофильная, 
R. erythropolis 11-2 и R. ruber gt1 – гидрофоб-
ная, A.  faecalis 2  – имеющая промежуточное 
значение гидрофобности.

Определена величина адсорбции бактери-
альных клеток на  носителях с  разной вели-
чиной гидрофобности. Для штамма P.  fl uore-
scens  C2 отмечали умеренную отрицательную 
связь между величиной адсорбции и  гидро-
фобностью носителей (r= –0,664; p=0,05), что 
может быть объяснено тем, что все носители 
в той или иной мере были гидрофобны (от 20 
до 92%). Наибольшая величина адсорбции кле-
ток этого штамма (11,55 мг клеток/г носителя) 
была отмечена на носителе марки «Сапропель», 
гидрофобность которого составляла 20,8%. 
При оценке зависимости от  гидрофобности 
клеточной стенки величины адсорбции клеток 
на  углеродсодержащих носителях была выяв-
лена сильная положительная связь от  r=0,884 
до r=0,950 (p=0,05). Следовательно, при адсорб-
ции на  гидрофобном носителе величина ад-
сорбции клеток тем выше, чем больше гидро-
фобность поверхности клеток. Максимальные 
показатели величины адсорбции клеток на всех 
изученных носителях наблюдались у наиболее 
гидрофобных родококков, причем наиболь-
шие значения были отмечены при адсорбции 
R.  erythropolis 11-2 на  Сибуните и  «Сапропе-
ле» – 36,5 и 37,3 мг/г соответственно.

Изучено изменение нитрилазной активно-
сти иммобилизованных клеток в  зависимо-
сти от дисперсности носителя. Показано, что 
с увеличением размера частиц носителя проис-
ходит снижение адсорбции клеток, что, в свою 
очередь, приводит к  увеличению удельной 
активности клеток. Так, при иммобилизации 
клеток P. fl uorescens C2 на угле-сырце с разме-
ром фракций 0,05-0,4, 1-6 и 3-10 мм величина 
адсорбции составила 2,07, 0,15 и 0,03 мг/г со-
ответственно, а  величина удельной активно-
сти клеток – 20,8, 150,3 и 727,6 ммоль карбоно-
вой кислоты/ (г·ч) соответственно.

Оценили операционную стабильность вы-
ращенных на  разных носителях (Урал ТМ-4, 
БАУ, Карбопон-В-актив, Карбопон не активи-
рованный) биопленок R. ruber gt1 по  сохра-
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нению нитрилгидратазной активности при 
проведении последовательных 20-минутных 
циклов биотрансформации акрилонитрила. 
Биопленки, выращенные на  активированном 
Карбопоне, сохраняли более 50% активности 
на  протяжении четырнадцати 20-минутных 
циклов гидролиза акрилонитрила.

По результатам данной работы в  качестве 
наполнителя биофильтра для очистки сточ-
ных вод от  нитрильных и  амидных соедине-
ний предлагается использовать иммобили-
зованные на  крупнодисперсных сорбентах 
клетки штаммов нитрилгидролизующих бак-
терий, совпадающие по степени гидрофобно-

сти клеточной стенки с  носителем, или био-
пленки, выращенные на  Карбопон-В-актив, 
так как данные биокатализаторы отличаются 
от остальных высокой удельной активностью 
и ее сохранением в течение продолжительного 
времени.

Работа поддержана программой УМНИК 
(2014 г), г. Пермь.
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NITRILE HYDROLYZING IMMOBILIZED BACTERIA 

FOR BIOFILTRATION SYSTEMS

Zorina A. S.1, Maksimova Yu.G.2,3

1Perm National Research Polytechnic University; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms UB RAS; 3Perm State National Research University, Perm, Russia

Treatment of wastewater from amides and nitriles using nitrile hydrolyzing immobilized bacteria can 
be used as an alternative to chemical methods. Properties of carbon adsorbents being carriers for im-
mobilization of bacterial cells were studied. A strong positive correlation between the hydrophobicity of 
the surface of cells and carrier was found. It has been shown that while increasing the size of the carrier 
particles, decreasing of adsorption level of cells occurs, which in turn leads to an increase of their specifi c 
nitrilase activity. Biofi lms of R. ruber gt1, hydroponically grown on activated Carbopone retained more 
than 50% of the nitrile hydratase activity for fourteen 20 min cycles of acrylonitrile hydrolysis.

ВЛИЯНИЕ ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ 

ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ CLOSTRIDIUM HISTILYTICUMCLOSTRIDIUM HISTILYTICUM 

ШТАММ 468 – ПРОДУЦЕНТА КОЛЛАГЕНАЗЫ

 Конон А. Д.,  Петровский С. В.,  Титова Т. Г., 

 Шамбурова М. Ю.,  Уварова А. В.,  Козлова Ю. О.

ФГУП «Санкт-Петербургский научно-исследовательский 
институт вакцин и сывороток и предприятие по производству 

бактерийных препаратов» ФМБА, Санкт-Петербург, Россия

Исследовали синтез коллагенолитических и побочных протеаз Clostridium histolyticum 
штамм 468 в средах на основе растительных пептонов в качестве альтернативы субстратам, 
содержащих компоненты животного происхождения. Показано, что в таких условиях куль-
тивирования коллагеназная активность фильтратов культуральной жидкости штамма 468 
была на 30-80% выше, чем в образцах, полученных на традиционном субстрате. Протеаз-
ная активность и активность клострипаина (побочные протеазы) составляли 45-60 Кл/ мл 
и 1,5-2,0 ПЕ/мл соответственно не зависимо от природы основного источника углерода. 
Полученные результаты могут быть основой для усовершенствования технологии микроб-
ных коллагеназ.

Ключевые слова: коллагеназа, Clostridium histolyticum штамм 458, питательная среда, 
растительный пептон.
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Актуальность и цель работы. На протяже-
нии многих лет протеолитический фермент 
коллагеназа – эндопептидаза привлекает вни-
мание ученых всего мира своей способностью 
гидролизовать тройную спираль молекулы 
нерастворимого природного белка коллаге-
на. Коллагеназа используется в косметологии 
и медицине для профилактики и лечения руб-
цовых образований, в том числе контрактуры 
Дюпюитрена (заболевание кисти, связанное 
с рубцовым перерождением и укорачиванием 
ладонных сухожилий), а  также в  диагности-
ческих и лабораторных целях, например, для 
дезинтеграции тканей in vitro [1, 2].

Источниками коллагеназы могут быть тка-
ни млекопитающих, ракообразных (крабы, 
креветки), насекомых, а  также культуры ми-
кроорганизмов (грибы, бактерии), в том числе 
и рекомбинантные [3]. Основным преимуще-
ством бактериальных коллагеназ перед эука-
риотическими является их свойство расще-
плять нативный коллаген [3].

На предприятии ФГУП СПбНИИВС ФМБА 
производится препарат Коллализин®, основ-
ным действующим веществом которого явля-
ется коллагеназа, полученная из  культураль-
ной жидкости после выращивания Clostridium 
histolyticum штамм 458 в  среде с  животными 
компонентами (среда Рамона). Однако, разра-
ботки последних лет [4, 5] направлены на по-
иск альтернативных питательных сред для 
культивирования Clostridium histolyticum, не со-
держащих компонентов животного происхо-
ждения. Их использование позволит снизить 
синтез побочного протеолитического фермен-
та клострипаина, вызывающего деструкцию 
коллагеназы, а также облегчить последующую 
очистку целевого продукта [4, 5].

Целью нашей работы было исследование 
возможности замены компонентов живот-
ного происхождения в  составе питательной 
среды для культивирования C.  histolyticum 
штамм 468 на растительные.

Материалы и  методы. Культивирование 
C.  histolyticum штамм 468 проводили в  тради-
ционной среде Рамона с животными компонен-
тами и  в  альтернативных средах следующего 
состава: среда 1, г/л: соевый пептон – 15, горо-
ховый пептон – 15, желатин из кожи рыб – 50, 
CaCl2 – 0,111, рН 7,2 [4]; среда 2, г/л: соевый пеп-
тон – 103, дрожжевой экстракт – 17, KH2PO4 – 
1,92, K2HPO4 – 1,25, Na2HPO4 – 3,5, NaCl – 2,5, 
MgSO4  – 0,072, FeSO4  – 0,011, рН 7,4 [5]. По-

севной материал вносили 10% (по  объему) 
в  виде суточной культуры микроорганизмов 
штамма  468. Культивирование C.  histolyticum 
штамм 468 проводили в  стационарных усло-
виях без доступа кислорода в колбах вмести-
мостью 750 мл при 37 °C в течении 44-67 ч.

Микробную массу от  культуральной жид-
кости отделяли фильтрацией на  глубинных 
фильтрах или центрифугированием, полу-
ченный раствор коллагеназы стерилизовали 
через фильтры с  порами 0,2 мкм. Фермент 
из  фильтрата осаждали сульфатом аммония, 
полученный флотат/осадок растворяли в  со-
левом буфере (рН 8,0). На всех этапах полу-
чения культуральной жидкости и  очистки 
коллагеназы контролировали содержание 
белка по  методу Бредфорд, коллагеназную 
активность колориметрическим методом 
с нингидрином, протеазную активность спек-
трометрическим методом по тирозину и ак-
тивность клострипаина спектрометрическим 
методом с BAEE.

Результаты. Показано, что среда 1 и среда 2 
могут быть использованы для культивирова-
ния C. histolyticum штамм 468 с целью получе-
ния коллагеназы, при этом коллагеназная ак-
тивность фильтратов была выше в 1,3-1,8  раз 
по  сравнению с  полученными показателями 
в  среде с  животными компонентами. Удель-
ная коллагеназная активность образцов 
практически не отличалась и была на уровне 
1500-2000  КЕ/мг белка, тогда как активность 
клострипаина после выращивания продуцен-
та в среде 2 была на порядок выше (300 Кл/ мл), 
чем в среде 1 и среде с животными компонен-
тами (45-60 Кл/мл). Кроме того, фильтрат кол-
лагеназы после культивирования микроорга-
низмов штамма 468 в среде 2 содержал высокую 
концентрацию пигмента, что значительно 
усложняло дальнейшую очистку хроматогра-
фическим методом. Поэтому на  следующем 
этапе концентрацию растительного пепто-
на и дрожжевого экстракта в среде 2 снизили 
в 3,25 раза до уровня соответствующего коли-
честву аминного азота в среде Рамона. Пока-
зано, что в  таких условиях культивирования 
удельная коллагеназная активность снизилась 
не более чем на 25%, тогда как активность кло-
стрипаина – в 4,7 раза.

Во всех вариантах фильтрата культураль-
ной жидкости микроорганизмов штамма 458 
протеазная активность была на  уровне 1,5-
2,0 ПЕ/мл, кроме образца, полученного в сре-



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 737

де 2, в котором активность протеолитических 
ферментов составляла 0,1 ПЕ/мл.

Коллагеназу из фильтратов осаждали суль-
фатом аммония, полученный флотат/осадок 
растворяли в  буфере и  определяли концен-
трацию белка и  коллагеназную активность 
растворов фермента. Показано, что выход 
по  белку и  коллагеназной активности об-
разцов растворенного осадка, полученного 
из  культуральной жидкости в  среде 1 и  мо-
дифицированной среде 2 (более низкое содер-
жание растительного пептона и дрожжевого 
экстракта), был на 10-25% выше показателей 
в  среде Рамона. После выделения фермента 
из фильтрата C. histolyticum штамм 468 (куль-
тивирование в  среде 2) выход по  белку был 
на  уровне контроля (среда Рамона), тогда 
как выход по коллагеназной активности сни-
жался в 2 раза, что может быть связано с из-
лишним содержанием аминов в питательной 
среде, приводящим к  накоплению неспеци-
фического белка.

Таким образом, в  результате проведенных 
исследований показана принципиальная воз-

можность замены компонентов животного 
происхождения на  растительные пептоны 
в  среде для культивирования C.  histolyticum 
штамм 468 с  целью получения коллагеназы. 
Результаты могут стать основой для разработ-
ки новой технологии получения коллагеназы 
C. histolyticum штамм 468 в среде с раститель-
ным пептоном.
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INFLUENCE MEDIUM DURING CULTIVATION 

CLOSTRIDIUM HISTILYTICUMCLOSTRIDIUM HISTILYTICUM STRAIN 468 – 

PRODUCER OF COLLAGENASE

Konon A. D., Petrovsky S. V., Titova T. G., Shamburova M. Y., 

Uvarova A. V., Kozlova J. O.

FSUE “St. Petersburg Scientifi c Research Institute for Vaccines and Serums and enterprise 
for the production of bacterial drugs” FMBA, St. Petersburg, Russia

Th e synthesis of collagenolytic and other contaminating proteases by Clostridium histolyticum 
strain 468 in medium based on vegetable peptones as an alternative substrate for meat-derived ingredi-
ents was investigated. It was shown that under these conditions the collagenase activity of culture fi ltrates 
of strain 468 was by 30-80% higher than in samples obtained on traditional substrate. Protease activity 
and activity of clostripain (contaminating proteases) were 45-60 PE/ml and 1.5-2.0 Cl/ml, respectively, 
regardless of the nature of the main carbon source. Th e results can be the basis for the improvement of 
technology microbial collagenases.
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Актуальность и цель работы. Для терапии 
вирусных инфекций эффективной является 
вакцинация больных. Наиболее эффективны 
вакцины, включающие аттенуированные ви-
русы. Синтетические вакцины значительно 
менее эффективны, что связано с  транспор-
тировкой вакцин в эндосомальный путь про-
цессинга антиген-презентирующих клеток. 
Индукция цитотоксических лимфоцитов эф-
фективна при процессинге антигена через ци-
тозольный путь, для чего требуется доставка 
антигена внутрь клеток, минуя эндосомаль-
ный путь [1]. Один из способов доставки ви-
русных антигенов в цитозольный путь может 
быть основан на включении в состав синтети-
ческих вакцин непатогенных вирусов. Однако 
в состав такой вакцины требуется ввести ви-
русные антигены. 

Целью данной работы является разработка 
структуры прототипа вакцины для терапии 
Эпштейн-Барр герпетической вирусной ин-
фекции (ЭБВ) на  основе непатогенных лен-
тивирусов, капсулированных в хитозан и не-
сущих фрагменты белка Е2 ЭБВ. В настоящий 

момент 80–90% людей являются носителями 
ЭБВ, что показывает актуальность разработки 
вакцин для профилактики герпетической ин-
фекции [2]. Хитозан является биодеградируе-
мым и биосовместимым природным полиме-
ром, получаемым из хитина [3]. Особенностью 
хитозана является наличие многочисленных 
реакционных групп, которые можно исполь-
зовать как для иммобилизации белков, так 
и для получения производных хитозана с раз-
ными свойствами.

Материалы и  методы. В  работе исполь-
зовали лентивирусы, содержащие зеленый 
флуоресцентный белок GFP, переклонирован-
ный в вектор pLV-neo из плазмиды pEGFPN1. 
Лентивирусы нарабатывали в  клетках HEK-
293T. Для этого клетки трансфецировали 
плазмидами-паковщиками CMV и  VSV и  це-
левой плазмидой pLV-neo-GFP. Отбирали 
супернатанты трансфецированных клеток, 
содержащие лентивирусы, которые концен-
трировали ультрафильтрацией на  мембране 
с отсечкой 100 кДа (Millipore) и использовали 
для экспериментов. Фрагмент белка Е2 ЭБВ 

РАЗРАБОТКА ПРОТИВОВИРУСНЫХ 

ВАКЦИН НА ОСНОВЕ ЛЕНТИВИРУСОВ,

КАПСУЛИРОВАННЫХ В ХИТОЗАН

 Зубарева А. А.1,  Зубков Д. А.2,  Рязанцев Д. Ю.2, 

 Димитриева Т. В.2

1ФГБУН Центр «Биоинженерия» РАН; 2ФГБУН Институт 
биоорганической химии им. академиков М. М. Шемякина 

и Ю. А. Овчинникова РАН, Москва, Россия

Для терапии вирусных инфекций эффективной является вакцинация больных атте-
нуированными вакцинами. Синтетические вакцины значительно менее эффективны, 
что связано с  транспортировкой вакцин в  эндосомальный путь процессинга антиген-
презентирующих клеток. Индукция цитотоксических лимфоцитов эффективна при про-
цессинге антигена через цитозольный путь, для чего требуется доставка антигена внутрь 
клеток, минуя эндосомальный путь. В данной работе получен комплекс непатогенных лен-
тивирусов, кодирующих GFP, с гексаноил-хитозаном, коньюгированным с рекомбинант-
ным белком Е2 вируса Эпштейн-Барра. Инкубация макрофагов RAW267.2 со свободным 
гексаноил-хитозаном приводила к транспортировке хитозана в митохондрии и лизосомы, 
а с комплексом лентивирусов с гексаноил-хитозаном – в цитоплазму клеток, что является 
достаточным для процессинга белка ЭБВ через цитозольный путь.

Ключевые слова: лентивирусы, хитозан, Эпштейн-Барр, клеточный ответ, противови-
русные вакцины.
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клонировали с  помощью перекрывающихся 
праймеров. Синтетический ген клонировали 
в  бактериях Escherichia coli. Белок выделяли 
на Ni-агарозе. Хитозан разной молекулярной 
массы (ММ), получали щелочным гидроли-
зом из  хитозана ММ 300 кДа (ЗАО Биопро-
гресс). Из  хитозана синтезировали произ-
водные с  гидрофобными группами, а  также 
с  сукцинильными группами для получения 
хитозана с  разными свойствами. Для всех 
производных были получены флуоресцентно 
меченые аналоги. Белок ЭБВ коньюгировали 
с хитозаном карбодиимидным методом. Ком-
плекс лентивирусов с  хитозаном формиро-
вали методом полиэлектролитного комплек-
сообразования. Размер и заряд лентивирусов 
и комплексов хитозан-лентивирусы оценива-
ли методом динамического светорассеяния. 
Формирование комплекса оценивали мето-
дом конфокальной микроскопии. Инфици-
рование клеток комплексами и  свободными 
вирусами оценивали на  линии макрофагов 
мыши RAW267.2.

Результаты. Для разработки комплекса 
с лентивирусами получили панель хитозанов 
с разными свойствами: ММ 50, 200 и 340 кДа; 
гидрофобизованные производные гексано-
ил-хитозан (ГХ) (ММ  200 кДА) и  додеци-
нилхитозан (ММ 50 кДа); производная с от-
рицательным зарядом сукциноилхитозан 
(ММ 340 кДа), гидрофобизованная произво-

дная с  отрицательным зарядом додеценил-
сук циноил-хито зан (ММ  50 кДа). Для всех 
полученных хитозанов получали флуорес-
центно меченые производные для визуали-
зации формирования комплексов. В  первой 
серии экспериментов подбирали условия фор-
мирования комплексов. Показали, что гидро-
фобизованный ГХ лучше всего капсулировал 
лентивирусы. Для дальнейшей работы полу-
чали коньюгат белка Е2 ЭБВ с ГХ. Связывание 
анализировали методом гель-электрофореза 
и  спектрофотометрически. Полученный ко-
ньюгат использовали для формирования 
комплексов с  лентивирусами. Показали фор-
мирование комплексов методами интерфе-
ренционной и  конфокальной микроскопии. 
Анализ прохождения вирусов в  клетки про-
водили на культуре клеток макрофагов мыши 
RAW267.2. Показали, что свободный хитозан 
попадает в  лизосомы и  митохондрии клеток, 
а  комплексы в  значительном количестве по-
падают в цитозоль, что требуется для процес-
синга антигена через путь MHC I класса.
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DEVELOPMENT OF ANTIVIRAL VACCINES BASED 
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Vaccination by attenuated vaccines is effi  cient in the protection against viral infections. However syn-
thetic vaccines are much less effi  cient as a result of endosomal processing by antigen-processing cells of 
exogenous antigens. Cytosolic processing of antigens is required to induce cytotoxic lymphocytes. Th e 
aim of this work was to develop a complex between nonpathogenic lentiviruses and hexanoyl-chitosan 
conjugated to recombinant Epstein-Barr virus E2 protein. Incubation of macrophages RAW267.2 with 
hexanoyl-chitosan led to its traffi  c to mitochondria and lysosomes while lentiviruses-hexanoyl-chitosan 
complexes penetrated the cells and were found in cytoplasm which is suffi  cient for cytosolic processing of 
Epstein-Barr virus E2 protein.
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Актуальность и цель работы. Актинобакте-
рии рода Rhodococcus  – перспективная группа 
промышленных микроорганизмов. Родококки 
обладают уникальным комплексом клеточных 
приспособлений, позволяющим им метаболи-
зировать широкий спектр гидрофобных ор-
ганических соединений. Эти приспособления 
выражаются в присутствии в клеточной стенке 
миколовых кислот, увеличивающих гидрофоб-
ность клеточной поверхности, образовании 
одиночных пилевидных поверхностных тяжей 
и  множественных шишковидных выростов 
на  наружной поверхности клеточной стенки, 
способствующих увеличению площади контак-
та клетки и  гидрофобного субстрата, синтезе 
поверхностно-активных веществ гликолипид-
ной природы [1]. С  перечисленными приспо-
соблениями, по-видимому, связана также спо-
собность родококков к  адгезии, колонизации 
твердых поверхностей и аргегации. Однако роль 
этих приспособлений в процессах самоиммоби-
лизации родококков отдельно не исследовалась.

Цель настоящей работы  – исследование 
влияния поверхностной ультраструктуры и на-
номеханических свойств родококков на их ад-
гезивную активность в отношении твердой по-
верхности.

Материалы и  методы. В  работе использо-
вали 65 штаммов родококков, относящихся 
к  Rhodococcus erythropolis  (15), R.  fascians  (4), 
‘R. longus’  (9), R.  opacus  (9), R.  rhodochrous  (6), 

R.  ruber  (22) из  Региональной профилирован-
ной коллекции алканотрофных микроорганиз-
мов (официальный акроним коллекции ИЭГМ, 
номер во  Всемирной федерации коллекций 
культур 768, www.iegm.ru/iegmcol). Родококки 
выращивали в мясопептонном бульоне в усло-
виях перемешивания (160 об/мин) при 28  °C 
в течение 28-30 ч до достижения поздней экс-
поненциальной фазы роста. Клетки отмыва-
ли от  питательной среды и  ресуспендировали 
в  0,5% NaCl в  концентрации, соответствую-
щей оптической плотности (ОП600 нм) суспен-
зии  1,0. Адгезивную активность родококков 
определяли экспрессным методом с использо-
ванием 96-луночных полистирольных микро-
планшетов (“Медполимер”, Санкт-Петербург) 
по  окрашиванию прикрепленных клеток кри-
сталлическим фиолетовым [2]. Ультраструк-
турные особенности клеточной поверхности 
и  наномеханические свойства клеток изуча-
ли с  помощью атомно-силового микроскопа 
MFP-3D-BIO (“Asylum Research”, США). Для 
АСМ бактериальные клетки закрепляли на по-
верхности покровных стекол, предварительно 
обработанных 0,2% полилизином (“Sigma”). 
Микропрепараты сушили на воздухе в течение 
30 мин и  затем выдерживали 2 сут при 100% 
влажности, которую создавали в  эксикаторе 
с  помощью насыщенного раствора KNO3 [3]. 
Сканирование проводили в водной среде в ре-
жиме постоянного контакта зонда кантилевера 

ПОВЕРХНОСТНАЯ УЛЬТРАСТРУКТУРА 

И НАНОМЕХАНИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА РОДОКОККОВ 

С РАЗНОЙ АДГЕЗИВНОЙ АКТИВНОСТЬЮ
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С помощью метода атомно-силовой микроскопии исследовано влияние поверхностной 
ультраструктуры и наномеханических свойств родококков на их адгезивную активность 
в отношении твердой поверхности. Показано, что адгезионная способность родококков за-
висит (R = 0,9, р = 0,00) от степени шероховатости клеточной стенки. Установлено, что кле-
точные выступы родококков высотой от 99 до 223 нм характеризуются низкими (≤ 0,9 нН) 
значениями силы адгезии кантилевера по сравнению с остальной частью клеточной по-
верхности, что свидетельствует о локализации в них адгезинов.

Ключевые слова: актинобактерии рода Rhodococcus, бактериальная адгезия, клеточные 
выступы, атомно-силовая микроскопия.
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с образцом. Использовали кремнийнитридные 
кантилеверы TR400PB (“Olympus Corporation”, 
Япония) с константой жесткости 0,09 Н/м, ра-
диусом кривизны иглы 42 нм и  резонансной 
частотой 32 кГц. На  каждом микропрепарате 
сканировали не  менее 10 клеток. Результаты 
АСМ-сканирования обрабатывали с  помо-
щью программного обеспечения IgorPro 6.22A 
(“WaveMetrics”, США). Все эксперименты про-
водили в 3-х-8-микратной повторности.

Результаты и  обсуждение. Исследуемые 
штаммы родококков характеризовались раз-
личной (от 6 до 68%) адгезивной активностью 
в  отношении модельного твердого носителя 
(полистирола). Показатели адгезии статистиче-
ски достоверно (RПирсона = 0,9, р = 0,00) зависели 
от  степени шероховатости клеточной стенки. 
При этом адгезионная способность родококков 
с высокой (Rt = 140-223 нм) степенью шерохо-
ватости клеток в 3–11 раз превышала таковую 
штаммов с  гладкой (Rt  = 25-79 нм) клеточной 
поверхностью. Это согласуется с литературны-
ми данными, согласно которым клетки с разви-
той поверхностью имеют множественные кле-
точные выступы, которые содержат адгезины, 
характеризуются низким уровнем поверхност-
ной энергии, повышенной степенью гидрофоб-
ности и легко преодолевают энергетический ба-
рьер при сближении с носителем [4].

Выступы наружной поверхности клеточной 
стенки родококков высотой от  99 до  223  нм 
обладали особыми упруго-механическими 
свойствами. Сила адгезии зонда кантилевера 
к этим участкам не превышала 0,9 нН по срав-
нению с  основной частью клеточной стенки, 
для которой данный показатель варьировал 
в  диапазоне от  1,1 до  3,7 нН. Известно, что 
сила адгезии прямо пропорционально связа-
на со свободной поверхностной энергией. Чем 
меньше уровень свободной поверхностной 

энергии, тем меньше энергетических затрат 
требуется для адгезионного процесса [4]. Вы-
явленная тенденция была наиболее ярко выра-
жена у штаммов с высокой (47–68%) адгезив-
ной активностью в  отношении полистирола. 
Это свидетельствует о  том, что в  выступах 
клеточной стенки родококков локализуются 
адгезины, которые могут быть представлены 
свободными жирными кислотами, гликоли-
пидными биосурфактантами, белками, экзо-
полисахаридами, тейхоевыми кислотами [1, 5]. 
У родококков с низкой (6–18%) адгезивной ак-
тивностью клеточные выступы характеризо-
вались повышенными в 2–15 раз значениями 
модуля упругости по сравнению с остальной 
частью клеточной стенки. По-видимому, ве-
щества, локализованные в этих выступах, пре-
пятствовали адгезионному взаимодействию 
и выполняли функцию “антиадгезинов”.

В дальнейших исследованиях требуется 
определение химической природы соедине-
ний, локализованных в  выступах клеточной 
стенки родококков. Полученные сведения 
позволят глубже понять механизмы адгезии 
данной группы актинобактерий и могут быть 
использованы при разработке гетерогенных 
биокатализаторов на их основе.

Работа поддержана грантом РФФИ 14–04–
96013-р_урал_а.
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CELL SURFACE ULTRASTRUCTURE AND NANOMECHANICAL 

PROPERITES OF RHODOCOCCUSRHODOCOCCUS ACTINOBACTERIA 

WITH VARIOUS ADHESIVE ACTIVITIES

Krivoruchko A. V.1,2, Korshunova I. O.2, Lunegova I. S.1

1Perm State University; 2Institute of Ecology and Genetics 
of Microorganisms, Perm, Russia

Cell surface ultrastructure and nanomechanical properties of Rhodococcus actinobacteria with various 
adhesive activities towards polystyrene were studied using atomic–force microscopy. It was shown that 
Rhodococcus cell adhesion depended (R = 0.9, р = 0.00) on cell surface roughness. Cell appendages with a 
height from 99 to 223nm were revealed to have low (≤ 0.9 nN) cantilever adhesion forces in comparison 
with other parts of a cell wall that indicated localization of putative adhesins in these appendages.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Использование микроорганизмов в биотехнологии742

Актуальность и цель работы. Микроводо-
росли на сегодняшний день все чаще исполь-
зуются в медицине, косметологии, аквакуль-
туре, животноводстве и  т. д. Однако, видов 
микроводорослей, перспективных в качестве 
источников полезных соединений, таких как 
альфа-линоленовая кислота (АЛК), эйкоза-
пентаеновая кислота (ЭПК), докозапентаено-
вая кислота (ДПК) и  др., исследовано мало. 
Интерес к роду Tetraselmis связан со способ-
ностью некоторых видов, накапливать от-
носительно большое количество полинена-
сыщенных жирных кислот (ПНЖК), причем 
содержание их зависит от  условий и  спосо-
бов культивирования. 

В предлагаемой работе представлены ре-
зультаты изучения зависимости содержания 
липидов в культуре микроводоросли T. viridis 
от плотности культуры при непрерывном вы-
ращивании.

Материалы и  методы. В  эксперименте ис-
пользовалась альгологически чистая культура 
зеленой жгутиковой микроводоросли Tetrasel-
mis viridis Rouch (syn. Platymonas viridis) штамм 
IBSS-25 из коллекции ИМБИ РАН.

Водоросль T.  viridis методом квазинепре-
рывных культур [1] выращивалась на  пита-
тельной среде Тренкеншу [2]. Такой режим 
выращивания обеспечивал рост микрово-
доросли лимитированный только световы-
ми условиями. Для приготовления среды ис-
пользовали пастеризованную морскую воду. 

Культура, взятая из коллекции, была предва-
рительно адаптирована к экспериментальным 
условиям. T. viridis выращивали в стеклянных 
культиваторах плоскопараллельного типа, 
с  глубиной освещаемого слоя 5  см и  объе-
мом  – 3000 мл. Этот объем поддерживали 
на  протяжении всего эксперимента, доливая 
перед измерениями дистиллированную воду 
до  отметки 3  л. Культиватор освещали сбоку 
лампами GE F18W/54-765, которые давали 
среднюю поверхностную освещенность для 
фотореактора 19 кЛк. Температуру стабили-
зировали на уровне 28–30 °C. В процессе вы-
ращивания культуру непрерывно барботиро-
вали с  помощью компрессорной установки 
газо-воздушной смесью с 3% по объему угле-
кислого газа.

Оптическую плотность при длине волны 
750 нм использовали как косвенный показа-
тель биомассы водорослей. Измерения про-
водили с помощью фотоэлектроколориметра 
КФК-2 в  кювете 0,5  см.  Переход от  единиц 
оптической плотности (D750) к  величине 
сухой массы (СВ  – биомасса высушена при 
105°C) осуществляли посредством эмпири-
ческого коэффициента k, равного 0,8 г·л–1 

ед.опт.пл–1; CB = k × D750. Пересчет величин 
сухого к  органическому веществу осущест-
вляли с учетом зольности культуры T. viridis, 
которая составила 21%.

Плотностатный режим культивирования 
обеспечивался ежесуточным сливом части 

СОДЕРЖАНИЕ ЛИПИДОВ В КЛЕТКАХ 

МИКРОВОДОРОСЛИ TETRASELMIS VIRIDISTETRASELMIS VIRIDIS ROUCH 

В ПЛОТНОСТАТНОМ РЕЖИМЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

 Новикова Т. М.1,  Тренкеншу Р. П.2

1ФГБОУ ВО Севастопольский государственный университет; 
2ФГБУН Институт морских биологических исследований им. А. О. Ковалевского РАН, 

Севастополь, Россия

В работе исследовано влияние режима непрерывного культивирования на содержание 
общих липидов, а  также удельной скорости роста и  продуктивности культуры зеленой 
микроводоросли T. viridis. Экспериментально показано, что режим плотностата позволяет 
получать высокую продуктивность и содержание общих липидов в культуре T. viridis.

Ключевые слова: микроводоросль Tetraselmis viridis, липиды, плотностат.
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суспензии микроводоросли и  долива свежей 
питательной среды до  нижнего уровня плот-
ности культуры (В0), который задавался ве-
личиной от 0,4 до 1 г·л–1 с шагом 0,1 г·л–1. Для 
каждой стационарной плотности культуру 
держали в  заданном режиме 7 дней. После 
того, как культура была адаптирована к каж-
дой из  плотности, в  течение трех суток про-
водился отбор проб для определения липидов. 
Общие липиды определяли методом с фосфо-
ванилиновым реактивом.

Результаты. Нами разработана модель 
управления биохимическим составом ми-
кроводорослей на  основе разделения свето-
вых и темновых стадий фотобиосинтеза [3], 
из  которой следует, что световое или мине-
ральное лимитирование роста приводит к на-
коплению резервных углеводов и липидов.

В предварительных опытах с  накопитель-
ной культурой водоросли T. viridis было пока-
зано, что плотность культуры увеличивается 
со временем практически линейно в диапазоне 
плотностей от 0,2 до 3,5 г(СВ)·л–1. Это указыва-
ет на то, что скорость роста культуры является 
величиной постоянной для данного диапазона. 
В  накопительной культуре продуктивность 
составила в  среднем 0,28  г(СВ) ·л–1·сут–1. Та-
кие же результаты получены и для непрерыв-
ной культуры. Но при этом удельная скорость 
роста (μ) уменьшалась с  ростом плотности 
культуры обратно пропорционально. Факти-
чески постоянство скорости роста означает, 
что данный режим выращивания представля-
ет собой спидостат [1].

Стационарные плотности в  непрерывном 
режиме выращивания соответствовали линей-
ному росту накопительной культуры, и клетки 
микроводоросли T. viridis не  были лимитиро-
ваны по  минеральному обеспечению, а  про-
дуктивность определялась только световыми 
условиями. В отличие от  изменений плотно-
сти, биохимический состав клеток существен-
но зависел от плотности культуры, т. е. от све-
товых условий.

В ходе работы была рассчитана продук-
тивность, которая для каждого стационар-
ного режима составила 0,28 г·л–1·сут–1. С ро-
стом стабилизируемой плотности культуры 
содержание липидов увеличивается от  0,06 
до 0,31 г·л–1. Учитывая, что единственным ли-
митирующим фактором являются световые 

условия, можно сделать вывод о прямом или 
косвенном влиянии света на содержание ли-
пидов. Под косвенным влиянием можно под-
разумевать, что содержание липидов зависит 
от удельной скорости роста культуры т. к. она 
снижается с 0,4 до 0,25 сут–1, при увеличении 
плотности от 0,4 до 1 г(СВ)·л–1.

Из приведенных данных видно что, при 
выращивании в  квазинепрерывном режиме 
T. viridis, лимитированном только световы-
ми условиями, содержание липидов дости-
гает 30% от органического вещества или 24% 
от сухой массы. Из литературных данных из-
вестно, что липиды могут накапливаться при 
лимитировании роста азотом. Так для вида 
T.   suecica, который культивировали при ли-
мите по азоту, общие липиды достигали 29% 
от  сухого вещества [4]. Учитывая сравни-
мость приведенных данных можно утверж-
дать, что накопление липидов в  клетках на-
блюдается как при лимитировании светом, 
так и  азотом. Такой вывод подтверждается 
также данными, которые указывают, что на-
копление липидов может быть ответной реак-
цией на неблагоприятные условия для клеток 
микроводоросли, такие как низкая темпера-
тура, освещенность и др. [5].

На основе представленных эксперимен-
тальных данных можно утверждать, что не-
прерывный режим культивирования позво-
ляет получить высокое содержание общих 
липидов, сохраняя при этом высокую продук-
тивность культуры микроводоросли T. viridis.

Спидостатный режим культивирования, 
не  лимитируя рост культуры микроводорос-
ли по  минеральному обеспечению, позволя-
ет управлять содержанием общих липидов 
T. viridis и получать их максимальный выход.
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LIPID CONTENT OF MICROALGAE CELLS TETRASELMIS VIRIDISTETRASELMIS VIRIDIS 

ROACH IN THE MODE OF DENSITY CULTIVATION

Novikova T. M.1, Trenkenshu R. P.2

1Sevastopol State University; 2A.O. Kovalevsky Institute of Marine 
Biological Research RAS, Sevastopol, Russia

In the paper was studied infl uence of the mode of continuous cultivation on the content of total lipids, 
as well as the specifi c growth rate and productivity of green microalgae culture T. viridis. It was shown 
experimentally that the mode of density allowed to obtain high productivity and the content of total lipid 
in the culture of T. viridis.

Эстеразы (КФ 3.1.1) – широко распростра-
ненные ферменты, гидролизующие сложные 
эфиры до соответствующих спиртов и кислот 
и участвующие в функционировании различ-
ных метаболических процессов. Эти фермен-
ты имеют также большое практическое зна-
чение в  биотехнологии ввиду возможности 
их использования как в  реакциях гидролиза 
и синтеза сложных эфиров, так и в реакциях 
энантиоселективной этерификации и  переэ-
терификации в  органических растворителях 
или в  водно-органических системах. В  наши 
дни бактериальные эстеразы применяются 
в  самых различных сферах, таких как сель-
ское хозяйство, пищевая и фармацевтическая 
промышленность, биодеградация поллютан-
тов [1]. Известно применение эстераз микро-

организмов для крупнотоннажного произ-
водства (Givaudan, Швейцария), например, 
ванилина из  феруловой кислоты с  помощью 
биомассы Streptomyces setoni [2].

Применение иммобилизованных эстераз 
в энантиоселективном синтезе органических 
соединений обусловлено повышением техно-
логических характеристик данных процессов. 
Как правило, в настоящее время для иммоби-
лизации клеток-продуцентов эстераз исполь-
зуют метод инкапсуляции в альгинатные гели 
[3], в то же время для биодеградации токси-
кантов применяют бактерии, адсорбирован-
ные на  пенополивинилформале или полых 
целлюлозных волокнах [4]. Различные ме-
тоды иммобилизации эстеразо-содержащих 
микроорганизмов дают возможность полу-
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Показано, что при иммобилизации актинобактерий-продуцентов эстераз на каталити-
ческом волокнистом углероде максимальная адсорбция клеток составляет 65-67,9% для 
штамма Nocardia sp. Х-19к и 86-87% для Rhodococcus erythropolis П3-8. Обнаружена линей-
ная зависимость адсорбции от концентрации клеток, что свидетельствует о полислойном 
характере сорбции. Эффективность трансформации бутилацетата свободными и иммоби-
лизованными клетками Nocardia sp. X-19к была идентичной, а их удельная активность раз-
личалась менее, чем на 10%, а у других штаммов иммобилизация приводила к снижению 
эффективности трансформации.

Ключевые слова: актинобактерии, эстераза, иммобилизация, каталитический углерод, 
конверсия.
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чать катализаторы с  широко варьируемыми 
свойствами.

Целью данной работы было изучение пара-
метров иммобилизации клеток-продуцентов 
эстераз на  углеродном сорбенте и  конверсии 
эфиров в гетерогенных системах.

Объекты исследования  – штаммы почвен-
ных грамположительных актинобактерий, об-
ладающие карбоксилэстеразной активностью, 
из  коллекции микроорганизмов лаборатории 
молекулярной микробиологии и биотехноло-
гий ИЭГМ УрО РАН.

В качестве носителя для иммобилизации 
был использован КВУ (каталитический волок-
нистый углерод), синтезированый на  стекло-
пене (предоставлен ведущим научным сотруд-
ником Института катализа им. Г. К. Борескова 
СО РАН Коваленко Г.А).

Эффективность сорбции определяли 
по  остаточной плотности бактериальной 
культуры после сорбции и промывки сорбен-
та. Гидрофобность клеток оценивали по  их 
относительному распределению между во-
дной фазой и фазой гексадекана (BATH-тест). 
Количественное определение эстеразной ак-
тивности бактериальных культур проводи-
ли фотоэлектроколориметрическим методом 
с использованием в качестве субстрата p-нит-
ро фенилацетата. Содержание эфиров и обра-
зующихся кислоты и спиртов в процессе кон-
версии определяли газовой хроматографией 
(«Shimadzu», Япония).

Изучали зависимость адсорбции клеток 
от плотности культуры и времени инкубации 
с  носителем. Обнаружили, что для штаммов 
Rhodococcus erythropolis П3-8 и  Nocardia  sp. 
Х-19к достоверные различия в проценте сор-
бированных клеток при повышении кон-
центрации исходной культуры в  диапазоне 
от 0,086 до 0,430 мг сухого веса клеток/мл на-
блюдались только при адсорбции в течение 30 
мин. Увеличение времени инкубации бакте-
рий в присутствии носителя приводило к не-
большому снижению количества сорбиро-
ванных клеток и его стабилизации на уровне 
65,0-67,9% для Nocardia sp. Х-19к и 86-87% для 
R.  erythropolis П3-8, независимо от  исходной 
концентрации клеточной суспензии. В  отли-
чие от  этих штаммов, для R.  erythropolis 10л 
при удлинении времени инкубации до 60 мин 
наблюдалась прямо пропорциональная зави-
симость процента сорбции клеток от концен-
трации исходной суспензии.

Известно, что эффективность иммобили-
зации бактериальных клеток на  углеродных 
носителях зависит от  гидрофобности кле-
точной поверхности. Клетки актинобактерий 
обычно обладают высокой гидрофобностью, 
однако этот признак вариабелен, различается 
у разных штаммов, а также может изменять-
ся на  разных стадиях роста культуры. Обна-
ружили, что только штамм R. erythropolis 10л 
демонстрирует достоверное линейное сниже-
ние гидрофобности в течение роста культуры, 
приводящее к  пропорциональному сниже-
нию процента сорбции клеток. У  остальных 
штаммов колебания гидрофобности и  про-
цента адсорбции клеток были незначитель-
ны и не  зависели от стадии роста. Показано, 
что количество адсорбированной биомассы 
(мг/г  сорбента) у  всех исследованных бакте-
рий в интервале до 0,43 мг с. в./мл исходной су-
спензии возрастало прямо пропорционально 
концентрации клеток. Линейная зависимость 
адсорбции от  концентрации свидетельствует 
о  полислойном характере сорбции актино-
бактерий на КВУ.

Изучали конверсию эфиров иммобилизо-
ванными клетками в  сравнении с  суспензи-
онной культурой. Кинетика трансформации 
бутилацетата свободными и иммобилизован-
ными клетками Nocardia sp. X-19к была иден-
тичной, а их удельная активность различалась 
менее, чем на  10%. Для остальных исследо-
ванных штаммов иммобилизация приводила 
к  снижению эффективности трансформации 
субстрата. Скорость конверсии, катализируе-
мой клетками R.  erythropolis 10л, снижалась 
при иммобилизации, в среднем, на 23,3%, для 
штаммов R.  erythropolis П3-8 и  Nocardia sp. 
X-19о эта величина составляла от 30 до 36%, 
соответственно. Также при конверсии иммо-
билизованными клетками (кроме Nocardia sp. 
X-19к) уменьшался выход конечного иссле-
дуемого продукта – бутанола, что могло быть 
связано как с затруднением выхода его из кле-
ток, так и с утилизацией этого продукта клет-
ками в связи с изменением их энергетического 
статуса при иммобилизации.

Эстераза в изученных нами штаммах акти-
нобактерий имеет мембранную локализацию 
и, возможно, даже ассоциирована с клеточной 
стенкой. Иммобилизация может затруднять 
процесс транспорта субстрата внутрь клетки. 
Ранее при иммобилизации грамотрицатель-
ных бактерий с  цитозольной локализацией 
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эстеразы было обнаружено, что удельная ак-
тивность таких клеток была выше, чем сво-
бодных клеток. Таким образом, полученные 
нами данные подтверждают предположение, 
что эффективность конверсии иммобилизо-
ванными клетками зависит от  локализации 
ферментов клетки и  механизма транспорта 
субстрата.

Работа поддержана грантом РФФИ 
13-03-96035 р_урал_а.
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ESTERASE-CATALYZED BIOTRANSFORMATION 

IN HETEROGENEOUS SYSTEMS

Osipova I. A.1, Remezovskaya N. B.2, Maksimov A. Yu.1,2
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of Microorganisms UB RAS, Perm, Russia

It is shown that the immobilization of esterase-producing actinobacteria on the catalytic fi brous car-
bon results in maximal adsorption of 65-67,9% cells for the strain Nocardia sp. X-19K and 86-87% for 
Rhodococcus erythropolis P3-8. Linear dependence of the adsorption on the concentration of cells was re-
vealed, indicating the polyclonal nature of sorption. Th e effi  ciency of butyl acetate transformation by free 
and immobilized cells of Nocardia sp. X-19K was identical, and their specifi c activity diff ered by less than 
10%, while the immobilization of other strains resulted in reducing the effi  cacy of transformation.

Актуальность и цель работы. В настоящее 
время природный 23-членный макроцикличе-

ский поликетид такролимус (FK-506, Fujimycin) 
признан наиболее эффективным препаратом 

АКСОНОМИЯ ТАКРОЛИМУС (FK506)-СИНТЕЗИРУЮЩЕГО 

ШТАММА STREPTOMYCESSTREPTOMYCES SP. ВКМ АС-2618Д И ВЛИЯНИЕ 

КОМПОНЕНТОВ СРЕДЫ НА АКТИВНОСТЬ ПРОДУЦЕНТА

 Пошехонцева В. Ю.1,2,  Суходольская Г. В.1,3,  Гулевская С. А.1, 

 Фокина В. В.1,3,  Донова М. В.1,3

1Институт биохимии и физиологии микроорганизмов им. Г. К. Скрябина РАН; 
2Пущинский государственный естественно-научный институт; 3ООО «Фарминс», 
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Такролимус (FK506) – иммунодепрессант поликетидной структуры, являющийся одним 
из самых востребованных в медицинской практике. Штамм Streptomyces sp. ВКМ Ас-2618Д 
способен синтезировать такролимус на питательных средах сложного состава. В настоя-
щем исследовании, на основании фенотипических, филогенетических и хемотаксономиче-
ских признаков штамм отнесен к виду Streptomyces tsukubaensis. Установлена зависимость 
биосинтетической активности продуцента от условий культивирования и отдельных ком-
понентов питательной среды, выявлены условия, обеспечивающие максимальный уровень 
продукции FK506.

Ключевые слова: такролимус, FK506, Streptomyces tsukubaensis ВКМ Ас-2618Д (=Strep-
tomyces sp. ВКМ Ас-2618Д), иммунодепрессант, биосинтез, полифазная таксономия.
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для подавления отторжения транспланти-
рованных донорских органов и  тканей среди 
различных клинически значимых иммуно-
депрессантов (циклоспорины, рапамицины, 
микофеноляты), при минимальных побочных 
воздействиях. Известны свыше 20 различных 
штаммов рода Streptomyces, способных синте-
зировать такролимус, однако, проблемой оста-
ется невысокая продуктивность большинства 
известных штаммов.

Штамм Streptomyces sp. ВКМ Ас-2618Д спо-
собен продуцировать такролимус [1], одна-
ко, в  неоптимизированных условиях макси-
мальная достигаемая концентрация продукта 
не превышала 200-250 мг/л.

Целью данной работы являлось уточнение 
видовой принадлежности Streptomyces sp. ВКМ 
Ас-2618Д и  изучение влияния компонентов 
среды на биосинтез FK506.

Материалы и  методы. Штамм Streptomyces 
sp. ВКМ Ас-2618Д получен от ООО «Фарминс» 
и задепонирован во Всероссийской коллекции 
микроорганизмов (ВКМ ИБФМ РАН) [1]. Усло-
вия выращивания, поддержания, культивиро-
вания, биосинтеза и  методы исследования 
описаны ранее [1, 2]. Анализ пептидогликана 
клеточной стенки изучали методом Шлифе-
ра и Кандлера [3]. Расположение спор и осо-
бенности споровой поверхности исследова-
ли в  сканирующем электронном микроскопе 
JEOL 6100 при контрастировании напылени-
ем золотом.

Оптимизацию условий культивирования 
штамма Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д прово-
дили на  основе изучения зависимости целе-
вой биосинтетической активности от состава 
питательной среды и условий инкубирования. 
Концентрацию сахаров варьировали в диапа-
зоне 5–90 г/л; органических кислот  – от  0,01 
до 2,0 г/л; источников неорганического азота – 
от 2 до 4 г/л; органического азота – в диапазо-
не 5–20 г/л; аминокислот – от 0,01 до 5,0  г/л; 
минеральных компонентов – от 0,01 до 5,0  г/л. 
Температуру варьировали от 18 до 35°С, pH – 
от 6,0 до 8,0, аэрацию – путем изменения объ-
ема среды и режима перемешивания. Полике-
тиды анализировали ВЭЖХ [1].

Результаты и  обсуждение. Для штамма 
Streptomyces sp. ВКМ Ас-2618Д характерен 
разветвленный субстратный мицелий с  воз-
душными гифами, дифференцирующимися 
в прямые цепочки спор. На крахмаловом ага-
ре с  неорганическими солями споровая мас-

са имела сероватое окрашивание. Цвет суб-
стратного и  воздушного мицелия изменялся 
от  ярко-кирпичного до  оранжевато-розового 
и желто-оранжевого на диагностических сре-
дах, рекомендованных протоколом ISP. На-
личие в  пептидогликане клеточной стенки 
LL-диаминопимелиновой кислоты при отсут-
ствии диагностических сахаров свидетель-
ствовало о  том, что клеточная стенка пред-
ставляет первый тип, характерный для рода 
Streptomyces.

Штамм Ас-2618Д активно утилизировал 
D-глю козу, D-рибозу, N-ацетилглюкоза мин 
и  глицерин; cлабый рост отмечен на  среде 
с D-сор битом, D-мальтозой, салицином, глюко-
натом калия и 5-кетоглюкона том калия; обладал 
эстеразной, лей цин-ариламидазной, нафтол-
AS-BI-фосфогидролазной и  α-глюкозидаз ной 
активностей, что также характерно для пред-
ставителей рода Streptomyces.

Содержание G+C в ДНК изучаемого штам-
ма составило 72,4–74,5%. Филогенетическое 
древо, построенное на основе последователь-
ностей гена 16S рРНК, показало, что штамм 
Streptomyces sp. ВКМ Ас-2618Д образует один 
кластер со  штаммом Streptomyces tsukubaensis 
NRRL 18488Т. Сходство в последовательности 
гена 16S рРНК составило 99,9%. Все вышепе-
речисленные характеристики позволили отне-
сти исследуемый штамм Streptomyces sp. ВКМ 
Ас-2618Д к виду Streptomyces tsukubaensis.

В результате изучения зависимости био-
синтетической активности штамма ВКМ Ac-
2618Д от используемых источников углерода, 
азота, микроэлементов, а  также от  условий 
культивирования определены оптимальный 
состав питательной среды и  режим инкуби-
рования штамма, обеспечивающие активный 
синтез такролимуса. Максимальный выход 
такролимуса (свыше 530 мг/л) достигнут при 
24-25 °C, рН 6,0-7,5 и  использовании среды, 
содержащей растворимый крахмал, кукуруз-
ный экстракт, сухие дрожжи, минеральные 
соли и отдельные аминокислоты, при дробном 
добавлении суспензии крахмала.

Использование растворимого картофель-
ного крахмала обеспечивало более высокий 
уровень активности штамма в  сравнении 
с  крахмалами из  кукурузы, тапиоки, гороха 
и  др. При увеличении концентрации карто-
фельного крахмала с 25 до 90 г/л выход такро-
лимуса увеличивался в 5 раз. Замена крахмала 
на другие источники углерода (моно- и диса-
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хара, органические кислоты, декстрины и др.) 
приводила к снижению, а в некоторых случаях 
к  подавлению биосинтетической активности. 
Изучение влияния на  биосинтез FK506 куль-
турой ряда сахаров, вводимых в среду с крах-
малом, показало стимулирующий эффект 
глюкозы (5 г/л).

Наиболее приемлемым источником ор-
ганического азота являлся кукурузный экс-
тракт. Активный биосинтез такролимуса на-
блюдается при добавлении в среду пекарских 
дрожжей, вероятно, обеспечивающих необ-
ходимый для биосинтеза FK-506 пул кофак-
торов, витаминов, микроэлементов и  дру-
гих компонентов. Показано стимулирующее 
действие на  биосинтез такролимуса солей 
марганца и  аминокислот  – предшествен-
ников пипеколиновой кислоты. Результаты 
коррелируют с  известными литературными 
данными о  влиянии ионов двухвалентных 

металлов на  функционирование ферментов 
шикиматного пути и важности ряда свобод-
ных аминокислот для замыкания макролид-
ного кольца [4].

Полученные результаты свидетельствует 
о  перспективности использования штамма 
Streptomyces tsukubaensis BKM Ac-2618Д для 
биосинтеза такролимуса, и  могут быть ис-
пользованы для создания биотехнологическо-
го процесса.
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COMPONENTS ON PRODUCER ACTIVITY
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Tacrolimus (FK506) is a polyketide immunosuppressant the most widely used in medical practice. 
Th e strain Streptomyces tsukubaensis VKM Ac-2618D is capable of producing tacrolimus on complex 
media with starch as the main carbon source. In this research, on the basis of phenotypic, phylogenetic 
and chemotaxonomic analysis the strain was referred to the Streptomyces tsukubaensis species. Cultivation 
conditions and individual components of the biosynthetic medium that infl uence the producer biosyn-
thetic activity were defi ned and optimized for the high FK506 level production.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 749

Актуальность и цель работы. Такролимус – 
природный 23-членный макроцикличиский 
поликетид, широко использующийся в  меди-
цинской практике: трансплантологии, дерма-
тологии, терапии аутоиммунных заболева-
ний и  др., синтезируемый актиномицетами 
рода Streptomyces. Объектом изучения являлся 
FK506-продуцирующий штамм Streptomyces 
tsukubaensis ВКМ Ас-2618Д [1].

Целью настоящей работы являлось изучение 
морфофизиологических особенностей куль-
туры Streptomyces tsukubaensis ВКМ Ас-2618Д 
в  процессе роста и  биосинтеза такролимуса, 
а также селекция наиболее активных диссоци-
антов штамма.

Материалы и  методы. Штамм S.  tsukuba-
ensis ВКМ Ас-2618Д был предоставлен ком-
панией ООО «Фарминс», г. Пущино. Штамм 
поддерживали на крахмалосодержащей среде, 
культивировали в  аэрируемых условиях при 
температуре 24-25  °C на  роторной качалке 
(200  об/мин) [1, 2]. Макроморфологические 
характеристики культуры, выращенной при 
температуре 30ºС в течение 14 сут., исследова-
ли согласно протоколу International Streptomy-
ces Project (ISP) [3]. Цветовую гамму окраски 
воздушного и  субстратного мицелия, споро-
вой массы и растворимых пигментов оценива-
ли по шкале RAL K5 Classic gGmbH (Germany). 

Микроморфологические особенности штам-
ма исследовали методом светлого поля или 
с  использованием фазово-контрастной при-
ставки, при увеличениях от  100 до  1000 раз 
с помощью микроскопа Nikon Eclipse 50i. По-
ликетиды анализировали ВЭЖХ [1].

Результаты. Макроморфологические ха-
рактеристики штамма S. tsukubaensis ВКМ Ас-
2618Д оценивали при росте на типовых агари-
зованных средах ISP-1 – ISP-5 [3] и среде МДА. 
Штамм проявлял диссоциацию, выражавшуюся 
в изменении архитектоники и окраски колоний, 
на  средах, содержащих дрожжевой экстракт 
(ISP-2 и  МДА), и  был мономорфен на  дру-
гих диагностических средах: ISP-1 (триптон-
дрожжевой агар), ISP-3 (овсяной агар), ISP-4 
(крахмаловый агар с неорганическими солями) 
и ISP-5 (аспарагин-глицериновый агар). При ро-
сте на МДА штамм образовывал три основных 
морфотипа. Культуры, выращенные из одиноч-
ных колоний разных морфотипов, различались 
по биосинтетической активности.

На среде МДА активный морфотип был пред-
ставлен колониями ярко-кирпичного (аверс) 
с  буровато-оранжевым (реверс) цвета, диаме-
тром до  13  мм; колонии округлые, слабо вра-
стающие в агар, с сухой матовой поверхностью, 
с  возвышающейся центральной зоной, имею-
щей в центре округлое или неправильной фор-
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И СЕЛЕКЦИЯ ВЫСОКОАКТИВНОГО ПРОДУЦЕНТА
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Для высокоактивного такролимус (FK506)-продуцирующего штамма Streptomyces tsuku-
baensis ВКМ Ас-2618Д характерна морфологическая диссоциация в процессе роста и био-
синтеза. Продукция такролимуса зависит от используемого селектанта; разные морфотипы 
отличаются по макро- и микроморфологическим характеристикам. Доля низкопродуктив-
ных форм при диссоциации культуры увеличивается с пролонгированием процесса био-
синтеза и  при многочисленных пересевах. В  результате исследования были определены 
критерии селекции наиболее активных морфотипов.

Ключевые слова: Streptomyces tsukubaensis ВКМ Ас-2618Д, такролимус, FK506, естествен-
ная изменчивость, морфотип, селектант.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Использование микроорганизмов в биотехнологии750

мы углубление; боковые поверхности колоний 
имели гребневидно-морщинистую структуру 
и  заканчивались тонким уплощенным гиа-
линовым слоем пастельно-оранжевого цвета. 
На  микропрепаратах поверхностная зона ко-
лонии состояла из  густо переплетенных гиф, 
в  том числе  – спорогенных. В  жидкой фазе 
выявлялись свободные споры. Однако упоря-
доченных споровых цепей, характерных для 
Streptomyces, не было обнаружено.

Два других морфотипа (с относительно низ-
кой продуктивностью) были представлены 
колониями насыщенного оранжевого и буро-
желтого цвета, имеющими архитектонику, 
отличную от  описанной выше для активного 
морфотипа, с более мелкими колониями. При 
микроскопировании выявлялись фрагменти-
рованные гифы, выступающие из сетевидных 
мицелиальных скоплений, вероятно, соответ-
ствующие многоклеточным спорангиоподоб-
ным репродуктивным структурам, описан-
ным для ряда актиномицетов [4].

При росте на  жидкой биосинтетической 
среде, 3-суточная культура активного мор-
фотипа была представлена мицелием с парал-
лельно ориентированными неветвящимися, 
либо слабо ветвящимися длинными гифами, 
без признаков спорообразования. Формиро-
вание мицелия сопровождалось началом био-
синтеза такролимуса с постепенным увеличе-
нием продуктивности до  100-150  мг/(л·сут). 
В момент активного биосинтеза на 6-е сут. от-
мечалось начало дегенеративных изменений 
культуры. Деструктивные изменения продол-
жались, и после 10-ти сут. биосинтеза у глобу-
лярных скоплений всех размеров уплотнялась 
центральная область, а наружная часть сферы 

становилась более прозрачной и организован-
ной рыхло переплетенными короткими гифа-
ми. К этому периоду скорость биосинтеза сни-
жалась, и уровень FK506 стабилизировался.

Динамика накопления такролимуса и  мор-
фоструктурных изменений культур, выра-
щенных из колоний двух других морфотипов, 
принципиально не  отличались, однако, мак-
симальный достигаемый уровень FK506 был 
на  10-18% ниже, чем при использовании вы-
шеописанного наиболее активного морфотипа. 
В процессе биосинтеза такролимуса, а  также 
при выращивании культуры на агаризованной 
биосинтетической среде происходит диссоци-
ация штамма с образованием малопродуктив-
ных форм. Доля менее активных морфотипов 
увеличивается при пересевах штамма.

Таким образом, для повышения и стабили-
зации биосинтетической активности популя-
ции продуцента необходимо увеличение доли 
продуктивного мицелия первого морфотипа. 
Выявленные в  данной работе микроскопи-
ческие признаки могут быть использованы 
в качестве прогностических критериев оценки 
популяции при изучении влияния различных 
факторов оптимизации процесса.
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Morphological dissociation is a characteristic feature of the tacrolimus (FK506) high-producing strain 
Streptomyces tsukubaensis VKM Ac-2618D during its growth and biosynthesis. Tacrolimus production 
depends on the selectant type used; while morphotypes diff er in their macro- and micromorphological 
characteristics. Th e part of low-productive dissociants is increased depending on the biosynthesis pro-
longation time and passage multiplicity. As a result of the study criteria for the most active morphotypes 
selection were identifi ed.
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Актуальность и  цель работы. Биологиче-
ские способы очистки промышленных и ком-
мунальных сточных вод, основанные на ис-
пользовании биореакторных технологий, 
получают все более широкое применение. Ак-
тинобактерии рода Rhodococcus, осуществляю-
щие процессы окислительной трансформации 
углеводородов и  их производных, склонные 
к  колонизации поверхностей и синтезирую-
щие биосурфактанты, являются перспектив-
ной группой для экологической биотехноло-
гии [1]. В  процессах очистки загрязненной 
воды часто применяют микроорганизмы-
деструкторы в иммобилизованном состоянии, 
что позволяет избежать таких недостатков, 
как нестабильное физиологическое состоя-
ние микробной популяции при изменении 
условий среды; низкая жизнеспособность 
и каталитическая активность свободных кле-
ток; необходимость поддержания высокой 
концентрации биомассыв реакционной сре-
де [2]. Кроме того, иммобилизация микро-
организмов определяет возможность ис-
пользования биореакторов различных типов
и подбора оптимальных для конкретной зада-
чи скоростных режимов.

Для равномерной адсорбции микробных 
клеток на  носителе содержимое биореактора 
перемешивают механически или гидравли-
чески с помощью внешних насосов [2]. Ис-

пользование биореакторов с механическим 
перемешиванием осложнено неравномерным 
распределением клеточной суспензии между 
частицами носителя, а  также высокой энер-
гозатратностью процесса. В то же время, при-
менение гидравлических насосов позволяет 
создавать и  поддерживать в  реакторах псев-
доожиженный слой носителя, благодаря кото-
рому иммобилизованные клетки равномерно 
распределяются по  орошаемой поверхности 
носителя [3].

Целью работы являлось сравнительное ис-
следование процесса иммобилизации родо-
кокков на  твердом органическом носителе в 
биореакторах с различным типом перемеши-
вания.

Материалы и  методы. В  работе использо-
вали штаммы Rhodococcus opacus ИЭГМ 249 
и Rhodococcus ruber ИЭГМ 231, ИЭГМ 615 из 
Региональной профилированной коллекции 
алканотрофных микроорганизмов (www.iegm.
ru/iegmcol/strains). Клетки выращивали в 
МПБ на  орбитальном шейкере (160 об./ мин, 
28 °C) в  течение 28 ч, дважды отмывали нат-
рий-фосфатным буфером и  ресуспендиро-
вали в  нем до  значения ОП600 1,0. На  основе 
полученных суспензий готовили ассоциацию 
клеток R. opacus и  R. ruber (1: 1 v/v). В  каче-
стве носителя использовали гидрофобизован-
ные хвойные опилки [4] с  размером частиц 

ИММОБИЛИЗАЦИЯ АКТИНОБАКТЕРИЙ 

РОДА RHODOCOCCUSRHODOCOCCUS В БИОРЕАКТОРАХ 

РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ
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Изучены закономерности процесса адсорбционной иммобилизации ассоциации алка-
нотрофных бактерий R. ruber и R. opacus на гидрофобизованных хвойных опилках в биоре-
акторах с механическим и циркуляционным перемешиванием. Установлено, что динамика 
процесса иммобилизации родококков на носителе зависит от типа биореактора и гидроди-
намических условий. Показано, что эффективная иммобилизация (1,7 × 107 клеток/г носи-
теля) родококков на опилках достигается в колоночном биореакторе при скорости подачи 
клеточной суспензии 2,0 мл/мин.

Ключевые слова: родококки, адсорбционная иммобилизация, биореактор.
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0,1-0,3  см. Адсорбционную иммобилизацию 
родококков на  носителе проводили в  биоре-
акторах с  (1) механическим и  (2) гидравли-
ческим (циркуляционным) перемешиванием. 
Биореактор с механическим перемешиванием 
представлял собой 250-мл колбу Эрленмейера, 
содержащую 100 мл бактериальной суспензии 
и  2  г носителя, закрепленную на  платформе 
шейкера. Эксперименты проводили при по-
стоянном перемешивании со  скоростью 60; 
110; 160 или 210 об./мин. Лабораторный коло-
ночный биореактор представлен стеклянной 
колонкой (диаметром 1,4 и  высотой 14  см), 
заполненной опилками (2 г). В  колонку, сое-
диненную силиконовыми трубками с  колбой 
Эрленмейера, с помощью перистальтического 
насоса подавали клеточную суспензию со ско-
ростью 0,6; 1,2; 2,0 или 2,8 мл/мин. Орошая 
древесные опилки в направлении снизу-вверх, 
суспензия возвращалась в колбу, обеспечивая 
циркуляционное перемешивание. При скоро-
сти циркуляции суспензии 1,2 мл/мин и выше 
в биореакторе формировался псевдоожижен-
ный слой. Эксперименты проводили в течение 
7 сут в трехкратной повторности. Процесс ад-
сорбции контролировали по измерению пока-
зателя ОП600 клеточной суспензии с помощью 
спектрофотометра Lambda EZ 201.

Результаты. Изучение сравнительной ди-
намики иммобилизационного процесса пока-
зало, что закрепление родококков на хвойных 
опилках наиболее интенсивно происходило 
в  течение первых 48 ч эксперимента. За  это 
время в  условиях колоночного биореактора 
адсорбировалось от  51 до  90% клеток, тогда 
как при перемешивании величина клеточной 
адсорбции составила 29–56%. Насыщение 
поверхности опилок бактериальными клет-
ками приводило к снижению интенсивности 
адсорбции родококков, что наиболее замет-
но при низких (60 и  110 об./мин) скоростях 
перемешивания. При высокоскоростных (160 
и  210   об./мин) режимах уменьшение пока-
зателя ОП600 происходило на протяжении 
7 сут, при этом количество иммобилизован-
ных клеток увеличивалось в 2-3 раза. В тоже 
время, в  колоночном биореакторе при ми-
нимальной (0,6 мл/мин) и  максимальной 
(2,8  мл/мин) скорости прокачивания бакте-
риальной суспензии зарегистрировано незна-

чительное увеличение ОП600 после 72 и 96 ч, 
соответственно. По-ви димому, это обуслов-
лено десорбцией иммобилизованных клеток 
с  поверхности опилок, механическим исти-
ранием материала носителя, а также процес-
сом фрагментации клеточного мицелия ро-
дококков [5].

По нашим данным, максимальное число 
(75%) родококков адсорбировалось на опилках 
при перемешивании со скоростью 210 об/ мин, 
тогда как в биореакторе колоночного типа мак-
симальная (55%) степень адсорбции достига-
лась при скорости подачи суспензии 2,0 мл/ мин. 
При этом каждое последующее снижение скоро-
сти орбитального перемешивания на 50 об/ мин 
сопровождалось уменьшением эффективности 
иммобилизации на 9-11%. При повышении ско-
рости прокачивания бактериальной суспензии 
через биореактор от  2,0 до  2,8 мл/мин не  на-
блюдалось увеличения числа иммобилизован-
ных клеток.

Таким образом, процесс иммобилизации 
родококков на  хвойных опилках целесоо-
бразно проводить в  биореакторе с  циркуля-
ционным перемешиванием при оптимальном 
скоростном режиме (2,0 мл/мин), обеспечи-
вающем прочное закрепление клеток и  до-
стижение высокой (1,7 × 107 клеток/г носите-
ля) концентрации биомассы. Использование 
реактора данного типа позволяет проводить 
иммобилизацию бактерий и очистку загряз-
ненной воды в непрерывном режиме, обеспе-
чивая высокую эффективность биотехнологи-
ческого процесса.

Исследование поддержано грантом Россий-
ского научного фонда (14–14–00643).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Kuyukina M. S., Ivshina I. B. In: Biology of Rhodo-
coccus. Alvarez H. M. (ed), Springer-Verlag, Berlin, 
Heidelberg 2010, 292-313.

2. Егорова Т. А., Клунова С. М., Живухина Е. А. 
Основы биотехнологии. Академия, Москва 
2003.

3. Werther J. Fluidized-Bed Reactors. In: Ullmann’s 
Encyclopedia of Industrial Chemistry. Wiley-VCH 
2007, 50.

4. Podorozhko E. A. et al. Bioresource Technology 
2008, 99 (6), 2001-2008.

5. Ившина И. Б. и  др. Вестник ПГУ 2007, 5 (10), 
107-112.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 753

IMMOBILIZATION OF RHODOCOCCUSRHODOCOCCUS ACTINOBACTERIA 

IN DIFFERENT BIOREACTOR TYPES

Serebrennikova M. К.1, Kuyukina М. S.1,2, Ivshina I. B.1,2
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Mechanisms of adsorptive immobilization of the association of alkanotrophic bacteria from R. ruber 
and R. opacus on hydrophobized pine sawdust were studied in two bioreactor types, i. e. with mechanical 
stirring and circulation fl ow. Th e dynamics of rhodococci immobilization on a carrier appeared to depend 
on the bioreactor used and hydrodynamic conditions. Eff ective immobilization (1.7 × 107 cells/g carrier) 
of rhodococci on sawdust was achieved in the column bioreactor when cell suspension was supplied at 
the rate of 2.0 ml/min.

Актуальность и  цель работы. Загрязнение 
окружающей среды, в  первую очередь ми-
кроэлементами из  группы тяжелых металлов, 
способствует их накоплению и, как следствие, 
резкому снижению биопотенциала живых си-
стем. Как элементы-следы, некоторые тяжелые 
металлы (например, медь, селен, цинк) необхо-
димы для поддержания метаболизма человече-
ского организма. Однако, при более высоких 
концентрациях они могут вести к  губитель-
ным последствиям. Так, например свинец, по-
падая в  организм человека, вызывает свинцо-
вую интоксикацию. Особенностью металлов 
по сравнению с другими элементами является 
их тенденция к  биоаккумуляции. Известно, 

что способность концентрировать металлы, 
в том числе и тяжелые, очень широко распро-
странена в природе среди различных микроор-
ганизмов. Большой интерес вызывает изучение 
данной способности среди микроорганизмов, 
входящих в  состав пробиотических препара-
тов, в частности у бактерий рода Bacillus.

Важным является то, что входящие в  со-
став пробиотических препаратов микроор-
ганизмы рода Bacillus, являются самоэлеми-
нирующимися антагонистами и  способны 
оказывать антитоксическое действие, прояв-
ляющееся в активном выведении токсичных 
веществ из  организма, в  частности тяжелых 
металлов [1, 2].

СПОСОБНОСТЬ ПРОБИОТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ НА 

ОСНОВЕ БАКТЕРИЙ РОДА BACILLUSBACILLUS К БИОАККУМУЛЯЦИИ 

ИОНОВ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ В ОРГАНИЗМЕ 

ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

 Сизенцов А. Н.,  Барышева Е. С.,  Бабушкина А. Е.

ФГБОУ ВПО Оренбургский государственный университет, 
Оренбург, Россия

В публикации представлены данные по  изучению биоаккумулирующей способности 
пробиотических препаратов на основе бактерий рода Bacillus ионов свинца и кадмия при 
создании экспериментальной интоксикации. Полученные данные свидетельствуют о эф-
фективном использовании пробиотиков с целью снижения уровня ионов тяжелых метал-
лов в различных тканях лабораторных животных. В ходе эксперимента было установлено, 
что интенсивность извлечения как ионов свинца так и ионов кадмия составляет более 50%, 
при этом наиболее эффективным является препарат Споробактерин.

Ключевые слова: Вacillus, биоаккумуляция, тяжелые металлы, пробиотики.
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На основании вышеизложенных данных пе-
ред нами была поставлена цель: изучить эффек-
тивность применения пробиотиков на  основе 
спорообразующих бактерий рода Bacillus при 
отравлении свинцом и кадмием.

Материалы и  методы. Для исследования 
возможностей выведения ионов свинца и кад-
мия нами были выбраны пробиотические пре-
параты, так как входящие в их состав бактерии 
рода Вacillus обладают уникальной способно-
стью к  биоаккумуляции металлов [3, 4]. В  ка-
честве пробиотических препаратов нами были 
использованы: Споробактерин (Вacillus subtilis 
534), Бактисубтил (Bacillus cereus IP 5832), Ве-
том-2 (Вacillus subtilis ВКПМ В  7048 и  Вacillus 
licheniformis ВКПМ В  7038). В  качестве токси-
канта использовали соли тяжелых металлов: 
сульфат кадмия и нитрат свинца. При выборе 
металлов исходили из того, что они являются 
наиболее опасными загрязнителями окружаю-
щей среды. Все исследования были выполнены 
на  модели групп-аналогов лабораторных жи-
вотных (крыс) породы «Вистер».

С целью проведения исследования из  144 
особей было сформировано двенадцать 
групп – шесть контрольных и шесть опытных. 
К0 – получала основной рацион, К1 – основной 
рацион с добавлением нитрата свинца из рас-
чёта 150 мг/кг веса тела, К2 – основной раци-
он с добавлением сульфата свинца из расчёта 
150 мг/кг веса тела, К3 – основной рацион с до-
бавлением «Споробактерин», К4  – основной 
рацион с  добавлением «Бактисубтила», К5  – 
основной рацион с  добавлением «Ветом   2», 
три опытные группы получали основной ра-
цион с  добавлением нитрата свинца и  про-
биотиков  – «Споробактерин» (О1), «Бакти-
субтил» (О2), «Ветом 2» (О3), и  три опытные 
группы  – основной рацион с  добавлением 
сульфата кадмия и пробиотиков – О4, О5 и О6, 
соответственно. Дозировки пробиотиков со-
ответствовали аннотациям препаратов. Подо-
пытные животные находились в  одинаковых 
условиях содержания.

Соли тяжёлых металлов задавались в пер-
вый день эксперимента натощак перорально, 
пробиотики применяли через 12 часов после 
введения солей металлов с  первого по  седь-
мой день. Взятие материала проводилось с пе-
риодичностью в  семь дней (фоновое иссле-
дование, седьмой, четырнадцатый и двадцать 
первый дни) путём убоя животных методом 
декапитацией.

После затравки соли металла и дачи про-
биотических препаратов животные наблю-
дались, и  проводилось взятие материала 
с периодичностью в семь дней (фоновое ис-
следование, 7-й, 14-й и 21-й день) на протя-
жении эксперимента для отбора необходимо-
го материала животных умерщвляли путём 
декапитации.

Для оценки биоаккумулирующей способ-
ности нами использовался метод атомно-
абсорбционного спектрального анализа. 
В  качестве атомно-абсорбционного спектро-
фотометра использовался прибор типа AAS-1 
(ГДР) с  набором спектральных ламп. В  каче-
стве биоматериалов нами выбраны кожный 
покров, костная и  мышечная ткани. Пробо-
подготовку выполняли следующим образом: 
навеску биоматериала массой 5  г подвергали 
озолению, затем производили растворение 
зольных осадков в 10% азотной кислоте.

В ходе проведенных экспериментальных 
исследований было установлено, что наи-
большей биоаккумулирующей способно-
стью по отношению к ионам свинца обладает 
костная ткань, при этом как в  контрольных 
так и в опытных группах отмечается сниже-
ние концентрации ионов свинца и  кадмия 
на  протяжении всего эксперимента. Однако 
для всех опытных групп процент выведения 
по сравнению с контрольными группами К1, 
К2, был значительно выше и суммарные зна-
чения для ионов свинца во  всех изучаемых 
тканях к  21 дню исследования составили 
58,9% для группы О1, 44,5% – О2 и 50,7% – О3. 
Для ионов кадмия аналогичные значения 
в  опытных группах составили для группы 
О4 – 61,5%, для групп О5 и О6 – 57,7% и 44,3%, 
соответственно.

Результаты. В результате определения спо-
собности бактерий рода Bacillus, входящих 
в  состав исследуемых пробиотиков, к  био-
аккумуляции тяжёлых металлов по  средству 
определения концентрации их в тканях лабо-
раторных животных установили, что препа-
раты способствуют снижению концентрации 
ионов свинца и  кадмия во  всех исследуемых 
тканях. При этом наибольшей аккумулирую-
щей способностью по  отношению к  ионам 
свинца и кадмия обладает костная ткань.

Наиболее эффективным из  исследуемых 
препаратов при отравлении ионами свинца 
и кадмия является пробиотический препарат 
Споробактерин, а наименее эффективным при 
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интоксикации свинцом Бактисубтил, и  кад-
мием Ветом-2.
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ABILITY OF GENUS BACILLUSBACILLUS BASED PROBIOTIC 

PREPARATIONS TO BIOACCUMULATION OF IONS OF HEAVY 

METALS IN THE ORGANISM OF LABORATORY ANIMALS

Sizentsov A. N., Barysheva E. S., Babushkina A. E.

Orenburg State University, Orenburg, Russia

Studying of the bioaccumulating ability of probiotic preparations on the basis of bacteria of the sort 
Bacillus of ions of lead and cadmium at creation of experimental intoxication are presented in the publica-
tion. Th e obtained data testify to eff ective use of probiotics for the purpose of decrease in level of ions of 
heavy metals in various tissues of laboratory animals. During experiment it was established that intensity 
of extraction as ions of lead and ions of cadmium makes more than 50%, thus the most eff ective is the 
preparation Sporobakterin.

Актуальность и цель работы. В настоящее 
время актуален поиск и изучение бактериаль-
ных гликополимеров, нетоксичных для чело-
века и животных и проявляющих характерные 
для классических эндотоксинов биологические 

свойства. В  этой связи особый интерес пред-
ставляют липополисахариды (ЛПС) и  кап-
сульные полисахариды (КПС) ассоциативных 
азотфиксирующих бактерий рода Niveispirillum 
(реклассифицированных из  Azospirillum), спо-

ХИМИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ 

И БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ГЛИКОПОЛИМЕРОВ 

БАКТЕРИЙ NIVEISPIRILLUM IRAKENSENIVEISPIRILLUM IRAKENSE KBC1

 Суркина А. К.1,  Коннова С. А.2,  Гринёв В. С.1

1ФГБУН Институт биохимии и физиологии растений и микроорганизмов РАН;
2ФГБОУ ВПО Саратовский государственный университет им. Н. Г. Чернышевского, 

Саратов, Россия

Исследование биологической активности гликополимеров бактерий Niveispirillum ira-
kense KBC1 показало, что данные биополимеры являются частичными антагонистами эн-
дотоксина Escherichia coli O55: B5. Выявлено влияние конформации гликанов нивеиспи-
рилл на их летальную токсичность и ингибирующее действие в отношении эндотоксина. 
Методами ГЖХ и  МАЛДИ-МС установлено, что липид А  липополисахарида N. irakense 
KBC1 представлен смесью монофосфорилированных пента-, тетра- и триацилированных 
форм, а  также небольшим количеством дифосфорилированного пентаацилированного 
липида А с β-(1,6)-диглюкозамином в качестве дисахаридного остова и амидно-связанной 
3-гидроксигексадекановой кислотой.

Ключевые слова: Niveispirillum, гликополимер, липид А, острая токсичность, антагонизм.
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собствующих росту и  урожайности ценных 
сельскохозяйственных культур. Целью данной 
работы было изучение токсичности, иммуно-
стимулирующих и антагонистических свойств 
нативных и  модифицированных ЛПС и  КПС 
бактерий N. irakense KBC1.

Материалы и методы. В работе исследова-
лись биополимеры, выделенные из  бактерий 
N.  irakense KBC1: ЛПС (ЛПСКВС1), получен-
ный из  капсулы липополисахарид-белко вый 
комплекс (ЛПБККВС1) и  его освобождённое 
от белка (обработкой протеиназой К 15 ед./ мг 
(Sigma)) производное (ПрКЛПБККВС1). В  ка-
честве препарата сравнения использова-
ли ЛПС (ЛПСE. coli) клинического штамма 
E.  coli  O55: B5 (Sigma). ЛПСКВС1 подвергался 
дефосфорилированию плавиковой кислотой 
(дефЛПСКВС1) и  О-дезацилированию методами 
мягкого щелочного гидролиза с  использова-
нием 0,25 М NaOH (NaOHЛПСKBC1) и  обработ-
кой концентрированным раствором аммиака 
(NH4OHЛПСKBC1) [1].

Состав жирных кислот (ЖК) гликополи-
меров в  виде их метиловых эфиров опреде-
ляли с  помощью газожидкостной хромато-
графии (ГЖХ) на  хроматографе GС-2010 
(Shimadzu, Япония). Размер мицелл препара-
тов определяли в среде 199 при 37 °C на дзета-
сайзере (Malvern, Великобритания). Методом 
МАЛДИ-МС проводили структурное иссле-
дование препарата липида А  (ЛА), получен-
ного в результате мягкого гидролиза ЛПСКВС1 
(4 ч, 2% AcOH). Спектры отрицательных ио-
нов регистрировали в  режиме рефлектрона 
на МАЛДИ масс-спектрометре TOF/TOF 5800 
(AB  Sciex, США) в  ЦКП «Симбиоз» ФГБУН 
ИБФРМ РАН.

Острую токсичность определяли на  бе-
лых нелинейных сенсибилизированных 3,2% 
D-GalN ∙ HCl мышах. Для оценки индукции 
фактора некроза опухоли альфа (ФНО-α) ге-
паринизированную кровь смешивали с  рав-
ным объемом среды 199, добавляли исследуе-
мые гликаны (100 нг/мл) и инкубировали 24 ч 
при 37°C. Мононуклеары выделяли из  пери-
ферической крови условно здоровых до-
норов-добровольцев в  градиенте плотности 
фи ккол-урографин (1,077 г/л), инкубирова-
ли с  исследуемыми препаратами (1 мкг/мл) 
в среде 199 24 ч при 37 °C. Для изучения анта-
гонистических свойств за 2 ч до добавления 
ЛПСE. coli аликвоты цельной крови стимули-
ровали исследуемыми препаратами. Концен-

трацию ФНО-α и  интерлейкина-10 (ИЛ-10) 
определяли в  супернатантах иммунофер-
ментным методом с  использованием ком-
мерческих тест-систем ЗАО «Вектор-Бест» 
(г. Новосибирск).

Результаты и  обсуждение. Методом ГЖХ 
в составе ЛА ЛПСKBC1 идентифицированы ЖК 
С12:0, 3ОН-С14:0 и 3ОН-С16:0 в соотношении 1:6:3. 
Профиль ЖК ЛПБКKBC1 был сходен с ЛПСKBC1, 
однако в  препарате ЛПБКKBC1 обнаружены 
также 2ОН-С14:0 и  С18:1 кислоты. Методом 
МАЛДИ-МС установлено, что ЛПСКВС1 пред-
ставлен смесью монофосфорилированных 
пента-, тетра- и  три-ацилированных форм 
с  β-(1,6)-диглюкозамином в  качестве дисаха-
ридного остова и амидно-связанной 3ОН-С16:0, 
а также небольшим количеством дифосфори-
лированной пентаацильной формы.

LD50, рассчитанные для ЛПСKBC1 и ЛПБКKBC1, 
составили 4,5 мкг/мышь и  148 мкг/мышь со-
ответственно, что значительно превышало 
LD50 ЛПСE. coli (0,14 мкг/мышь). Модификация 
ЛПСKBC1 приводила к  снижению острой ток-
сичности более чем в  40 раз, по  сравнению 
с  нативным препаратом. LD50 ПрКЛПБККВС1 
составила 340 мкг/мышь. Наблюдаемый эф-
фект мог быть связан с изменением после про-
теиназной обработки специфической конфор-
мации молекулы ЛПБК, что подтвердилось 
в  эксперименте по  определению размера ми-
целл ЛПБК и  ПрКЛПБККВС1. Полученные дан-
ные свидетельствовали об изменении оптиче-
ских свойств и увеличении среднего диаметра 
мицелл после модификации приблизительно 
в 3 раза.

Все исследуемые гликаны, за исключением 
ПрКЛПБККВС1, не оказывали значительного сти-
мулирующего эффекта на синтез ИЛ-10 моно-
нуклеарами человека. Под воздействием де-
протеинизированного ЛПБККВС1 содержание 
ИЛ-10 в  культуре клеток постепенно увели-
чивалось с 1 ч инкубации (150 пг/мл) и дости-
гало максимума (240 пг/мл) к  24 часу. Таким 
образом, значительное снижение токсичности 
данного препарата, по сравнению с нативным 
ЛПБК, может быть обусловлено его способно-
стью индуцировать продукцию провоспали-
тельного цитокина. Показана слабая индукция 
ФНО-α под воздействием ЛПС нивеиспирилл 
как клетками цельной крови, так и в культуре 
человеческих моноцитов. дефЛПСКВС1 не прояв-
лял биологическую активность, в то время как 
стимулирующий эффект NН4OHЛПСКВС1 суще-
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ственно превосходил ЛПСКВС1 в эксперименте 
с  цельной кровью. Добавление NН4OHЛПСКВС1 
в  среду инкубирования приводило к  увели-
чению синтеза ФНО-α до  1700 пг/мл. Тем 
не менее, его цитокин-индуцирующая актив-
ность была ниже почти в 2 раза в сравнении 
с действием ЛПСE. coli (3600 пг/мл). При изуче-
нии антагонистических свойств исследуемых 
препаратов показано, что только ЛПБККВС1 
полностью подавлял вызванный ЛПСE. coli син-
тез ФНО-α, в то время как остальные гликаны 
являлись частичными антагонистами. Соглас-
но литературным данным [2], максимальной 
эндотоксической активностью обладают ЛПС, 
ЛА которых представлены β-(1,6)-связанным 
дисахаридом глюкозамина, замещенным дву-
мя фосфатными группами и  шестью остат-
ками ЖК длиной С12 и  С14. В  связи с  этим, 
не вызывает удивления тот факт, что ЛПС ни-
веиспирилл оказались значительно менее ток-
сичны, по сравнению с ЛПСE. coli, и не индуци-

ровали чрезмерного синтеза ФНО-α клетками 
цельной крови человека. Проведенное иссле-
дование гликанов N. irakense позволяет сделать 
вывод о том, что вариации в их ЛА оказывают 
существенное влияние на проявление данны-
ми биополимерами биологической активно-
сти. Изученные биополимеры безопасны для 
человека и животных и являются потенциаль-
ными антагонистами ЛПСE. coli, что может быть 
применено в медицинской практике.

Работа выполнена при частичной поддерж-
ке гранта РФФИ № 14-04-01658, а также гранта 
в рамках госзадания Министерства образова-
ния и науки РФ в сфере научной деятельности 
по заданию 17.488.2014К.
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CHEMICAL MODIFICATION AND BIOLOGICAL 

ACTIVITY OF GLYCOPOLYMERS FROM BACTERIA 

NIVEISPIRILLUM IRAKENSE KBC1
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Studies on the biological activity of glycopolymers from bacteria Niveispirillum irakense KBC1 dem-
onstrated that these glycans act as partial antagonists of Escherichia coli O55: B5 endotoxin. Th e role of 
the conformation of the investigated glycans in their lethal toxicity and inhibitory eff ect on endotoxin was 
shown. By using GLC and MALDI-TOF MS it was determined that the lipid A of the lipopolysaccharide 
N. irakense KBC1 consisted of a mixture of monophosphorylated penta-, tetra-, and triacylated species 
and small amounts of diphosphorylated penta-acylated derivatives with β- (1,6) -diglucosamine bearing 
two amide-linked 3-hydroxyhexadecanoic residues.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Использование микроорганизмов в биотехнологии758

Актуальность и цель работы. Полигидрок-
сиалканоаты (ПГА) – класс природных макро-
молекул, среди которых описаны разнообраз-
ные по  структуре полимеры, образованные 
мономерами различного химического строения 
с различной длиной С-цепи [1]. Все известные 
типы ПГА разделены на три группы: коротко-
цепочечные ПГА состоят из мономеров с дли-
ной углеродной цепи от  трех до  пяти атомов 
(С3-С5), среднецепочечные ПГА  – от  С6 до  С14 
и длинноцепочечные ПГА – свыше С17 и С18.

ПГА обладают комплексом полезных 
свойств – термопластичностью, биосовмести-
мостью с животными тканями, антиоксидант-
ностью, а также разрушаемостью в природной 
среде без образования токсичных продуктов. 
Все это делает перспективным их использова-
ние в сельском хозяйстве, медицине, фармако-
логии, пищевой промышленности и  др. сфе-
рах человеческой деятельности.

Наибольший интерес вызывают сополи-
мерные ПГА, т. к. в  зависимости от  состава 
и  соотношения мономеров в  ПГА их базо-
вые физико-химические свойства меняются 
в  широких пределах [2]. Прежде всего, это 
относится к степени кристалличности и тем-
пературным характеристикам  – параметрам, 
определяющим условия переработки полиме-
ров и  характеристики получаемых изделий. 
Особое место среди ПГА занимают сополиме-
ры, образованные коротко- и среднецепочеч-

ными мономерами, так как сополимеры такого 
типа, например, сополимеры 3-гидроксибути-
рата, 3-гидроксивалерата и  3-гидроксигекса-
ноата (П (3ГБ/3ГВ/3ГГ)) обладают свойствами 
эластомеров и  характеризуются пониженной 
степенью кристалличности в отличие от гомо-
генного высококристалличного поли-3-гид-
роксибутирата (П3ГБ) [3].

Целью настоящей работы явилось иссле-
дование способности природного штамма 
Cupriavidus eutrophus В10646 синтезировать 
трехкомпонентные ПГА, а также изучение их 
физико-химических характеристик.

Материалы и методы. Исследован штамм во-
дородокисляющих бактерий Cupriavidus eutro-
phus В10646, депонированный во Всероссийской 
коллекции промышленных микроорганизмов. 
Бактерии культивировали в строго стерильном 
периодическом режиме на минеральной солевой 
среде Шлегеля: Na2HPO4×H2O – 9,1; KH2PO4–1,5; 
MgSO4×H2O – 0,2; Fe3C6H5O7×7H2O – 0,025 (г/л). 
Источником железа служил раствор железа ли-
моннокислого (5 г/л). Микроэлементы вводили 
в среду по прописи Хоагланда из расчета 3 мл 
стандартного раствора на 1 л среды. Применяли 
режим культивирования бактерий с лимитиро-
ванием роста по азоту на первом этапе и в беза-
зотной среде – на втором, при рН 7,0 и 30ºC [4].

Культивирование бактерий проводили 
в  гетеротрофных условиях, где в  качестве 
основного углеродного субстрата использова-

СИНТЕЗ И СВОЙСТВА ПОЛИ (3-ГИДРОКСИБУТИРАТА/

3-ГИДРОКСИВАЛЕРАТА/3-ГИДРОКСИГЕКСАНОАТА) 

БИОРАЗРУШАЕМЫХ ПОЛИГИДРОКСИАЛКАНОАТОВ

 Сырвачева Д. А.1,2,  Жила Н. О.1,2

1Сибирский федеральный университет; 2Институт биофизики СО РАН, 
Красноярск, Россия

Исследованы закономерности синтеза трехкомпонентных сополимеров П (3ГБ/3ГВ/3ГГ) 
природным штаммом Cupriavidus eutrophus B10646, адаптированным к  валерату натрия 
и гексаноату натрия – субстратам предшественникам синтеза мономеров 3-гидроксивале-
рата (3ГВ) и 3-гидроксигексаноата (3ГГ). Синтезированы образцы П (3ГБ/3ГВ/3ГГ) с содер-
жанием 3ГВ от 7 до 41 мол.% и 3ГГ от 2 до 55 мол.%. Исследованы свойства П (3ГБ/3ГВ/3ГГ) 
и  показано, что содержание мономеров 3ГГ оказывает наиболее выраженное влияние 
на степень кристалличности образцов, снижая значение Сх до 40%.

Ключевые слова: природный штамм, Cupriavidus eutrophus B10646, поли (3-гидрокси-
бутират/3-гидроксивалерат/3-гидроксигексаноат), свойства.
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ли глюкозу (10 г/л), а  в  качестве субстратов-
предшественников для синтеза мономеров 
3-гид роксивалерата и 3-гидроксигексаноата – 
соли валериановой или пропионовой кислоты 
и соли 3-гексановой кислоты, соответственно. 
Для увеличения содержания мономеров 3ГГ 
в сополимерах в среду добавляли акрилат на-
трия в качестве ингибитора пути β-окисления 
жирных кислот.

В ходе экспериментов варьировали соли С5 
кислот (валерат натрия или пропионат натрия) 
и их концентрацию в среде (от 0,5 до 1,0 г/л). 
При этом гексаноат натрия и  акрилат натрия 
в среду добавляли фиксированное количество 
(2,0 и 0,2 г/л, соответственно) в каждом экспе-
рименте. Добавки предшественников в течение 
всего эксперимента осуществляли дробно.

Концентрацию глюкозы в  среде опреде-
ляли ферментно-хромогенным способом 
с  использованием набора «Глюкоза ФКД». 
Урожай биомассы регистрировали по  весу 
сухого вещества и  оптическим показателям 
культуры. Содержание сополимера в клетках 
определяли хроматографией метиловых эфи-
ров жирных кислот после метанолиза био-
массы на  хромато-масс-спектрометре Agilent 
Technologies 5975С, «Agilent» (США).

Молекулярную массу и  молекулярно-мас-
совое распределение ПГА исследовали с  ис-
пользованием хроматографа для гельпрони-
кающей хроматографии Agilent Technologies 
1260 Infi nity (Германия).

Рентгеноструктурный анализ и  определе-
ние степени кристалличности образцов ПГА 
выполнены на  рентгеноспектрометре D8 Ad-
vance «Bruker» (Германия).

Термические свойства биополимеров ис-
следованы методом дифференциальной ска-
нирующей калориметрии (ДСК) с  помощью 
прибора «Mettler Toledo» (Швейцария).

Результаты. При культивировании бакте-
рий на  среде с  валератом натрия в  качестве 
предшественника 3ГВ мономеров выход по-
лимера и включение в него фракций 3ГВ и 3ГГ 
практически не  изменялись и  не  зависели 
от количества добавляемой соли. Содержание 
полимера в  клетке составляло от  38 до  44% 
от веса сухой биомассы, а суммарное содержа-
ние 3ГВ и 3ГГ – 43-48 мол.%. При этом, когда 
концентрация валерата натрия в среде состав-
ляла 1,0 г/л, урожай биомассы и  включение 
3ГВ мономеров было максимальным и состав-
ляло 4,7 г/л и 41 мол.%, соответственно.

При использовании соли пропионовой кис-
лоты в качестве предшественника синтеза 3ГВ 
мономеров наблюдали иную картину. Общий 
выход полимера и суммарное включение моно-
меров 3ГВ и 3ГГ увеличилось, соответственно, 
до 45-52% от веса сухой биомассы и 30-62 мол.%. 
Максимальное содержание полимера в клетке 
и  включение в  него фракции 3ГГ достигнуто 
при концентрации пропионата натрия 0,5 г/л 
и составляло 52% и 55 мол.%, соответственно. 
Урожай биомассы во всех экспериментах нахо-
дился в диапазоне от 4 до 4,5 г/л.

Таким образом, синтезирована линейка 
трехкомпонентных ПГА с различным соотно-
шением фракций 3ГБ, 3ГВ и 3ГГ. Варьируя пода-
ваемые в  среду субстраты-предшественники, 
а также их концентрацию получили трехком-
понентные П (3ГБ/3ГВ/3ГГ) с включением 3ГВ 
от 7 до 41 мол.% и 3ГГ от 2 до 55 мол.%.

С применением современных методов ана-
лиза исследованы физико-химические свой-
ства, полученных образцов П (3ГБ/3ГВ/3ГГ). 
Показано, что молекулярная масса сополи-
мерных образцов значительно ниже, чем у го-
мополимера П3ГБ и  находилась в  пределах 
от 480 до 719 кДа, однако четкой зависимости 
молекулярной массы от состава и содержания 
сополимеров не  обнаружено. Наблюдалось 
явное снижение значений степени кристал-
личности (до 40%) по сравнению с гомополи-
мером (76%). Показатели температурных ха-
рактеристик также заметно снижены, однако 
зависимости значений Тпл от содержания 3ГВ 
и 3ГГ не зафиксировано.

Таким образом, установлено, что трех-
компонентные ПГА в сравнении с П3ГБ име-
ют более низкую степень кристалличности 
и более низкие значения температуры плав-
ления и термической деградации, что делает 
их более эластичными, тем самым более пер-
спективными для изготовления различных 
изделий.
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SYNTHESIS AND PROPERTIES OF POLY (3-HYDROXYBUTYRATE-CO-3-

HYDROXYVALERATE-CO-3-HYDROXYHEXANOATE) BIODEGRADABLE 

POLYHYDROXYALKANOATE

Syrvacheva D. A.1,2, Zhila N. O.1,2
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Th e study investigates synthesis of poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate-co-3-hydroxy-
hexanoate) (P  (3HB-co-3HV-co-3HHx)) terpolymers by the wild-type strain Cupriavidus eutrophus 
B10646 adapted to sodium valerate and sodium hexanoate – the precursors substrates for synthesis of 
3-hydroxyvalerate (3HV) and 3-hydroxyhexanoate (3HHx) monomer units. Samples of P (3HB-co-3HV-
co-3HHx) were synthesized with diff erent molar fractions of 3HV from 7 to 41 mol.% and 3HHx from a 
few mol.% to 55 mol.%. Th e study of P (3HB-co-3HV-co-3HHx) terpolymers shows that the molar frac-
tion of 3HHx has the strongest infl uence on the degree of crystallinity of terpolymer samples, decreasing 
the Cx to 40%.

Актуальность и  цель работы. В  качестве 
стартового соединения для получения фар-
макологически активных соединений широко 
используется доступный растительный три-
терпеноид бетулин, окисленные производные 
которого проявляют противовоспалительную, 
гепапротекторную, противоопухолевую, про-
тивовирусную активность. В  настоящее вре-
мя предпринимаются попытки биологической 
трансформации бетулина с  помощью микро-
организмов. Примеры по  биотрансформации 
бетулина пока немногочисленны и  связаны 
преимущественно с  использованием грибов 
Armillaria, Aspergillus, Chaetomium, Cunning-
hamella, Microsporum, Trichophyton. При этом 
большинство исследованных культур катали-

зируют окисление первичной гидроксильной 
группы бетулина с образованием бетулиновой 
кислоты [1, 2]. Недавно появились сведения 
о региоселективном окислении бетулина до бе-
тулона, перспективного интермедиата в синтезе 
противоопухолевых агентов, с использованием 
дрожжей Rhodotorula mucilaginosa F10 [3] и гри-
бов Dothideomycete sp. HQ 316564 [4]. Однако 
описанные процессы биотрансформации бе-
тулина в бетулон растущими клетками грибов 
и  дрожжей характеризуются значительными 
недостатками, как то: использованием бетули-
на в низких (0,1 и 0,057 г/л) концентрациях; вы-
сокой продолжительностью (до 144 ч) процесса 
биотрансформации; образованием побочных 
метаболитов.

ОСОБЕННОСТИ ПРОЦЕССА 

БИОТРАНСФОРМАЦИИ БЕТУЛИНА

 Тарасова Е. В.

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Исследованы особенности процесса биотрансформации бетулина в относительно вы-
соких концентрациях с использованием штамма R. rhodochrous ИЭГМ 66 из Региональной 
профилированной коллекции алканотрофных микроорганизмов. Установлено, что окис-
лительная биотрансформация бетулина протекает благодаря адгезии актинобактериаль-
ных клеток к тритерпеновому субстрату. Показано, что бетулин в концентрации 1,0-3,0 г/л 
не оказывал ингибирующего влияния на дыхание бактериальных клеток, при этом выход 
целевого продукта через 96 ч составлял 60-74%.

Ключевые слова: биотрансформация, Rhodococcus, пентациклические тритерпеноиды, 
бетулин.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Тематический выпуск  «Пермский научный форум» 761

Ранее на  основе генофонда Региональной 
профилированной коллекции алканотрофных 
микроорганизмов (официальный акроним кол-
лекции ИЭГМ, номер во Всемирной федерации 
коллекций культур 768, www.iegm.ru/iegmcol) 
была показана способность родококков к  эф-
фективной биотрансформации бетулина с об-
разованием бетулона [5]. Отобран штамм 
R. rhodochrous ИЭГМ 66, эффективно катализи-
рующий образование бетулона (60%), подобра-
ны оптимальные условия процесса биотранс-
формации бетулина (0,5 г/л) с использованием 
нерастущих клеток родококков.

Цель работы – исследование особенностей 
процесса биотрансформации бетулина в  от-
носительно высоких (1,0; 2,0; 3,0 г/л) концен-
трациях.

Материалы и методы. В работе использо-
вали штамм R.  rhodochrous ИЭГМ 66 из  Ре-
гиональной профилированной коллекции 
алканотрофных микроорганизмов. Родокок-
ки предварительно выращивали в  мясопеп-
тонном бульоне в течение 48 ч. Осажденную 
центрифугированием биомассу трижды про-
мывали, ресуспендировали в 100 мл фосфат-
ного буфера (рН 8,0) и доводили оптическую 
плотность клеточной суспензии до значения 
OD600 2,6. Бетулин вносили в  виде раствора 
в  диметилсульфоксиде в  концентрации 1,0; 
2,0 или 3,0 г/л, при этом наблюдалось образо-
вание мелкодисперсного осадка, представлен-
ного твердыми частицами. Продолжитель-
ность экспериментов по  биотрансформации 
бетулина нерастущими клетками составля-
ла 96 ч.  Дыхательную активность родокок-
ков определяли с  помощью 6-канального 
респирометра Micro-Oxymax® (Columbus 
Instruments, США). Цитоморфологические 
исследования проводили методом фазово-
контрастной микроскопии с использованием 
микроскопа Axiostar plus (Carl Zeiss, Герма-
ния). Визуализацию бактериальных клеток 
осуществляли с  помощью интегрированной 
системы микрокопирования, состоящей из ла-
зерного конфокального микроскопа Olym-
pus FV1000 (Olympus Corporation, Япония) 
и атом но-силового микроскопа (АСМ) Asylum 
MFP-3D (Asylum Research, США). Бетулин 
и продукты его биотрансформации экстраги-
ровали этилацетатом. Качественный и коли-
чественный состав метаболитов определяли 
методом тонкослойной хроматографии, а так-
же хро мато-масс-спектрометрии с помощью 

хроматографа Agilent 6890N/5975B (Agilent 
technology, США).

Результаты. По  нашим данным, родококки 
в  присутствии бетулина образуют гетероген-
ные агломераты, состоящие из бактериальных 
клеток и твердых частиц. Показано, что повы-
шение (в 2-6 раз) концентрации вносимого бе-
тулина приводило к увеличению размера агло-
мератов. Результаты конфокальной лазерной 
сканирующей микроскопии свидетельствова-
ли о  сохранении высокого уровня жизнеспо-
собности родококков в  составе агломератов. 
Влияние гидрофобного субстрата на морфоло-
гию клеточной поверхности родококков в про-
цессе биотрансформации бетулина оценивали 
с применением АСМ. В присутствии 1,0-3,0 г/л 
бетулина на  поверхности бактериальных кле-
ток визуализировали неровности различного 
масштаба, представляющие собой адсорбиро-
ванные частицы бетулина. Анализ полученных 
АСМ-изображений свидетельствует о том, что 
процесс окислительной биотрансформации бе-
тулина родококками протекает благодаря не-
посредственной адгезии бактериальных клеток 
к тритерпеновому субстрату.

В процессе исследования респираторной 
активности родококков установлено, что бе-
тулин в концентрации от 1,0 до 3,0 г/л не ока-
зывал ингибирующего влияния на  дыхание 
бактериальных клеток. При этом скорость по-
требления О2 практически не зависела от кон-
центрации вносимого бетулина и  достигала 
максимальных значений в течение первых 24 ч 
эксперимента. В данный период регистрирова-
лась наибольшая каталитическая активность 
родококков в отношении 1,0, 2,0, 3,0 г/л бету-
лина с образованием 56,8, 51,7 и 40% бетулона 
соответственно. В последующие часы наблю-
далось постепенное снижение и стабилизация 
интенсивности дыхания и каталитической ак-
тивности родококков. Максимальный выход 
целевого продукта достигался через 96 ч и со-
ставлял 60-74%. Следует отметить, что в про-
цессах биотрансформации бетулина в бетулон 
с применением растущих клеток грибов Dothi-
deomycete и дрожжей Rhodotorula уровень био-
конверсии бетулина не превышал 43,4 и 52,6% 
соответственно при использовании значи-
тельно меньших концентраций субстрата.

В результате проведенных исследований 
установлено, что родококки характеризуются 
высоким уровнем каталитической и дыхатель-
ной активности в  условиях внесения повы-
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шенных концентраций бетулина. С использо-
ванием методов микроскопического анализа 
выявлена выраженная тенденция к агрегации 
актинобактериальных клеток с  частицами 
тритерпенового субстрата и  формированию 
устойчивых гетерогенных агломератов.

Исследование выполнено в  рамках ГЗ 
6.1194.2014/K Минобрнауки России и  под-
держано грантом РФФИ (№ 14–04–96017-р_
урал_а).
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SPECIAL ASPECTS OF BETULIN 

BIOTRANSFORMATION

Tarasova E. V.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, RAS, Perm, Russia

Th e biotransformation process at high betulin concentrations using R. rhodochrous IEGM 66 strain 
from the Regional Specialized Collection of Alkanotrophic Microorganisms was studied. Th e oxidative 
betulin biotransformation was found to occur by the adhesion of actinobacterial cells to triterpene sub-
strate. Betulin at high initial concentrations (1.0 to 3.0 g/L) did not inhibit respiration of bacterial cells, 
and betulone production reached 60–74% within 96 h.

ИЗУЧЕНИЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ 

АКТИВНОСТИ ЭТАНОЛЬНЫХ ЭКСТРАКТОВ 

КУСТИСТЫХ ЛИШАЙНИКОВ ЯКУТИИ

 Тарасова Л. А.1,  Ахременко Я. А.1,  Прокопьев И. А.2, 

 Поляниченко А. А.1,  Бейноева Я. С.1,  Федоров А. А.1

1ФГАОУ ВПО «Северо-Восточный Федеральный университет им. М. К. Амосова»;
2ФГБУН Институт биологических проблем криолитозоны СО РАН, 

Якутск, Россия

Целью исследования являлось изучение антимикробной активности этанольных экс-
трактов лишайников Cladonia stellaris, Flavocetraria cucullata, Evernia esorediosa, Cladonia 
arbuscula, Cladonia amaurocraea в  отношении контрольных штаммов Enterococcus faecalis 
ATCC® 29212, Escherichia coli ATCC® 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, Staphylococ-
cus aureus ATCC® 29213. Определение антибиотической активности этанольных экстрактов 
лишайников проводили методом серийных разведений c определением минимальной ин-
гибирующей и бактерицидной концентраций. Сильный бактерицидный и бактериостати-
ческий эффект в достаточно низких концентрациях все экстракты проявляли относитель-
но грамположительных бактерий (МИК 1,5-6,2 мг/мл, МБК 3,1-6,2 мг/мл). В то же время, 
аналогичный эффект этанольных экстрактов лишайников в отношении грамотрицатель-
ных бактерий наблюдался в концентрациях более высоких: МИК экстрактов колебалась 
в пределах 12,5-6,2 мг/мл, МБК – 12,5-25 мг/мл. Таким образом, полученные в результате 
исследования данные свидетельствуют о достаточно высокой противомикробной актив-
ности спиртовых экстрактов протестированных лишайников.

Ключевые слова: лишайник, антибиотикорезистентность, лекарственная устойчивость, 
фитопрепарат.
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Актуальность и  цель работы. Несмотря 
на бурное развитие химической промышлен-
ности, проблема поиска новых растительных 
источников лекарственных веществ остается 
актуальной. Фитопрепараты привлекают ис-
следователей рядом положительных свойств: 
высокая эффективность при низкой токсич-
ности, широкий спектр действия и  относи-
тельная дешевизна по сравнению с синтетиче-
скими средствами.

Республика Саха (Якутия) обладает огром-
ным резервом биологически активных веществ 
растительного происхождения. Особый ин-
терес представляет изучение лишайников, 
произрастающих на территории Якутии. Ли-
шайники издревле используются в  качестве 
антимикробного средства в  народной меди-
цине. Высокая антибиотическая активность 
связана с  действием лишайниковых кислот 
и, прежде всего, усниновой кислоты, инги-
бирующая активность которой в отношении 
грамположительных бактерий, микобакте-
рий и  грибов была доказана рядом исследо-
ваний [1,2].

Кроме усниновой кислоты, в  настоящие 
время известно порядка 500 соединений отно-
сящихся к группе лишайниковых кислот, мно-
гие из  которых обладают антибиотическими 
свойствами [4].

Цель  – выявить антибактериальную ак-
тивность этанольных экстрактов эпигейных 
и  эпифитных видов кустистых лишайников 
(семейства Cladoniaceae, Parmeliaceae), произ-
растающих в  климатических условиях Цен-
тральной Якутии, в  отношении условно-па-
тогенных и патогенных микроорганизмов.

Материалы и методы. Воздушно-сухие тал-
ломы лишайников массой 1 г экстрагировали 
10 мл 96% этанола в течение 24 ч. Полученные 
экстракты фильтровали.

Определение антибиотической активности 
этанольных экстрактов лишайников прово-
дили методом двухкратных серийных разве-
дений. В  качестве тест-культур использова-
лись контрольные штаммы Американской 
коллекции типовых культур: Enterococcus 
faecalis ATCC® 29212, Escherichia coli ATCC® 
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, 
Staphylococcus aureus ATCC® 29213. Культиви-
рование тестовых культур проводили в жид-
кой питательной среде МПБ. Тестирование 
проводилось в  2 мл каждого разведения 
экстрактов с  конечной концентрацией тест-

культур 5х105  КОЕ/ мл. Определяли мини-
мальные ингибирующую и  бактерицидную 
концентрации.

Поскольку в исследовании использовались 
96% этанольные экстракты, для определения 
истинной антибиотической активности ли-
шайников параллельно определялась актив-
ность 96% этилового спирта в  отношении 
тех же тест-культур с использованием анало-
гичной методики.

Результаты. Для определения антибиоти-
ческого эффекта этанольных экстрактов в ка-
честве контроля использовали 96% этиловый 
спирт. Было установлено, что бактериоста-
тическое и  бактерицидное воздействие 96% 
спирта проявлялось в основном в разведениях 
в 2 и 4 раза соответственно. В двух случаях по-
давление роста и гибель бактерий E. coli были 
вызваны спиртом, а не действием экстрактов 
(Cladonia stellaris, Flavocetraria cucullata).

Полученные в результате исследования дан-
ные свидетельствуют о  достаточно высокой 
противомикробной активности этанольных 
экстрактов эпигейных и эпифитных видов ку-
стистых лишайников (семейства Cladoniaceae, 
Parmeliaceae), произрастающих в  климати-
ческих условиях Центральной Якутии, в  от-
ношении условно-патогенных и  патогенных 
микроорганизмов.

Исследование показало, что выражен-
ность антибактериальной активности зависит 
от  рода тестируемого микроорганизма. Наи-
большая выраженность антибиотического дей-
ствия спиртовых извлечений из  лишайников 
отмечена в  отношении грамположительных 
бактерий. Сильный бактерицидный и  бакте-
риостатический эффект в достаточно низких 
концентрациях все экстракты проявляли от-
носительно S. aureus (МИК 1,5-6,2 мг/ мл, МБК 
3,1-6,2 мг/мл) и E. faecalis (МИК 1,5-6,2 мг/мл, 
МБК 3,1-6,2 мг/мл). В то же время, аналогич-
ный эффект этанольных экстрактов лишайни-
ков в отношении грамотрицательных бактерий 
наблюдался в  концентрациях более высоких. 
Для E. coli МИК экстрактов колебалась в пре-
делах 12,5-6,2  мг/мл, МБК – 12,5-25  мг/мл. 
Относительно P.  aeruginosa подавление роста 
отмечалось при использовании концентра-
ции экстракта 12,5-6,2 мг/мл, полная гибель – 
так же 12,5-6,2 мг/мл.

Изучаемые этанольные экстракты лишай-
ников обладали различным противомикроб-
ным действием. Так, наиболее широкий спектр 
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активности и  наименее низкие МИК и  МБК 
для большинства микроорганизмов выявлены 
у экстрактов Evernia esorediosa, Cladonia arbu-
scula и Cladonia amaurocraea. Отличия в проти-
вомикробной активности спиртовых экстрак-
тов разных видов лишайников, по-видимо му, 
объясняются различным качественным и ко-
личественным содержанием БАВ в  них. По-
скольку экстракты представляют собой смесь 
биологически активных веществ лишайников, 
их антимикробная активность может быть 
обусловлена результатом действия, как от-
дельных компонентов, так и  их взаимодей-
ствия, которое оказывает различное влияние 

на  общую активность экстрактов. В  связи 
с этим, в дальнейшем необходимо оценить ан-
тимикробное действие лишайниковых кислот 
по отдельности.
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STUDY OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETHANOL 

EXTRACTS FROM LICHENS OF YAKUTIA

Tarasova L. A.1, Akhremenko Y. A.1, Prokopiev I. A.2, 

Polyanichenko A. A.1, Beinoeva Y. S.1, Fedorov A. A.1

1Norht-eastern Federal University; 2Institute of Biological Problems 
of the Permafrost Zone SB RAS, Yakutsk, Russia

Th e aim of this study was to investigate the antimicrobial activity of ethanol extracts of the lichens 
Cladonia stellaris, Flavocetraria cucullata, Evernia esorediosa, Cladonia arbuscula, Cladonia amaurocra-
ea against Enterococcus faecalis ATCC® 29212, Escherichia coli ATCC® 25922, Pseudomonas aeruginosa 
ATCC® 27853, Staphylococcus aureus ATCC® 29213. Th e antimicrobial activity was estimated by the de-
termination of the minimal inhibitory and bactericidal concentration by the broth dilution method. All 
extract compounds were highly active against gram-positive microorganisms with minimum inhibitory 
concentration values ranging from 1,5 to 3,1 mg/ml and minimum bactericidal concentration – 3,1 to 
6,2 mg/ml. Inhibitory activity of ethanol extracts on gram-negative bacteria was detected in the concen-
tration values ranging 6,2-12,5 mg/ml, bactericidal eff ect – 12,5-25 mg/ml. Present study showed that 
tested lichen compounds demonstrated a strong antimicrobial eff ect. Th is suggests that these lichens can 
be used as new sources of the natural antimicrobial agents.

ФОСФАТСОЛЮБИЛИЗИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ 

ЭНДОФИТНЫХ БАКТЕРИЙ, АССОЦИИРОВАННЫХ 

С ПРЕДСТАВИТЕЛЯМИ СЕМЕЙСТВА POACEAEPOACEAE

 Шаравин Д. Ю.,  Ковалевская Н. П.

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, Пермь, Россия

Была исследована фосфатсолюбилизирующая способность галотолерантных эндофитных 
азотфиксирующих, нитратредуцирующих и  денитрифицирующих бактерий, выделенных 
с листовой поверхности проростков пшеницы, овса и ржи. Установлено, что интенсивность 
и начало процесса высвобождения фосфатов в среду галотолерантными бактериями зависит 
от симбиотической принадлежности к конкретной злаковой культуре. Примечательно, что 
эндофитные бактерии – симбионты ржи более активно синтезируют органические кислоты, 
чем симбионты пшеницы, тем самым ускоряя процесс фосфатсолюбилизации.

Ключевые слова: эндофитные бактерии, солюбилизация фосфатов почвы.
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Актуальность и  цель работы. Фосфор  – 
один из  базовых элементов минерального 
питания, недостаток которого угнетает рост 
сельскохозяйственных растений. Усвоение 
фосфатов растениями полноценно происхо-
дит только на кислых почвах – подзолистых 
и торфяных, – в которых фосфат кальция под 
действием кислот постепенно переходит в до-
ступный растениям дигидрофосфат кальция. 
Из-за высокой стоимости многие развивающи-
еся страны практически не используют хими-
ческие фосфорные удобрения. В связи с этим 
актуален вопрос о  разработке биотехнологи-
ческих подходов для повышения усвояемости 
растениями фосфатов из труднорастворимых 
минералов почвы. Микробная фосфатсолю-
билизация может служить основой для разра-
ботки биофосфорных удобрений. 

Целью настоящего исследования являлось 
выделение галотолерантных эндофитных 
бактерий  – симбионтов злаковых культур 
и  изучение их фосфатсолюбилизирующей 
активности.

Материалы и  методы. Штаммы галото-
лератных бактерий выделяли с  листовой по-
верхности проростков злаковых растений: 
1) овёс посевной (Avena sativa) сорт Спринт–2; 
2) рожь посевная (Secale cereale) сорт Саратов-
ская-5; 3) пшеница мягкая (Triticum aestivum) 
сорт Горноуральская. Семена растений прора-
щивали в стерильном песке 7-10 суток. Бакте-
риальную суспензию, полученную при смыве 
с листовой поверхности проростков физиоло-
гическим раствором, рассевали на агаризован-
ную среду «Гальченко» [1] с 5 г/л глюкозы и 1% 
NaCl. Селекцию азотфиксирующих, нитра-
тредуцирующих и  денитрифицирующих бак-
терий проводили на безазотистой среде либо 
с  использованием KNO3 или NH4Cl (1 г/л). 
Способность к растворению фосфатов анали-
зировали двумя способами: 1) качественная 
реакция с  индикатором метиловым красным 
(появление красных зон вокруг колоний ра-
стущих на  агаризованной среде с  нераство-
римыми фосфатами); 2) спектрофотометри-
ческое определение фосфора по образованию 
окрашенного комплекса малахитового зелено-
го с фосфорномолибденовой кислотой в куль-
туральной жидкости (в  качестве источни-
ка фосфора использовался гидроксиапатит, 
который при снижении рН среды ниже 7,0 
переходил в  растворимые формы фосфора). 
Подсчёт численности бактерий проводили 

методом предельных разведений на  агари-
зованной минеральной среде с  глюкозой 
и  NH4Cl по  появлению колониеобразующих 
единиц (КОЕ/ мл). Содержание индолил-3-
ук сусной кислоты (ИУК) определяли мето-
дом Сальковского (0,05М FeCl3 в 35% HClO4 
при 540   нм) при добавлении в  культураль-
ную среду L-трип тофана по  калибровочной 
кривой, построенной с использованием стан-
дартных растворов ИУК [2].

Результаты. С  листовой поверхности про-
ростков овса, пшеницы и  ржи были выделе-
ны штаммы галотолерантных эндофитных 
бактерий (азотфиксирующие – ПА, РА1, РА2; 
нитратредуцирующие  – ПН, РН; денитрифи-
цирующие – ПД, РД1, РД2). На примере наи-
более активных из  известных в  литературе 
штаммов показано, что наиболее эффективно 
высвобождают фосфаты штаммы, стехиоме-
трически окисляющие глюкозу до глюконовой 
и  кетоглюконовой кислот. При этом глюкоза 
сначала полностью окисляется в  эти кисло-
ты, которые вызывают растворение фосфа-
тов и  начинают усваиваться микроорганиз-
мами только после окисления всей глюкозы 
в  среде. При периодическом культивирова-
нии исследуемых штаммов на  минеральной 
среде с  глюкозой в  присутствии избыточно-
го количества (12 мМ) нерастворимых в воде 
фосфатов на  протяжении 10 суток во  всех 
культурах было отмечено снижение рН сре-
ды от  6,30 до  3,85. Численность всех групп 
бактерий (азотфиксирующие – 1-4×106; нитра-
тредуцирующие – 1-2×108; денитрифицирую-
щие  – 3-9×106, кл/мл) к  концу эксперимента 
снижалась в  100-1000 раз. На  агаризованной 
минеральной среде “Г” со смесью нераствори-
мых в воде фосфатов (12 мМ) через 10 суток 
культивирования вокруг растущих колоний 
образовывались зоны просветления. При-
мечательно, что с  индикатором метиловым 
красным характерные красные ореолы вокруг 
колоний были зафиксированы только с бакте-
риальными штаммами, выделенными с  про-
ростков ржи (РА2, РД2, РН). Размеры окра-
шенных областей вокруг колоний составляли 
от 4 до 8 см в диаметре.

Периодическое культивирование бактерий 
на  среде «Г» с  гидроксиапатитом (19 мМ, рН 
среды 7,9) показало, что уже через сутки про-
исходит закисление среды. Через 8 суток во-
дородный показатель среды для культур соот-
ветствовал ПА  – 6,17, РА1  – 5,74, РА2  – 5,86, 
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PHOSPHATE–SOLUBILIZING ACTIVITY OF ENDOPHYTIC 

BACTERIA ASSOCIATED WITH REPRESENTATIVES 

OF THE FAMILY POACEAEPOACEAE

Sharavin D. Y., Kovalevskaya N. P.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, RAS, Perm, Russia

Th e phosphate–solubilizing activity (PSA) of the endophytic halotolerant nitrogen-fi xing, nitrate re-
ducing and denitrifying bacteria isolated from wheat, rye and oats leaf surface was studied in this work. 
Th e origin and intensity of phosphate release process under the impact of halotolerant bacteria depends 
on symbiotic link with specifi c cereal. Notably that rye’s endophytic symbionts synthesize organic acids 
rather actively than the wheat ones, thus intensifying the PSA.

ПН  – 6,11, РН  – 5,77, ПД  – 6,08, РД1  – 5,87, 
РД2 – 6,48. Спектрофотометрическое опреде-
ление растворимых в  воде фосфатов показа-
ло, что уже через 3 суток все бактериальные 
штаммы, выделенные с листовой поверхности 
ржи, проявляли фосфатсолюбилизирующую 
активность. Эндофитные бактерии (ПД, ПА, 
ПН), изолированные с  пшеницы, начинали 
высвобождать фосфаты только через 4 суток. 
Следует отметить, что максимальная концен-
трация растворимых фосфатов в культураль-
ной жидкости была зафиксирована у  азот-
фиксирующего симбионта ржи РА1 (4,66 мМ), 
а  минимальная у  азотфиксирующего симби-
онта пшеницы ПА (0,951 мМ). За 4 суток из-
влечение растворимых форм фосфора в среде 
с  гидроксиапатитом составило для штаммов 
ПА – 5%, РА1 – 24,5%, РА2 – 11,7%, ПН – 9,7%, 
РН – 14,4%, ПД   – 17,7%, РД1 – 11,7%, РД2 – 
17,8%. В стерильной среде с гидроксиапатитом 
через 8 суток инкубации контрольных колб 
при 29°C растворимые формы фосфора спек-
трофотометрически не были обнаружены.

При росте на  среде «Г» с  растворимыми 
фосфатами (KH2PO4) численность бактерий 
через 2-3 суток для всех исследуемых культур 
достигала до 108 кл/мл. Однако на минераль-
ной среде с гидроксиапатитом их рост сильно 
тормозился и  через 8 суток титр клеток уве-
личивался только до  107 кл/мл. На  протяже-

нии всего эксперимента ни в одной из культур 
не  удалось обнаружить синтеза индолил-3-
уксусной кислоты.

Таким образом, в  результате проведённых 
экспериментов было установлено, что эндо-
фитные бактерии злаковых культур в  усло-
виях недостатка растворимых форм фосфора 
в среде могут извлекать его из труднораство-
римых минералов почвы. Микробный синтез 
органических кислот приводит к закислению 
почвы и  способствует повышению концен-
трации растворимых фосфатов. Установлено, 
что процесс солюбилизации фосфатов галото-
лерантными бактериями – симбионтами ржи 
происходит интенсивнее, чем у  симбионтов 
пшеницы. Следует отметить, что фосфатсо-
любилизация тормозит развитие бактериаль-
ных культур и, возможно, ингибирует синтез 
фитогормонов.

Работа поддержана Программой УрО 
РАН «Молекулярная и  клеточная биология» 
(№ 01201256858).
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Актуальность и  цель работы. Базидиаль-
ные культивируемые грибы рассматриваются 
как перспективное экологически чистое сы-
рье для создания лечебно-профилактичес ких 
и медицинских препаратов широкого спектра 
действия. Особый интерес представляют по-
лисахариды грибного происхождения, в  том 
числе хитин – благодаря свойствам восстанав-
ливающего и  стабилизирующего субмикро-
структуры матрикса, наряду с  доступностью, 
биосовместимостью, радиопротекторным, ан-
тибактериальным свойствам.

Актуальность биомедицинского приме-
нения селена базируется на  том, что селен 
как биокатализатор и  активный компонент 
многочисленных ферментов необходим для 
правильного функционирования иммунной 
системы, обладает антимутагенным, антикан-
церогенным эффектом; играет протективную 
роль при окислительном стрессе, приводя 
к  улучшению гематологических параметров 
и снижению уровня пероксидного окисления 
липидов клеточных мембран. В обсуждаемом 
аспекте альтернативы наноразмерной Se  (0) 
форме селена практически нет, поскольку 
к настоящему времени стало очевидным рез-
кое снижение токсичности вводимого в  ор-

ганизм селена при переходе от  селенита на-
трия, селенометионина, метилселеноцистеина 
к  элементному субмикроселену, и  при этом 
сохранение положительной регуляторной 
функции экзогенного селена в отношении се-
леноферментов.

Используемые в настоящее время способы 
получения субмикроселена не  слишком при-
влекательны с  разных точек зрения. Наряду 
с чисто химическими, дорогостоящими и не-
экологичными методиками, это восстанов-
ление селенита до  элементного серого селена 
некоторыми бактериальными культурами, 
аэробный биогенез наносфер селена бацил-
лами из почвы каменноугольных шахт, прак-
тически общепринятый лабораторный метод 
получения красного селена in vitro из селенита 
и бычьего сывороточного альбумина (исполь-
зование чистого белка).

Привлекательна идея биотрансформации 
ксенобиотических элементоорганических сое-
динений, сопровождающейся восстановлением 
и  стабилизацией элемента в  нулевой степени 
окисления. В  нашей работе роль биологиче-
ского компонента отводится мицелиальным 
грибным культурам, роль изучаемого элемен-
та  – селену. Такой подход в  конечном итоге 

ПОТЕНЦИАЛЬНОЕ БИОМЕДИЦИНСКОЕ 

НАЗНАЧЕНИЕ СЕЛЕНИЗИРОВАННОГО МИЦЕЛИЯ 

ВЫСШИХ ГРИБОВ
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Высшие грибы рассматриваются как перспективное экологически чистое сырье для соз-
дания лечебно-профилактических и медицинских препаратов. Особый интерес представля-
ют обогащенные селеном субстанции грибного происхождения благодаря их доступности, 
биосовместимости, доказанной биологической активности. Актуальность биомедицинско-
го применения селена несомненна. К настоящему времени стало очевидным резкое сниже-
ние токсичности вводимого в организм селена при переходе от селенита натрия к элемент-
ному Se. Отраженный в настоящей работе подход позволяет получить субмикроразмерные 
частицы элементного селена с использованием культур съедобных грибов.
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позволит получить субмикроразмерные ча-
стицы элементного селена с  использованием 
микологических культур, питательные среды 
выращивания которых как среды для синте-
за и  стабилизации наночастиц сами по  себе 
в полной мере удовлетворяют критериям “зе-
леной” химии

Цель данной работы  – скрининг био-
трансформирующей способности культур 
макробазидиомицетов в отношении селенор-
ганического соединения 1,5-дифенил-3-се лен-
пентандиона-1,5 (диацетофенонилселенид, 
бис (бензоилметил) селенид, препарат ДАФС-
25); разработка экспериментальных подходов 
к  получению субмикроструктурированного 
селена для его дальнейшего использования.

Материалы и методы. Для характеризации 
селенизированного мицелия использовали ме-
тоды рентгенофазового анализа, спектроско-
пии комбинационного рассеяния, энергоди-
сперсионной рентгеновской спектроскопии, 
сканирующей электронной микроскопии. Для 
выяснения форм селена, полученного в мице-
лии грибов, применяли метод КР. Измерение 
спектров КР проводили с  использованием 
зондовой нанолаборатории Интегра Спектра 
(НТ-МДТ, г. Зеленоград, Россия). Регистри-
ровали также спектры препарата ДАФС-25, 
цистеина, селена серого и красного (получен-
ного in vitro). В качестве контрольного образ-
ца использовали серый (99.99 масс.%-ный) 
селен. Грибные культуры характеризовали 
соотношением красной (линия при 245  см–1) 
и серой (сигнал при 230 см–1) модификаций се-
лена, образовавшегося в ходе биодеструкции 
органического селенида. Детектирование Se 
осуществляли при использовании исходной 
концентрации препарата ДАФС-25 в  среде 
культивирования выше 10–5 моль/л.

Результаты. Выявлена интенсивно крас-
ная пигментация мицелия Lentinula edodes, 
обусловленная накоплением элементного 
селена в  результате трансформации органи-
ческого селенида [1] этим высшим грибом 
[2, 3]. Основываясь на  предположении, что 
элементный селен образуется в  результате 
взаимодействия его соединений с остатками 
эссенциальной аминокислоты L-цистеина, 

предпринято квантовохимическое обоснова-
ние природы интермедиата (тиильный ради-
кал) и  региоселективности (S, S-со четание) 
реакции гомолитической окислительной диме-
ризации L-цис теина с образованием L-цисти-
на  [4]. Проведен скрининг более двадцати 
штаммов коллекционных культур базидиоми-
цетов и продемонстрировано, что биодеструк-
ция органического селенида до элементного Se 
происходит в погруженных культурах всех из-
ученных грибов. Систематическое положение 
гриба, состав сред выращивания, величина 
концентрации вносимого в культуру селенор-
ганического соединения и схема его внесения 
вносили вклад в различия по скорости разви-
тия окрашивания мицелия и  интенсивности 
цвета, варьировавшего от розового до темно-
красного. Это наблюдение связано с  разли-
чиями в  геометрических характеристиках 
сформированных частиц. Показано, что по-
лученный таким образом селен доступен для 
дальнейшего применения как в закрепленном 
на хитиновой матрице виде, так и будучи вы-
деленным из культуральной жидкости без ис-
пользования химических агентов.

С точки зрения внедрения в  практику 
преимущества вышеописанного биогенного 
селена  – биодоступность, пищевая и  лекар-
ственная ценность продуцентов – макробази-
диомицетов.
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PROMISING BIOMEDICAL POTENTIAL OF THE MUSHROOMS 

MYCELIA ENRICHED WITH SELENIUM

Tsymbal O. A.1, Tsivileva O. M.2, Pankratov A. N.1, Markin A. V.1, Atkin V. S.1

1N.G. Chernyshevskii Saratov State University; 2Institute of Biochemistry and Physiology 
of Plants and Microorganisms of the Russian Academy of Sciences, Saratov, Russia

Mushrooms are recognized to be promising ecologically pure raw material for developing the me-
dicinal preparations for care and prophylaxis. Of especial interest are the selenium-enriched preparations 
of higher-fungal origin owing to their availability, biocompatibility, and the proved biological activity. 
Contemporary biomedical applications of selenium are undoubtedly broad. By now, the severe decrease 
in toxicity of the selenium entering the organism when going from sodium selenite to elemental selenium 
has become evident. Th e approach developed in the present work allows the bioproduction of submicro-
structured elemental selenium using the edible mushrooms’ cultures to be put into practice.

Актуальность и  цель работы. Смоляные 
кислоты – природные трициклические дитер-
пеноиды, доля которых среди токсичных сое-
динений сточных вод целлюлозно-бумажной 
промышленности составляет более 50%. По-
падание в окружающую среду смоляных кис-
лот крайне нежелательно, поскольку данные 
соединения оказывают токсичное воздействие 
на  живые организмы и  природные экосисте-
мы. Среди смоляных кислот в  жидких отхо-
дах целлюлозно-бумажной промышленности 
преобладает дегидроабиетиновая кислота 
(ДАК)  [1,  2]. Известные химические методы 
не позволяют осуществить полную детоксика-
цию ДАК. В связи с этим актуален поиск более 
эффективного способа нейтрализации ДАК. 
В  настоящее время наиболее перспективно 

использование микроорганизмов, способных 
не только снижать уровень токсичных соеди-
нений, но и трансформировать их в биологи-
чески активные вещества [3]. Одной из актив-
но разрабатываемых в  биотехнологическом 
плане групп микроорганизмов являются ак-
тинобактерии, которые катализируют широ-
кий круг стерео- и региоселективных фермен-
тативных реакций [4].

Цель работы – исследование возможности 
использования актинобактерий в  качестве 
биокатализаторов для трансформации ДАК.

Материалы и  методы. В  работе использо-
вали 107 штаммов актинобактерий, относя-
щихся к  Dietzia maris  (17), Gordonia rubriper-
tincta (29), G. terrae (11), Rhodococcus ruber (28), 
R. erythropolis (22) из Региональной профили-

ПОИСК ШТАММОВ АКТИНОБАКТЕРИЙ, 

КАТАЛИЗИРУЮЩИХ ОБРАЗОВАНИЕ ИНТЕРМЕДИАТОВ 

СИНТЕЗА ПРОТИВОВИРУСНЫХ ВЕЩЕСТВ 

ИЗ ДЕГИДРОАБИЕТИНОВОЙ КИСЛОТЫ

 Черемных К. М.1,2

1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН; 2Пермский 
государственный национальный исследовательский университет, Пермь, Россия

Исследована возможность использования актинобактерий из  Региональной профили-
рованной коллекции алканотрофных микроорганизмов для биодеструкции дегидроабиеди-
новой кислоты. Отобраны штаммы, способные деградировать до 97% дегидроабиетиновой 
кислоты, а также штаммы, катализирующие окисление дегидроабиетиновой кислоты с об-
разованием практически значимого интермедиата 15-гидроксидегидроабиетиновой кислоты. 
Rhodococcus erytropolis ИЭГМ 267 в условиях добавления в среду культивирования 0,06 об.% 
н-гексадекана катализировал образование до 33% 15-гидроксидегидроабиетиновой кислоты.

Ключевые слова: биотрансформация, актинобактерии, дитерпеноиды, смоляные кис-
лоты, дегидроабиетиновая кислота.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2015, том 9 (18), № 2 (1)

Использование микроорганизмов в биотехнологии770

рованной коллекции алканотрофных микро-
организмов (официальный акроним коллек-
ции ИЭГМ, номер во  Всемирной федерации 
коллекций культур 768, www.iegm.ru/iegmcol). 
Актинобак терии выращивали в  колбах Эр-
ленмейера объемом 250 мл на  орбитальных 
шейкерах (160 об/ мин) при температуре 28°С. 
В  опытах по  трансформации ДАК использо-
вали минеральную среду следующего соста-
ва (г/л): KNO3  – 1,0; KH2PO4  – 1,0; K2HPO4 × 
3H2O  – 1,0; NaCl  – 1,0; MgSO4 × 7H2O  – 0,2; 
СaCl2 × 2H2O – 0,02; дрожжевой экстракт – 1,0. 
В  среду добавляли 0,1 об.% микроэлементов 
по Постгейту [5], 0,02–0,1 об.% н-гексадекана 
(С16) и  0,5 г/л ДАК, растворенной в  этано-
ле в  соотношении 1:1. ДАК вносили в  мине-
ральную среду через 48 ч роста бактериаль-
ной культуры. Продолжительность процесса 
трансформации составляла 7 сут.

ДАК и метаболиты экстрагировали этилаце-
татом. Качественный и количественный состав 
продуктов биотрансформации, предварительно 
метилированных триметилси лил диазоме та-
ном, определяли методом тонкослойной хрома-
тографии, а  так  же хрома то-масс-спектромет-
рии с  использованием хроматографа Agilent 
6890N/5975B (“Agilent technology”, США).

Результаты. В результате проведенных иссле-
дований отобрано 8 штаммов, способных к эф-
фективной (более 50%) биодеградации ДАК. 
Штаммы D.  maris ИЭГМ 55Т, G.  rubropertincta 
ИЭГМ 104 и ИЭГМ 107 катализировали прак-
тически полную (до 97%) биодеструкцию ДАК. 
Среди исследованных культур обнаружены 
4 штамма G. rubripertincta ИЭГМ 132, G. rubri-
pertincta ИЭГМ 120, G. rubripertincta ИЭГМ 100 
и R. erythropolis ИЭГМ 267 способных к транс-
формации ДАК с образованием от 4 до 22% со-
ответствующего 15-гидроксипроизводного, ко-
торый является перспективным интермедиатом 

в  синтезе противовирусных агентов [3]. Наи-
более эффективное (22,5%) образование целе-
вой 15-гидроксиде гид ро абиетиновой кислоты 
наблюдается при использовании R. erythropolis 
ИЭГМ 267. Установлена зависимость образова-
ния 15-гидроксидегидроабиетиновой кислоты 
от концентрации С16, вносимого в среду куль-
тивирования R. erythropolis ИЭГМ 267. При 
повышении концентрации С16 от 0,02 до 0,06 
об.% уровень образования целевого продукта 
увеличивался от 11 до 33%. Дальнейшее повы-
шение концентрации С16 в среде до 0,1 об.% 
приводило к  снижению трансформирующей 
активности R. erythropolis ИЭГМ 267.

В результате проведенных исследований 
отобраны штаммы – активные биодеструкто-
ры D. maris ИЭГМ 55Т, G. rubropertincta ИЭГМ 
104 и  ИЭГМ 107, способные деградировать 
до 97% ДАК, а также штаммы G. rubripertincta 
ИЭГМ 132, G. rubripertincta ИЭГМ 120, G. ru-
bripertincta ИЭГМ 100 и  R. erythropolis ИЭГМ 
267, катализирующие биотрансформацию ди-
терпенового субстрата с образованием 15-гид-
роксидегидроабиетиновой кислоты.

Исследования выполнены в  рамках госу-
дарственного задания 6.1194.2014/K Миноб-
рнауки России.
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SEARCHING FOR ACTINOBACTERIAL STRAINS ABLE TO CATALYZE 

THE PRODUCTION OF INTERMEDIATES OF ANTIVIRAL CONPOUND 

SYNTHESIS FROM DEHYDROABIETIC ACID

Cheremnikh K. M.1,2

2Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, RAS ; 1Perm State University, Perm, Russia

Th e possibility of using actinobacterial strains from the Regional Specialized Collection of Alkan-
otrophic Microorganisms for eff ective biodegradation of dehidroabietic acid was studied. Strains capable 
to biodegrade more than 97% of dehidroabietic acid were selected, as well as strains catalyzing the dehy-
droabietic acid transformation to a biologically active 15-hydroxy derivative. Rhodococcus erytropolis 
IEGM 267 was found to catalyze the production of 15-hydroxydegidroabietic acid up to 33% in the pres-
ence of n-hexadecane (0.06%) in the culture medium.
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