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Резюме. Черепно-мозговая травма (ЧМТ) – одна из наиболее часто встречаемых патологий нерв-
ной системы в мире, при этом применение методов нейровизуализации не позволяет оценить тяжесть 
и прогноз течения заболевания. Это предопределяет необходимость поиска новых методов дифферен-
циальной диагностики степени тяжести и прогнозирования риска последствий. В настоящее время 
многими авторами показана связь нарушений иммунной системы, которая проявляется снижением 
общего иммунного статуса и развитием клеточно-гуморальной нейросенсибилизации с прогредиент-
ным исходом травмы мозга. Данное положение предопределяет необходимость поиска новых при-
емов дифференциальной диагностики тяжести ЧМТ и прогнозирования риска развития последствий. 
При этом роль гуморальных механизмов в патогенезе черепно-мозговой травмы, в частности сотря-
сения головного мозга, является менее изученной по сравнению с клеточно-опосредованными ме-
ханизмами. Это предопределяет необходимость изучения роли активации или, напротив, анергии 
гуморального звена иммунитета при легкой черепно-мозговой травме. Целью данного исследования 
явиляется изучение особенностей субпопуляций В-лимфоцитов в периферической крови больных с 
сотрясением головного мозга (n = 22). Контролем служили образцы периферической крови, полу-
ченные от 52 условно здоровых добровольцев. Диагноз устанавливался в соответствии с установлен-
ными международными критериями. При этом критерием исключения для набора в группу явля-
лись тяжелые сопутствующие повреждения органов или соматические патологии, а также наличие 
интоксикации. В свою очередь, обследование включало сбор жалоб, анамнеза заболевания, оценку 
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соматического и неврологического статуса. С использованием многоцветной проточной цитометрии 
определялись В-лимфоциты на основе двух подходов: экспрессии IgD/CD38 (“Bm1-Bm5” классифи-
кация) и IgD/CD27. Было выявлено, что у пациентов с сотрясением головного мозга было достоверно 
выше относительное число наивных Bm1 (IgD+CD38-), чем у условно здоровых лиц (р < 0,001). От-
носительное содержание активированных наивных Bm2-клеток (IgD+CD38+) было достоверно ниже 
в группе пациентов с сотрясением головного мозга относительно группы контроля (р < 0,05). Число 
наивных клеток В-лимфоцитов IgD+CD27- было также достоверно снижено в группе пациентов с со-
трясением головного мозга в сравнении с группой контроля. Полученные данные свидетельствуют о 
возможной важной роли В-клеточного иммунного ответа в патогенезе течения сотрясения головного 
мозга и что дает оценить возможность особенностей гуморального ответа. 

Ключевые слова: черепно-мозговая травма, сотрясение головного мозга, B-лимфоциты, гуморальное звено системы 
иммунитета, воспаление, проточная цитометрия, многоцветный анализ
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Abstract. Traumatic brain injury (TBI) is one of the most common neurological disorders in the world. 
Meanwhile, usage of neuroimaging methods does not allow precise assessment of its severity and clinical 
prognosis. This predetermines for searching new techniques of differential diagnosis of the TBI severity and 
predicting the risk of consequences. Currently, many authors have shown an association between disorders 
of the immune system manifesting as a decrease in general immune status, and development of cellular/
humoral neurosensitization with progredient outcome of the brain injury. At the same time, the role of 
humoral mechanisms in pathogenesis of TBI, in particular, brain commotion, is less studied in comparison 
with cell-mediated mechanisms, thus suggesting a need to studying the role of activation or, vice versa, anergy 
of the humoral immunity in mild traumatic brain injury. The aim of this work was to study characteristics of 
B-lymphocyte subpopulations in peripheral blood of the patients with brain concussion (n = 22). Peripheral 
blood samples obtained from 52 apparently healthy volunteers served as controls. The diagnosis was made in 
accordance with established international criteria. In this case, the exclusion criterion were as follows: severe 
concomitant organ damage or somatic pathologies, as well as presence of intoxication. General examination 
included the collection of complaints, medical history, assessment of the somatic and neurological status. 
B-lymphocytes were determined using multicolor flow cytometry based on two approaches: IgD/CD38 
expression (“Bm1-Bm5” classification), and IgD/CD27. We have found that the relative number of naive 
Bm1 (IgD+CD38-) was significantly higher in patients with brain concussion than in conventionally healthy 
individuals (p < 0.001). The relative content of activated naive Bm2-cells (IgD+CD38+) was significantly lower 
in the group of TBI patients than in controls (p < 0.05). The number of naive cells (IgD+CD27-) was also 
significantly reduced in the brain concussion group compared to the control group. The data obtained indicate 
a possible significant role of B-cell immune response in pathogenesis of clinical course following the brain 
concussion, thus enabling assessment of possible features of humoral immune response.

Keywords: traumatic brain injury, concussion, B-cells, humoral immune status, inflammatory, flow cytometry, multicolor 
immunophenotyping

Введение
Черепно-мозговая травма является одной из 

главных причин инвалидности и смерти в насто-
ящее время, тем самым представляя значимую 

про блему для общественного здравоохранения. 
Всемирная организации здравоохранения (ВОЗ) 
предполагает, что к 2025 году травма головы ста-
нет ведущей по значимости причиной смерти и 
инвалидности [7]. 
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Несмотря на то, что черепно-мозговая трав-
ма (ЧМТ) обычно рассматривается как единый 
клинический синдром, она представляет собой 
сложную и разнородную патологию c различны-
ми патогенетическими путями. При этом необхо-
димо учитывать, что степень повреждения голов-
ного мозга также различна и зависит от механизма 
травмы [8]. Всестороннее изучение клеточных и 
молекулярных событий, развивающихся после 
травмы, является целью клинических исследова-
ний с надеждой, что эти знания будут стимули-
ровать создание новых терапевтических методов 
для лечения как острой травмы, так и ранних ос-
ложнений.

Этиологическая и патофизиологическая ге-
терогенность ЧМТ – два основных фактора, ко-
торые приводят к противоречивым результатам 
различных исследований, поэтому важно опреде-
лить точные механизмы первичных и вторичных 
повреждений. После травмы головы запускается 
клеточно-опосредованный и гуморальный каскад 
воспаления, который может иметь положительные 
эффекты [6]. Однако если воспаление слишком ин-
тенсивное, продолжительное и непрекращающее-
ся, оно оказывает негативное воздействие на даль-
нейшее течение процесса. Вторичное повреждение 
прогрессирует медленнее, может занимать от минут 
до нескольких лет после механического поврежде-
ния и вызвано несколькими путями, которая вклю-
чают активацию как клеток иммунной системы, 
так и клеток центральной нервной системы (ЦНС) 
[10]. Было высказано предположение, что актива-
ция клеток иммунной системы может значительно 
изменить клиническое и функциональное течение 
ЧМТ [5]. Травма запускает последовательность ре-
акций, приводящих к высвобождению молекуляр-
ных паттернов, связанных с повреждением клеток, 
называемых DAMP (damage-associated molecular 
patterns). DAMP в свою очередь стимулируют 
окружающие клетки к высвобождению медиато-
ров воспаления, таких как цитокины и хемокины. 
Эти медиаторы привлекают миелоидные клетки, 
в частности нейтрофилы, которые фагоцитируют 
поврежденные клетки, способствуя ограничению 
места повреждения. Когда количество нейтрофи-
лов начинает снижаться, моноциты и глиальные 
клетки активируются и накапливаются вокруг ме-
ста повреждения, чтобы выполнять дальнейшие 
фагоцитарные или восстановительные функции. В 
зависимости от тяжести травмы головного мозга, 
миелоидные клетки могут рекрутировать в очаг по-
вреждения Т- и В-клетки, сохраняясь от недель до 
месяцев [9].

Основные методы диагностики нередко не 
могут благовременно дать оценить прогноз 
травмы мозга и тяжесть, так микроскопический 
уровень повреждения свойственен для травмы 
легкой степени тяжести, и при этом может вовле-
каться мозолистое тело, ретикулярная формация, 
ствол головного мозга, т.е. жизненно важные 

структуры головного мозга. Так при использова-
нии магнитно-резонансной томографии (МРТ) у 
пациентов с тяжелой травмой головы структур-
ные изменения могут быть не выявлены и, на-
оборот, при обширных признаках повреждения 
мозга может наблюдаться полное восстановление 
функций [2, 3]. 

Целью настоящего исследования явилось оцен-
ка гуморального иммунитета и специфика рас-
пределения субпопуляций В-лимфоцитов у па-
циентов с сотрясением головного мозга в остром 
периоде заболевания в периферической крови.

Материалы и методы
Для изучения гуморального иммунитета в 

контексте нашего исследования нами обследо-
вано 22 пациента, проходивших стационарное 
лечение и которым был поставлен диагноз со-
трясение головного мозга, при этом в анамнезе 
не было травмы головы или любого другого за-
болевания, которое могло бы привести к изме-
нению показателей иммунного статуса. Диагноз 
устанавливался в соответствии с установленны-
ми международными критериями. Также крите-
рием исключения для набора в группу являлись 
тяжелые сопутствующие повреждения органов 
или любая другая соматическая патология. Кон-
трольную группу при этом составили 52 относи-
тельно здоровых добровольца (29 мужчин и 23 
женщины).

При поступлении пациента обследование со-
стояло из сбора жалоб и анамнеза заболевания, 
проведение неврологического и соматического 
осмотра с последующей оценкой по описанной 
стандартной методике. Для исключения струк-
турного поражения головного мозга применя-
лись компьютерная томография или магнитно-
резонансная томография.

В соответствии с рекомендациями, которые 
изложены Хайдуковым С.В. и соавт. [4], был про-
изведен сбор периферической крови и настраи-
вание проточного цитофлуориметра. 

Поверхностные моноклональные антите-
ла IgD, CD38 и CD27, которые соответствующе 
связанны с FITS, PE и PC7, были нами исполь-
зованы для оценки распределения В-клеток. Ис-
пользуемые антитела были получены от Beckman 
Culter Inc. (США). Антитела окрашивали соглас-
но рекомендациям производителя. Разрушение 
эритроцитов лизирующим раствором VersaLyse 
(Beckman Culter, США) проводили путем инку-
бации 25 мкл фиксирующего раствора IOTest 3 с 
975 мкл этого раствора. После разрушения эри-
троцитов образец один раз промывали физиоло-
гическим раствором для того, чтобы удалить не-
связавшиеся антитела, а с полученным осадком 
клеток был повторно проведено суспендирова-
ние с 200 мкл забуференного фосфатами физио-
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логическим раствором (PBS), содержащем 2% 
параформальдегида. 

Основные этапы дифференцировки В-лим-
фоцитов были основаны на анализе экспрес-
сии IgD и CD38, IgD и CD27 [1]. Окрашива-
ние антителами против CD38 и IgD позволило 
идентифицировать следующие популяции: Bm1 
IgD+CD38- наивные клетки с фенотипом; наи-
вные активированные клетки Bm2 (IgD+CD38+); 
Bm3+Bm4-клетки (IgD-CD38++): представляют 
собой общую популяцию, включая центробласты 
и центроциты, клетки ранней памяти eBm5 (IgD-

CD38+) и покоящиеся клетки памяти Bm5 (IgD-

CD38-). Кроме того, на основе комбинированной 
экспрессии IgD и CD27 были идентифицирова-
ны следующие популяции: наивные В-клетки с 
фенотипом IgD+CD27 (“naive”), клетки памяти с 
непереключенным классом синтезируемых анти-
тел (“unswitched memory”, IgD+CD27+) и клет-
ки памяти дважды негативные (“double negative 
memory”, IgD-CD27-).

Далее на проточном цитофлуориметре 
(Beсkman Сultеr Navios, США) образцы анали-
зировали. Он оборудован тремя диодными ла-
зерами с длиной волны 405, 488 и 638 нм. Дан-

ные цитофлуориметра обрабатывали с помощью 
программ Navios v. 1.2 и Kaluza™ v. 1.2 (Beсkman 
Culter, США). В каждом образце тестировали не 
менее 5000 CD19+В-клеток периферической кро-
ви. Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения для MAC 
GrарhPad Рrism 8.00 (GrаphPаd Prism Software, 
США). Разницу считали статистически значи-
мой при p < 0,05. Результаты выражали как про-
цент (%) положительных клеток в целевой по-
пуляции с их средними значениями и средними 
ошибками (M±m). 

Результаты и обсуждение
Было показано, что у пациентов с сотрясением 

головного мозга достоверно выше относительное 
содержание наивных Вm1-клеток (IgD+СD38-), 
по отношению к результатам группы контроля 
(р < 0,001). Относительное количество активи-
рованных наивных Bm2-клеток (IgD+СD38+) 
было достоверно ниже в группе пациентов с со-
трясением головного мозга относительно груп-
пы контроля. (р < 0,05). Что касается популяций 
Bm3+Bm4-клетки (IgD-СD38++), клеток ранней 
памяти eBm5 (IgD-СD38+) и покоящихся клеток 

Рисунок 1. Распределение относительного содержание различных субпопуляций В-клеток на основе экспрессии 
IgD и CD38 (“Bm1-Bm5” классификация)
Примечание. Черный круг – пациенты с сотрясением головного мозга, белый квадрат – условно здоровые добровольцы. 
Статистический анализ проводился с использованием U-критерия Манна–Уитни. 
Figure 1. Distribution of the relative abundance of different B-cell subpopulations based on IgD and CD38 expression (“Bm1-Bm5” 
classification)
Note. Black circle, patients with brain concussion; white square, conditionally healthy volunteers. Statistical analysis was performed using the 
Mann–Whitney U test. 
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Рисунок 2. Распределение относительного содержание разных субпопуляций В-лимфоцитов, выделяемых на 
основании экспрессии IgD и CD27
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Distribution of relative content of different subpopulations of B lymphocytes isolated on the basis of IgD and CD27 
expression
Note. As for Figure 1.
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памяти Bm5 (IgD-СD38-) статистически досто-
верных изменений в сравнении с группой кон-
троля обнаружено не было (рис. 1). Число наи-
вных В-клеток (“naive” IgD+CD27-) было также 
достоверно снижено в группе пациентов с сотря-
сением головного мозга. При этом относительное 
содержание клеток памяти с непереключенным 
классом синтезируемых антител (“unswitched 
memory”, IgD+CD27+) и дважды негативных кле-
ток памяти (“double negative memory”, IgD-CD27-) 
достоверно не изменено (рис. 2).

Заключение
Результаты исследований свидетельствуют о 

важном значение гуморального звена иммунной 
системы в патогенезе течения сотрясения голов-
ного мозга. Стоит обратить внимание на то, что 
наблюдается достоверное снижение относитель-

ного содержания наивных В-лимфоцитов с фе-
нотипом IgD+CD27- и активированных наивных 
Bm2-клеток (IgD+CD38+), что дает непосред-
ственно отметить то, что есть перераспределении 
клеток гуморального звена из периферической 
крови в место повреждения и при этом показы-
вает важную роль В-клеточного иммунитета в па-
тогенезе травмы. Данные о повышении наивных 
Bm1 (“naive” IgD+CD38-) косвенно указывают на 
выраженную активацию гуморального иммуни-
тета. 

В результате можно отметить, что исследова-
ние особенностей активации гуморального звена 
иммунитета может способствовать более полно-
му пониманию механизмов иммунопатогенеза 
сотрясения головного мозга, возможной причи-
ны развития осложнений, но определения и роли 
гуморального звена иммунитета.
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