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К ВОПРОСУ О ВЗАИМОСВЯЗИ АНОСМИИ/ДИСГЕВЗИИ 
И НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ ИММУНОПРОФИЛАКТИКИ 
COVID-19
Бердюгина O.В., Гусев Е.Ю.
ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук,  
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Вопросы неспецифической иммунопрофилактики случаев заражения новой корона-
вирусной инфекцией поднимались с момента объявления ВОЗ пандемии COVID-19. В ранее про-
веденных исследованиях имеются многочисленные упоминания о том, что новая коронавирусная 
инфекция сопровождается проявлениями аносмии и дисгевзии. Целью данного исследования стало 
ретроспективное изучение взаимосвязи неспецифической иммунопрофилактики новой коронави-
русной инфекции со случаями аносмии/дисгевзии у больных, перенесших COVID-19 на территории 
Свердловской области в 2020 году. 

Изучены клинико-лабораторные данные 84 сотрудников многопрофильного медицинского учре-
ждения, оказывавшего неотложную педиатрическую помощь. Все участники однократно перенесли 
инфекцию, вызванную SARS-CoV-2. Этиологическая диагностика включала обязательное молеку-
лярно-биологическое исследование биообразцов. Концентрация антител к вирусу определялась с 
использованием набора реагентов SARS-CoV-2-IgG (АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск, Россия). 
Часть обследованных (41 человек; 48,8% от всех) заявили о проведении по личной инициативе (без 
консультации с врачом) неспецифической иммунопрофилактической терапии COVID-19 в период 
объявления пандемии коронавирусной инфекции. С этой целью применялись: колекальциферол, ри-
амиловир, IFNa-2b человеческий рекомбинантный, умифеновира гидрохлорида моногидрат, аскор-
биновая кислота, ацетат цинка. У 58 человек (69,0% от всех) течение инфекции осложнялось потерей 
вкусовой чувствительности и обоняния (группа № 1), у 26 человек (31,0%) изменений вкуса и обо-
няния не было выявлено (группа № 2). Статистическая обработка полученных данных произведена с 
использованием пакета STATISTICA v. 12.5.192.5 (StatSoft, Inc., США), изучены базовые статистики, 
выполнен кластерный анализ. 

Применение кластерного анализа позволило установить, что между наблюдениями аносмии/
дисгевзии и использованием иммунопрофилактических средств связь существует. В частности, при-
менение IFNa-2b человеческого рекомбинантного является протективным в отношении снижения 
числа случаев развития осложнения инфекции, в частности аносмии/дисгевзии, вызванной новым 
коронавирусом. Использование данного препарата показало снижение числа осложнения в 8,5 раза 
(p = 0,03). Также у пациентов при привентивном интраназальном использовании интерферона отме-
чалось: снижение длительности госпитализации на 14,3% (p = 0,01), объема поражения тканей легких 
(p = 0,03), более высокие концентрации IgG к SARS-CoV-2 через 2 месяца после перенесенного за-
болевания (p = 0,001). 
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Впервые получены данные о взаимосвязи использования иммунопрофилактических средств с про-
явлениями аносмии/дисгевзии при COVID-19. Показана протективная роль использования IFNa-2b 
человеческого рекомбинантного в отношении снижения числа случаев развития осложнения инфек-
ции: аносмии/дисгевзии, степени повреждения легких, а также развития противовирусного гумо-
рального иммунного ответа. Полученные данные могут быть использованы для обоснования клини-
ческих рекомендаций по профилактике новых вспышек коронавирусной инфекции. Ограничением 
полученных результатов может быть необходимость проведения дополнительный исследований на 
более широкой выборке респондентов.

Ключевые слова: аносмия, COVID-19, колекальциферол, риамиловир, умифеновира гидрохлорида моногидрат, аскорбиновая 
кислота, цинк, IFNa-2b человеческий рекомбинантный

ON THE RELATIONSHIP BETWEEN ANOSMIA/DYSGEUSIA 
AND NONSPECIFIC IMMUNOPROPHYLAXIS COVID-19
Berdyugina O.V., Gusev E.Yu.
Research Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg,  
Russian Federation

Abstract. The issues of non-specific immunoprophylaxis in the patients with new coronavirus infection 
have been raised since the WHO announced the COVID-19 pandemic. According to numerous studies, the 
new coronavirus infection is accompanied by manifestations of anosmia and dysgeusia. The purpose of this 
study was to perform a retrospective study of the relationships between nonspecific immunoprophylaxis of 
COVID-19 and conditions of anosmia/dysgeusia in the persons who underwent this infection in Sverdlovsk 
region over 2020. 

We have studied clinical and laboratory data of 84 employees at the general medical institution providing 
emergency pediatric care. All participants suffered a single infection caused by SARS-CoV-2. Etiological 
diagnostics included mandatory virological PCR testing of biological samples. The concentration of antibodies 
to the virus was determined using a set of reagents for SARS-CoV-2-IgG detection (JSC Vector-Best, 
Novosibirsk, Russia). A sufficient part of this group (n = 41; 48.8% of total sample) reported self-administration 
of non-specific immunoprophylactic therapy of COVID-19 (without consulting a doctor) since the beginning of 
coronavirus pandemics. To this purpose, cholecalciferol, riamilovir, human recombinant IFNa-2b, umifenovir 
hydrochloride monohydrate, ascorbic acid, zinc acetate were used. In 58 cases (69% of total), clinical course of 
infection was complicated by loss of taste and sense of smell (group No. 1), in 26 people (31.0%), no changes 
in taste and sense of smell were detected (group No. 2). Statistical evaluation of the data was performed using 
STATISTICA v.12.5.192.5 package (StatSoft, Inc., USA). Along with basic statistics, cluster analysis was 
performed. 

The use of cluster analysis allowed us to establish that there is a connection between the incidence of anosmia/
dysgeusia and usage of distinct immunoprophylactic agents. In particular, the use of human recombinant 
IFNa-2b is protective in terms of reducing the number complications in COVID-19, especially, anosmia/
dysgeusia caused by the new coronavirus. The use of this drug was associated with 8.5-fold decrease in the 
number of complications by (p = 0.03). Moreover, invasive intranasal usage of interferon, was associated with 
decreased hospitalization terms by 14.3% (p = 0.01); lower volume of lung tissue damage (p = 0.03), higher 
concentrations of IgG to SARS-CoV-2 at 2 months after reconvalescence (p = 0.001). 

For the first time, data were presented on the relationship between usage of immunoprophylactic agents 
and manifestations of anosmia/dysgeusia in COVID-19. The protective role of human recombinant IFNa-2b 
has been shown in terms of reduced incidence of the disease complications, e.g., anosmia/dysgeusia, degree 
of lung damage, as well as development of an antiviral humoral immune response. The data obtained could be 
used to substantiate clinical recommendations for prevention of new outbreaks of coronavirus infection. The 
limitation of the obtained results is small number of cases, thus requiring additional studies in a wider sample 
of respondents.

Keywords: anosmia, COVID-19, cholecalciferol, riamilovir, umifenovir, ascorbic acid, zinc, IFNa-2b human recombinant
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Введение
Вопросы неспецифической иммунопрофи-

лактики случаев заражения новой коронавирус-
ной инфекцией поднимались с момента объявле-
ния Всемирной организацией здравоохранения 
в марте 2020 года пандемии COVID-19 [3,  6, 11, 
13]. Наряду с использованием средств индивиду-
альной защиты и в отсутствие на момент начала 
распространения инфекции вакцин, можно было 
полагать, что применение препаратов, содержа-
щих противовирусные белки, витамины, микро-
элементы позволит снизить риск заражения или 
обеспечит более легкое течение инфекционного 
заболевания. 

В ранее проведенных исследованиях имеют-
ся многочисленные упоминания о том, что но-
вая коронавирусная инфекция сопровождается 
проявлениями аносмии и дисгевзии [15]. Ино-
гда данные симптомы являются единственным 
клиническим признаком заболевания [16]. Есть 
свидетельства того, что аносмия при коронави-
русной инфекции связана с воспалением [12], в 
эксперименте показано, что процесс локализует-
ся в зоне обонятельного эпителия [7]. Зафиксиро-
ваны клинические случаи, где чувствительность в 
течение значительного времени не восстанавли-
вается [4]. Следствием вышеописанных фактов 
является необходимость поиска факторов, по-
зволяющих снизить риск появления аносмии/
дисгевзии в последующие вспышки активности 
инфекции [17]. К настоящему моменту сведений, 
отражающих взаимосвязь между использовани-
ем неспецифических иммунопрофилактических 
препаратов в целях предотвращения инфициро-
вания SARS-CoV-2 и проявлениями аносмии/
дисгевзии, в литературе не имеется. Более того, 
появление таких данных в ближайшем будущем 
будет затруднительным ввиду того, что значи-
тельная часть населения планеты уже перенесла 
новую коронавирусную инфекцию, вызванную 
одним из штаммов возбудителя заболевания, с 
другой стороны, существует значительный пул 
вакцинированного населения, т. е. тех, кто ис-
пользовал средства специфической иммунопро-
филактики. 

Целью данного исследования стало ретроспек-
тивное изучение взаимосвязи неспецифической 
иммунопрофилактики новой коронавирусной 
инфекции со случаями аносмии/дисгевзии у 
больных, перенесших COVID-19 на территории 
Свердловской области в 2020 году.

Материалы и методы 
В период с 07 октября по 29 декабря 2020 года 

изучены клинико-лабораторные данные 84 со-
трудников многопрофильного медицинского уч-
реждения, оказывавшего неотложную педиатри-
ческую помощь жителям города Екатеринбурга. 
Все участники исследования работали в период 
пандемии новой коронавирусной инфекции, 
т.  е. имели непосредственный контакт с первич-
но необследованным контингентом пациентов. 
Индивидуальные средства защиты (медицинские 
маски), а также профилактическая обработка рук 
дезинфицирующими жидкостями использова-
лись респондентами на работе и в бытовых усло-
виях постоянно.

Представленная исследовательская работа не 
ущемляла права обследованных сотрудников ле-
чебного учреждения, не подвергала опасности 
их жизнь и здоровье, осуществлялась с предва-
рительного добровольного информированного 
согласия на использование полученных данных 
из медицинской документации и анкет, запол-
ненных участниками исследования собствен-
норучно. Исследования выполнены согласно 
положениям Приказа Минздрава РФ № 266 от 
19.06.2003 года «Об утверждении Правил кли-
нической практики в Российской Федерации», 
международных документов, основой которых 
является «Хельсинкская декларация Всемирной 
медицинской ассоциации» и ее последующие ре-
дакции, и документов Организации Объединен-
ных Наций, касающихся прав пациента. Выпол-
ненная работа одобрена локальным этическим 
комитетом медицинского учреждения, эксперт-
ное заключение о возможности открытого опу-
бликования полученных данных перед отправ-
кой публикации в открытую печать утверждено 
членами экспертной комиссии ФГБУН ИИФ 
УрО РАН. 

Все обследованные участники на момент экс-
пертизы однократно перенесли новую коронави-
русную инфекцию, первые случаи которой были 
зарегистрированы 08.12.2019 в Китайской народ-
ной республике, город Ухань, возбудитель – ви-
рус SARS-CoV-2. Этиологическая диагностика 
заболевания пациентов включала обязательное 
молекулярно-биологическое тестирование со-
скоба эпителия слизистой оболочки носоглот-
ки и ротоглотки, согласно порядку выполнения 
молекулярно-биологических исследований, ос-
нованному на нормативных документах Мини-
стерства здравоохранения Российской Федера-
ции (временные методические рекомендации). 
Выделение рибонуклеиновой кислоты (РНК) 
вируса SARS-CoV-2, проведение реакции обрат-
ной транскрипции, а также осуществление по-
лимеразной цепной реакции в реальном времени 



120

Berdyugina O.V., Gusev E.Yu.
Бердюгина O.В., Гусев Е.Ю.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

производили не позднее 7 суток с момента кли-
нико-инструментальной диагностики новой ко-
ронавирусной инфекции для верификации диа-
гноза. РНК возбудителя заболевания обнаружена 
во всех случаях инфицирования вирусом. 

Выполнение данной работы также включа-
ло анкетирование сотрудников на бумажных 
носителях для получения сведений общего ха-
рактера (медицинский статус, наличие средств 
индивидуальной защиты, использование им-
мунопрофилактических препаратов и другое), 
преморбидного состояния (наличия инфекци-
онных, аутоиммунных, аллергических, сердеч-
но-сосудистых и других заболеваний, зависимо-
стей), характера течения новой коронавирусной 
инфекции (выявленные изменения, синдромы, 
использованные в лечении лекарственные пре-
параты), постморбидные изменения (обострение 
хронических и появление новых заболеваний), 
всего более 70 вопросов, а также получение све-
дений об уровне антител к вирусу SARS-CoV-2 
класса G. Концентрация антител к вирусу опре-
делялась с использованием набора реагентов 
SARS-CoV-2-IgG количественный-ИФА-Бест 
(D-5505, РУ № РЗН 2021/14458, АО «Вектор-
Бест», г. Новосибирск).

Часть обследованных (41 человек; 48,8% от 
всех) заявили о проведении по личной инициати-
ве (без консультации с врачом) неспецифической 
иммунопрофилактической терапии COVID-19 в 
период объявления пандемии коронавирусной 
инфекции. С этой целью применялись следую-
щие средства. Использование колекальциферола 
осуществляли путем приема раствора, содержа-
щего действующее вещество в дозе 625-1250 MЕ в 
сутки перорально. Риамиловир с профилактиче-
ской целью принимали внутрь по 250 мг трижды 
в день. Иммунопрофилактика с использованием 
IFNa-2b человеческого рекомбинантного вы-
полнялась путем закапывания в каждый носовой 
ход по 3000 ME действующего вещества дважды в 
день. Прием умифеновира гидрохлорида моноги-
драта с профилактической целью осуществлялся 
2 раза в неделю по 100 мг перорально. Исполь-
зование витамина С производили путем приема 
внутрь раствора, содержащего 250 мг аскорби-
новой кислоты в 200 мл кипяченой охлажден-
ной воды дважды в сутки. Ацетат цинка с про-
филактической целью применялся в дозировке 
75-100  мг/сутки [8]. Иммунопрофилактические 
средства применялись длительностью не менее 
трех недель и использовались до момента диа-
гностирования заболевания COVID-19. Изучены 
случаи только изолированного применения им-
мунопрофилактических препаратов без предва-
рительной вакцинации.

У 58 человек среди общего количества обсле-
дованных (69,0% от всех) течение новой корона-
вирусной инфекции осложнялось потерей вку-
совой чувствительности (дисгевзия) и обоняния 
(аносмия). Не было обнаружено ни одного случая 
изолированной аносмии или дисгевзии. Данные 
пациенты составили группу исследования №  1. 
У другой части людей, 26 человек (31,0% от всех), 
изменений вкуса и обоняния не было выявлено, 
они были объединены в группу изучения № 2. 

В группе №  1 было 19 (32,8%) врачей, 27 
(46,6%) человек со средним и 3 (5,2%) – с млад-
шим медицинским образованием, а также 9 
(15,5%) человек иного персонала лечебного учре-
ждения; группу № 2 составили 6 (23,1%) врачей, 
17 (65,4%) медицинских сестер и 3 (11,5%) со-
трудника вспомогательного персонала больни-
цы. В первой группе было 8 (13,8%) мужчин во 
второй – 4 (15,3%). Медиана и межквартильный 
размах возраста группы № 1 составили 42,5 (32,8-
49,3) лет, группы № 2 – 50,0 (43,5-53,5) лет. Ме-
таболический синдром выявлялся в равных коли-
чествах у пациентов обеих групп: 10,3% и 11,6% 
(6 и 3 человека) соответственно в группе № 1 и в 
группе № 2. Различий в частоте переносимых в 
годы, предшествующие пандемии, острых респи-
раторных вирусных инфекций, а также наличия 
хронических и острых сердечно-сосудистых, эн-
докринных, инфекционных заболеваний, болез-
ней желудочно-кишечного тракта не отмечалось. 

Длительность лечения заболевания COVID-19 
в обеих группах была сходной, ее медиана состав-
ляла 21 сутки с межквартильным размахом от 15 
до 29 дней. Временной промежуток от момента 
окончания терапии заболевания до анкетирова-
ния больных в обеих группах был равным и со-
ставлял 60 суток. 

Статистическая обработка полученных дан-
ных произведена с использованием операцион-
ной системы Windows 10 (Microsoft Corporation, 
США): статистический пакет STATISTICA 
v.  12.5.192.5 (StatSoft, Inc., США); табличный про-
цессор Microsoft Excel пакета офисного прило-
жения Microsoft Office на базе процессора Intel® 
Pentium® CPU G2010 2.80GHz [2]. Данные пред-
ставлены в виде количества случаев, процента 
от общего количества человек в группе, медиа-
ны (Me) и межквартильного размаха (Q0,25-Q0,75). 
Изученные показатели имели преимущественно 
категориальный вид данных. Проверку нормаль-
ности распределения производили с использо-
ванием теста Колмогорова–Смирнова (p < 0,05 
свидетельствовал о анормальном распределении 
изученных данных). Различия между группами 
оценивали с использованием теста Chi-Square. 
Уровень значимости (P-value) вероятности отказа 
от принимаемой статистической гипотезы счи-
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тали равным 0,05. В оценке полученных данных 
был также использован кластерный анализ [1].

Результаты и обсуждение
На старте статистической обработки все дан-

ные, собранные в результате исследования, были 
подвергнуты кластерному анализу с целью ран-
жирования их на группы. Это позволяло выде-
лить когорту связанных между собой критериев 
для последующего изучения. Центральный фраг-
мент полученного результата кластерного анали-
за представлен на рисунке 1. 

Установлено, что в центре иерархического 
дерева среди более чем 100 изученных клинико-
лабораторных и инструментальных данных ока-
зались сведения о взаимосвязи случаев аносмии/
дисгевзии при инфицировании вирусом SARS-
CoV-2 и применения сотрудниками лечебного 
учреждения, участвовавшими в исследовании, 
средств для неспецифической иммунопрофи-
лактики. В связи с тем, что обе категории данных 
оказались расположенными ближе всех к центру 
кластера, они стали существенными признаками, 
определившими ранжирование остальных изу-
ченных показателей в единую когорту. 

Последующему анализу выявленной взаимо-
связи между аносмией/дисгевзией и неспецифи-
ческой иммунопрофилактикой была посвящена 
данная работа. 

На втором этапе исследования была произ-
ведена оценка значимости различий между фак-
тическим и теоретическим распределением всех 
изученных клинико-лабораторных и инструмен-
тальных показателей. Применен критерий согла-
сия Пирсона – χ2 (хи-квадрат). Предварительно 
убедились в возможности его использования с 
помощью теста Колмогорова–Смирнова. 

Установлено, что в целом количество человек, 
осуществлявших неспецифическую иммунопро-
филактику в группе с аносмией и дисгевзией при 
COVID-19 было 44,8% и значимо не отличалось 
от числа таких людей в группе без потери обо-
няния и вкуса – 57,7% (Колмогоров–Смирнов 
d = 0,30, p < 0,01; Chi-Square = 0,40, p = 0,53). 

Интересными были данные по различию 
встречаемости случаев аносмии/дисгевзии у 
больных при использовании конкретных средств 
для неспецифической иммунопрофилактики 
COVID-19 в сравнении с теми реципиентами, кто 
не использовал их. В частности, не было обнару-
жено значимых различий между двумя группами 
при использовании: колекальциферола (Vitamin 
D3) – 42,3% случаев и 13,3% случаев для групп 
№ 1 и № 2 соответственно (Chi-Square = 2,06, 
p = 0,15); риамиловира – 34,6% случаев и 53,3% 
случаев для групп № 1 и № 2 соответствен-
но (Chi-Square = 0,55, p = 0,46); умифеновира 

Рисунок 1. Фрагмент результата кластерного анализа 
клинико-лабораторных и инструментальных данных, 
полученных у обследованных, перенесших COVID-19 
Примечание. Аносмия – случаи аносмии/дисгевзии; 
иммунопрофилактика – использование неспецифических 
иммунопрофилактических средств; IgG, г/л – антитела  
к SARS-CoV-2 класса G; KT, % – процент поражения тканей 
легких, установленный методом компьютерной томографии; 
Евклидово расстояние объединения.
Figure 1. Fragment of the result of cluster analysis of clinical, 
laboratory and instrumental data obtained from the examined 
patients who underwent COVID-19
Note. Anosmia, cases of anosmia / dysgeusia; immunoprophylaxis, 
use of nonspecific immunoprophylactic agents; IgG, g/L, antibodies 
to SARS-CoV-2 class G; KT, %, percentage of lung tissue damage 
determined by computed tomography; linkage distance, Euclidean 
linkage distance

гидрохлорида моногидрата – 11,5% случаев и 
1% случаев для групп № 1 и № 2 соответствен-
но (Chi-Square = 1,67, p = 0,20); аскорбиновой 
кислоты (витамин С) – 3,9% случаев и 1% слу-
чаев для групп № 1 и № 2 соответственно (Chi-
Square = 0,57, p = 0,45); цинка – 3,9% случаев и 
1% случаев для групп № 1 и № 2 соответственно 
(Chi-Square = 0,57, p = 0,45). 

Вместе с тем выявлены достоверные разли-
чия в наблюдении фактов отсутствия аносмии/
дисгевзии среди тех, кто использовал IFNa-2b 
человеческий рекомбинантный – 3,9% случаев в 
сравнении с 33,3% случаев для групп № 1 и № 2 со-
ответственно (Chi-Square = 4,68, p = 0,031). У па-
циентов – перенесших COVID-19 в отсутствие 
аносмии/дисгевзии – на фоне превентивного 
использования интерферона помимо отмечен-
ного феномена отмечались: достоверное сниже-
ние длительности госпитализации на 14,3%, что 
составляло примерно 2 суток (Chi-Square = 6,51, 
p = 0,011); достоверное снижение объема пора-
жения тканей легких, выявленное методом ком-
пьютерной томографии на 26,0% – медианные 
значения и межквартильный размах 13,5 (5,0-

10 20 30 40 50 60
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25,0) % и 10,0 (5,3-26,0) % для групп № 1 и № 2 
соответственно (Chi-Square = 4,54, p = 0,034); 
значимо более высокие (в 3,5 раза) концентра-
ции IgG к SARS-CoV-2 после перенесенного за-
болевания на момент обследования (60 суток) – 
медианные значения и межквартильный размах 
5,4 (4,9-16,0) BAU/мл (binding antibody units, еди-
ницы связывающих антител) в сравнении с 18,8 
(18,1-20,3) BAU/мл для групп № 1 и № 2 соответ-
ственно (Chi-Square = 25,19, p = 0,001). 

Вышеописанные особенности согласовались 
с данными кластерного анализа (см. рис. 1), где в 
центре иерархического дерева оказались данные 
об объеме поражения тканей легких, установлен-
ные методом компьютерной томографии, и кон-
центрации антител к SARS-CoV-2 класса G после 
перенесенной инфекции. 

Никакие другие среди изученных показа-
телей не имели значимых отличий у больных с 
наличием и отсутствием чувствительности при 
COVID-19 (группа № 1 и группа № 2). В частно-
сти, не было выявлено связи с тяжестью течения 
заболевания (легкое / среднетяжелое / тяжелое), 
восстановлением трудоспособности (полное / ча-
стичное / сохранилась утомляемость), фактами 
курения (табака / электронных сигарет), случая-
ми пневмонии в процессе COVID-19, видом ле-
чения (стационарное / амбулаторное), наличием 
клинических показаний для проведения компью-
терной томографии, наличием аллергических ре-
акций в анамнезе и многих других показателей.

В связи с тем, что в группах № 1 и № 2 были 
обнаружены различия во взаимосвязи профилак-
тического использования IFNa-2b человеческого 
рекомбинантного с проявлениями аносмии/дис-
гевзии при заболевании новой коронавирусной 
инфекцией, дополнительно исследовали есть ли 
различие между разными клинико-лаборатор-
ными показателями среди тех, кто использовал 
IFNa-2b человеческий рекомбинантный в целях 
профилактики заражения новой коронавирусной 
инфекцией и всеми остальными респондентами, 
т. е. теми, кто ничего не использовал или исполь-
зовал другие иммунопрофилактические средства. 

Показано, что во всех случаях, когда был ис-
пользован IFNa-2b человеческий рекомбинант-
ный через 60 суток наблюдения все пациенты 
заявили о полном восстановлении состояния 
здоровья после перенесенного заболевания, сре-
ди тех, кто не использовал интерферон таких ока-
залось 80,4% (т. е. 4/5 всех случаев). Однако, как 
можно полагать, это лишь тенденция к различию 
сравниваемых параметров оценки состояния 
больного, поскольку достоверность различий для 
клинических показателей показана не была (Chi-
Square = 0,14, p = 0,71).

Известно, что в ранее опубликованных ра-
ботах неоднократно сообщалось о том, что 
COVID-19 сопровождается случаями как изоли-
рованной аносмии, так и сочетанной с дисгевзи-
ей. В частности, согласно данным ряда авторов, 
встречаемость нарушения восприятия вкуса и 
запаха при новой коронавирусной инфекции со-
ставляет 47-49% [5, 14]. В настоящем исследова-
нии данные показали несколько более высокие 
значения распространения осложнения, в част-
ности – 69,0% случаев, несмотря на то, что паци-
енты с подобным осложнением инфекционного 
заболевания не отбирались в исследование на ос-
новании данного критерия. По-видимому, такие 
различия можно связать с тем, что представлен-
ные в исследовании данные были получены в пе-
риод первой волны коронавирусной инфекции, 
штамм возбудителя которой обладал более выра-
женным нейротропным действием [9].

В связи с тем, что о взаимосвязи между приме-
нением неспецифических иммунопрофилакти-
ческих средств и потерей вкусовой и обонятель-
ной чувствительности больных COVID-19 ранее 
в научных исследованиях не сообщалось, ин-
тересным стало проанализировать выявленные 
случаи с оценкой возможной этой взаимосвязи. 
В частности, применение кластерного анализа в 
изучении полученных данных позволило устано-
вить, что между наблюдениями аносмии / дисгев-
зии и использованием иммунопрофилактических 
средств связь существует. В частности, примене-
ние IFNa-2b человеческого рекомбинантного 
является протективным в отношении снижения 
числа случаев развития осложнения инфекции, 
в частности аносмии / дисгевзии, вызванной но-
вым коронавирусом. Использование данного 
препарата показало снижение числа этого ос-
ложнения в 8,5 раза (p = 0,03). Также у пациентов 
при привентивном интраназальном использо-
вании интерферона отмечалось: снижение дли-
тельности госпитализации на 14,3% (p = 0,01), 
объема поражения тканей легких (p = 0,03), бо-
лее высокие концентрации IgG к SARS-CoV-2 
через 2 месяца после перенесенного заболевания 
(p = 0,001). Подтверждением выявленной взаи-
мосвязи стал кластерный анализ, в связи с тем, 
что перечисленные параметры образовали центр 
однородных элементов иерархического дерева и 
имели наименьшее расстояние до его ядра. 

Некоторыми исследователями ранее упоми-
налось, что аносмия чаще была у курильщиков 
табака и пациентов с аллергическими заболева-
ниями, преимущественно дыхательной систе-
мы [10]. Согласно полученным нами данным, 
действительно аносмия встречалась в 10 раз чаще 
у курильщиков табака или электронных сигарет, 
а также вдвое чаще у тех, кто имел аллергические 
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заболевания, однако достоверных различий уста-
новлено не было, по-видимому ввиду ограничен-
ности количества наблюдений.

Между тем, у полученных результатов есть два 
ограничения. Во-первых, небольшая выборка ис-
следования, на которой получены представлен-
ные данные, и, во-вторых, отсутствие контроля 
при использовании иммунопрофилактических 
средств. Однако, в связи с тем, что сотрудники 
лечебного учреждения, в котором оказывалась 
медицинская помощь в период пандемии коро-
навируса, являются информированными, ква-
лифицированными специалистами действовали 
в интересах сохранения собственного здоровья, 
а также ознакомлены с порядком приема пре-
паратов (дозировки, длительность курса) данных 
групп фармацевтических средств, можно пола-
гать, что данное ограничение может рассматри-
ваться как условное. Более того, если даже на вы-
борке такого объема были показаны результаты, 
обладающие статистической значимостью, то 
заключение выполненного исследования может 
считаться обоснованным.

Заключение
Впервые получены данные об отрицательной 

взаимосвязи использования неспецифичных к 

конкретному вирусу иммунопрофилактических 
средств с проявлениями аносмии / дисгевзии при 
COVID-19. Показана протективная роль исполь-
зования IFNa-2b человеческого рекомбинантно-
го в отношении снижения числа случаев развития 
легочных и нейрогенных осложнений инфекции. 
Полученные данные могут быть использованы 
для обоснования клинических рекомендаций по 
неспецифической профилактике новых вспышек 
коронавирусной инфекции. Ограничением полу-
ченных результатов может быть необходимость 
проведения дополнительных исследований на 
более широкой выборке респондентов и более 
детальное изучение конкретных иммуномодули-
рующих препаратов.
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СВЯЗЬ ЦИТОКИНОВ И ЧИСЛЕННОСТИ 
МИКРОСИМБИОНТОВ ПРИ МИКРОЭКОЛОГИЧЕСКИХ 
НАРУШЕНИЯХ КИШЕЧНИКА ЧЕЛОВЕКА
Бондаренко Т.А., Иванова Е.В., Бекпергенова А.В., Чайникова И.Н., 
Челпаченко О.Е., Никифоров И.А., Здвижкова И.А.
Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук 
ФГБУН «Оренбургский федеральный исследовательский центр» УрО РАН, г. Оренбург, Россия

Резюме. Цитокины и хемокины, кишечные микросимбионты, являясь необходимыми участника-
ми межклеточных коммуникаций в норме, поддерживая гомеостаз слизистой оболочки кишечника, 
могут быть ключевыми факторами воспаления кишечника и повреждения эпителиального барьера. 
Данная работа расширяет представления о взаимосвязи микробных сообществ кишечника с локаль-
ной цитокиновой сетью хозяина. В работе представлены результаты анализа корреляционных связей 
таксономического состава кишечных микросимбионтов и уровня про- (TNFa, IFNγ, IL-8) и противо-
воспалительных цитокинов (IL-10, IL-1ra) в копрофильтратах клинически здоровых людей, обследу-
емых на дисбиоз. Определение цитокинов в копрофильтратах проводилось ИФА (АО «Вектор-Бест», 
Россия). Исследование 65 микросимбиоценозов кишечника человека осуществлялось классиче-
ским бактериологическим методом. Идентификацию облигатно-анаэробных (Bifidobacterium spp., 
Bacteroides spp., Cutibacterium acnes, Clostridium spp.) и факультативно-анаэробных бактерий (Escherichia 
coli, Klebsiellae spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, 
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus faecium) и Candida spp. проводили времяпролетной 
масс-спектрометрией MALDI TOF MS серии Microflex LT (Bruker Daltoniсs, Германия). Проведен-
ные исследования выявили значимую роль при дисбиозе кишечника ассоциаций энтеробактерий с 
дрожжевыми грибами и стафилококками. В структуре облигатно-анаэробного звена микробиоты на-
блюдалась смена консорциумов из нескольких видов бифидобактерий и лактобактерий при эубиозе 
на моновидовой вариант при дисбиозе. При этом увеличивалось количество ассоциаций, в состав 
которых входили клостридии. Анализ корреляционных связей показателей цитокинов и численности 
микробиоты кишечника показал сохранение в условиях дисбиоза установленных при эубиозе зна-
чимых связей с увеличением их коэффициента корреляции: Bifidobacterium spp., Enterobacteriaceae, 
Staphylococcus spp., Candida spp. с TNFa. Вместе с тем при дисбиозе менялась направленность связей и 
определялись новые корреляционные связи: для Staphylococcus spp. и IFNγ; Staphylococcus spp. и IL-8; 
Enterobacteriaceae и IL-1ra, IFNγ. Установленные особенности корреляционных связей между показа-
телями микросимбиоценоза и количественными изменениями цитокинов позволяют рассматривать 
таксономический состав микросимбиоценоза и профиль цитокинов как фактор, который может вли-
ять на состояние гомеостаза кишечника при эу- и дисбиозе. 

Ключевые слова: кишечные микросимбионты, цитокины, копрофильтраты, корреляционная связь, дисбиоз
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RELATIONSHIPS BETWEEN CYTOKINES AND THE AMOUNTS 
OF MICROSYMBIONTS IN MICROECOLOGICAL DISORDERS 
OF THE HUMAN INTESTINE
Bondarenko T.A., Ivanova E.V., Bekpergenova A.V., Chaynikova I.N., 
Chelpachenko O.E., Nikiforov I.A., Zdvizhkova I.A.
Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy  
of Sciences, Orenburg, Russian Federation

Abstract. Cytokines and chemokines, as well as gut microsymbionts, are sufficient participants in the 
intercellular communications, thus supporting homeostasis of gut mucosa. However, these components may 
be of key significance for intestinal inflammation and damage to epithelial barrier. This work expands the 
understanding of the relationships between intestinal microbial communities and the local cytokine network 
of the host. The paper presents the results of the correlation analysis between total microbial number of 
intestinal microsymbionts and the level of pro- (TNFa, IFNγ, IL-8) and anti-inflammatory cytokines (IL-10, 
IL- 1ra) in coprofiltrates obtained from clinically healthy people examined for gut dysbiosis. Determination 
of cytokines in coprofiltrates was carried out by ELISA technique (JSC Vector-Best, Russia). The study of 65 
microsymbiocenoses of the human gut was carried out by classical bacteriological methods. Identification of 
obligate-anaerobic, facultative-anaerobic bacteria and fungi was carried out by time-of-flight mass spectrometry 
using MALDI TOF-MS Microflex LT series (Bruker Daltonians, Germany). These studies have revealed the 
leading role of associations between enterobacteria, fungi and representatives of the Staphylococcus genus in gut 
dysbiosis. In general composition of the obligate-anaerobic association, we have observed a change of consortia 
from several types of Bifidobacteria and Lactobacilli in eubiotic state to a monoid variant in dysbiosis. At the same 
time, the number of associations that included Clostridia was increased. The analysis of correlations between 
cytokine indices and the number of gut microbiota showed persistance of significant associations established 
during eubiosis under dysbiosis conditions, with an increase in their correlation coefficient: Bifidobacterium 
spp., Enterobacteriaceae, Staphylococcus spp., Candida spp. and TNFa. At the same time, in dysbiosis, the 
direction of the connections changed, and new correlations were determined: for Staphylococcus spp. and IFNγ; 
Staphylococcus spp. and IL-8; Enterobacteriaceae and IL-1ra, IFNγ. The established features of correlations 
between indices of microsymbiocenosis and quantitative changes in cytokines allow us to consider the number, 
composition of microsymbiocenosis and cytokine profile as factors that may affect the state of gut homeostasis 
in eu- and dysbiosis. 

Keywords: gut microsymbionts, cytokines, coprofiltrates, correlation, dysbiosis

Введение
Кишечник является самым большим барье-

ром для внешней среды и вместилищем значи-
тельного количества иммунных клеток и микро-
биоты по сравнению с любым другим биотопом 
в организме человека. Здоровый микробиом 
функционирует так же, как и любой другой ор-
ган человеческого организма, и представляет со-
бой сложную экосистему, в которой сотни видов 
сосуществуют друг с другом и с клетками хозя-
ина. Кишечный эпителий отвечает за широкий 
спектр важнейших функций, включая поддержа-
ние целостности барьера, предотвращение про-
никновения условно-патогенных микроорганиз-
мов (УПМ) и патогенов, а также модулирование 
иммунной системы кишечника [5]. Связь между 
эпителиальными клетками, микробиотой и им-

мунными клетками кишечника имеет решающее 
значение для поддержания гомеостаза и коорди-
нации соответствующих реакций в ответ на дей-
ствие различных факторов и может происходить 
посредством межклеточного контакта или путем 
высвобождения регуляторных молекул [3]. Цито-
кины и хемокины, кишечные микросимбионты, 
являясь необходимыми участниками межкле-
точных коммуникаций, поддерживают гомеостаз 
слизистой оболочки кишечника, но вместе с тем 
могут быть ключевыми факторами воспаления 
кишечника и повреждения эпителиального ба-
рьера [7, 10]. Особенности взаимодействия ки-
шечных микроорганизмов и цитокиновой сети 
человека наряду с другими механизмами могут 
влиять на регуляцию системы «микросимбио-
ценоз-хозяин», о чем свидетельствуют исследо-
вания об участии цитокинов в совокупности с 
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микроэкологическими нарушениями (дисбиоз) 
в патологии различного генеза (воспалительные 
заболевания кишечника, метаболические нару-
шения, аутоиммунные заболевания, онкология и 
др.) [9]. В ранее проведенных нами исследованиях 
было показано, что при III степени дисбиоза тол-
стого кишечника человека, сопровождающейся 
значительными качественно/количественными 
нарушениями в микросимбиоценозе, в копро-
фильтратах определялись такие цитокины, как 
TNFa, IFNγ и IL-10 наряду с многократным ро-
стом антимикробных пептидов (лизоцим, лак-
тоферрин) [1]. Вместе с тем представляет инте-
рес определить насколько изменения в уровне 
про- и противовоспалительных цитокинов при 
выраженных нарушениях микросимбиоценоза 
кишечника связаны с формированием видовой 
структуры микросимбиоценозов. 

Целью настоящей работы явилось исследова-
ние корреляционных связей локального уров-
ня цитокинов в копрофильтратах и параметров 
микросимбиоценоза (видовой и количественный 
состав) при эубиозе и дисбиозе толстого кишеч-
ника человека. 

Материалы и методы
Исследование 65 микросимбиоценозов ки-

шечника человека от клинически здоровых 
людей осуществлялось классическим бактери-
ологическим методом. Идентификацию обли-
гатно-анаэробных (ОАБ) и факультативно-анаэ-
робных бактерий и грибов проводили с помощью 
времяпролетной масс-спектрометрии MALDI 
TOF MS серии Microflex LT (Bruker Daltoniсs, 
Германия). Данное исследование проводилось на 
штаммах ОАБ (97 культур Bifidobacterium spp., 45 
изолятов Bacteroides spp., 35 культур Cutibacterium 
acnes, 20 изолятов Clostridium spp.), факультатив-
но-анаэробных бактерий (88 штаммов предста-
вителей семейства Enterobacteriaceae (Escherichia 
coli, Klebsiellae spp., Pseudomonas aeruginosa, 
Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Proteus 
mirabilis), 9 культур Streptococcus spp., 39 изоля-
тов Staphylococcus spp., 15 штаммов Enterococcus 
faecium) и 42 культур Candida spp. Численность 
кишечных микросимбионтов выражали общим 
микробным числом (ОМЧ) и оценивали по коли-
честву колоний на чашках, выражали в lg КОЕ/г. 
Копрофильтраты готовили с использованием ин-
гибиторов протеаз: ингибитор соевых бобов, кон-
трикал. Определение про- (TNFa, IFNγ, IL- 8) 
и противовоспалительных цитокинов (IL-10, 
IL- 1ra) в копрофильтратах проводилось методом 
ИФА с использованием реагентов «Вектор-Бест» 
(Россия). Результаты проведенных исследований 
обработаны методами вариационной статистики 

с использованием пакета прикладных программ 
Microsoft Excel и STATISTICA 10.0.

Результаты и обсуждение
Изменение структуры микросимбиоценоза в 

условиях дисбиоза происходило за счет снижения 
доли бифидобактерий, лактобактерий и энтеро-
кокков (в 2 раза и более, р ≤ 0,05) и увеличения 
доли представителей семейства Enterobacteriaceae, 
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. и дрожжевых 
грибов (р ≤ 0,05), которая составляла 51,9±1,6% 
среди общего количества изолированных штам-
мов. При эубиозе обнаружена тенденция к фор-
мированию консорциумов из 3-4 видов бифидо-
бактерий (в 75,0±2,3% случаев) и, напротив, у лиц 
с дисбиозом кишечника чаще встречался моно-
видовой вариант (77,8±1,0% случаев), (р ≤ 0,05). 
Представители рода Lactobacillus встречались при 
эубиозе также в составе консорциумов из 2-3 ви-
дов (в 75,0±1,8% случаев), тогда как при дисбио-
зе – преимущественно в моновидовом варианте 
(в 64,0±2,4% случаев). 

При дисбиозе в микросимбиоценозе толстого 
кишечника монокультуры УПМ встречались ред-
ко (4,0±0,1%), в основном были характерны ассо-
циации (96,0±2,3% случаев) их двух (23,0±1,5%), 
трех (40,0±2,1%) и четырех (23,0±1,1%) куль-
тур, а также установлены консорциумы из пяти 
представителей УПМ (в 14,0±0,5%). В бакте-
риальных и бактериально-грибковых ассоциа-
циях при дисбиозе преобладали культуры E. coli 
(в 97,0±3,0% случаев), C. albicans (в 70,0±1,8% 
случаев), коагулазо-отрицательных стафилокок-
ков (S. epidermalis, S. equorum, S. saprophyticus) 
(в 31,0±1,5% случаев) и K. pneumonia (в 31,0±1,5% 
случаев). Тем самым при дисбиозе в структуре 
микросимбиоценоза увеличивается количество 
3- и 4-компонентных ассоциаций условно-пато-
генных микроорганизмов и появляются 5-ком-
понентные бактериально-грибковые ассоциа-
ции, не характерные для эубиоза. Таким образом, 
проведенные исследования показали значимую 
роль ассоциаций энтеробактерий с дрожжевыми 
грибами и стафилококками в развитии микро-
экологических нарушений толстого кишечника 
обследуемых лиц. При этом увеличивалось ко-
личество ассоциаций, в состав которых входили 
клостридии. 

Исследование корреляционных связей содер-
жания цитокинов в копрофильтратах и численно-
сти кишечных микросимбионтов у обследуемых 
лиц при эубиозе и дисбиозе показало наличие 
некоторых отличий в характере и силе взаимос-
вязей между данными показателями. В условиях 
эубиоза (рис. 1А) были установлены наиболее 
значимые положительные связи между количе-
ством бифидобактерий, энтерококков, облигат-
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но-анаэробных бактерий и уровнем IL-10, IL-1ra: 
Bifidobacterium spp. и IL-10 (r = 0,80, p < 0,001), 
Bifidobacterium spp. и IL-1ra (r = 0,71, p < 0,001), 
Enterococcus spp. и IL-10 (r = 0,61, p < 0,001), ОАБ 
и IL-10 (r = 0,60, p < 0,001), а также между уров-
нем бифидобактерий и IFNγ (r = 0,69, p < 0,001).

Выявлялись и отрицательные корреляцион-
ные связи между уровнем дрожжевых грибов 
и IL-10 (r = -0,68, p < 0,001) и IFNγ (r = -0,61, 
p < 0,001).

Между остальными показателями связи но-
сили как положительный, так и отрицательный 
характер, но были менее значимы – Lactobacillus 
spp. и IL-1ra (r = 0,50, p < 0,001), Enterococcus spp. 
и IFNγ (r = 0,52, p < 0,001), Bifidobacterium spp. 
и IL-8 (r = 0,50, p < 0,001), Bifidobacterium spp, 
Lactobacillus spp. и TNFa (r = -0,54, p < 0,001; 
r = -0,52, p < 0,001, соответственно), Candida 
spp. и IL-1ra, TNFa (r = -0,53, p < 0,001; r = 0,35, 
p < 0,05), Enterobacteriaceae и IL-10 (r = -0,50, 
p < 0,001), TNFa (r = 0,35, p < 0,05). 

В условиях дисбиоза толстого кишечни-
ка анализ корреляционных связей исследуе-
мых показателей (рис. 1Б) показал сохранение 
установленных при эубиозе значимых связей с 

увеличением значений их коэффициента кор-
реляции (Bifidobacterium spp. и TNFa (r = -0,87, 
p < 0,001), ОАБ и IFNγ (r = 0,51, p < 0,001 против 
r = 0,25, p < 0,1 при эубиозе), Enterobacteriaceae и 
TNFa (r = 0,78, p < 0,001), Staphylococcus и TNFa 
(r = 0,50, p < 0,001 против r = 0,14, p < 0,1 при эу-
биозе), Candida spp. и TNFa (r = 0,58, p < 0,001). 

Вместе с тем при дисбиозе изменялась на-
правленность связей и определялись новые вза-
имосвязи. Например, изменялся характер связи у 
Bifidobacterium spp. и IFNγ (r = -0,72 при дисбиозе 
и r = 0,69 при эубиозе, p < 0,001), IL-10 (r = -0,58 
при дисбиозе и r = 0,80 при эубиозе, p < 0,001), 
IL-1ra (r = -0,70 при дисбиозе и r = 0,71 при эуби-
озе, p < 0,001), а также у Lactobacillus spp. и IFNγ 
(r = -0,53 при дисбиозе и r = 0,47 при эубиозе, 
p < 0,001), IL-10 (r = -0,49 при дисбиозе и r = 0,48 
при эубиозе, p < 0,001), IL-1ra (r = -0,57 при дис-
биозе и r = 0,50 при эубиозе, p < 0,001), у Candida 
spp. и IFNγ (r = 0,69 при дисбиозе и r = -0,61 при 
эубиозе, p < 0,001), IL-1ra (r = 0,67 при дисбиозе 
и r = -0,53 при эубиозе, p < 0,001), у ОАБ и TNFa 
(r = 0,40 при дисбиозе и r = -0,45 при эубиозе, 
p < 0,001). Новые корреляционные связи отмеча-
лись для Staphylococcus и IFNγ (r = 0,50, p < 0,001), 

Рисунок 1. Коэффициент (r) корреляционных связей показателей локального уровня цитокинов в копрофильтратах 
и численности микросимбионтов при эубиозе (А) и дисбиозе (Б) толстого кишечника человека
Figure 1. Coefficient (r) of correlations between indicators of the local level of cytokines in coprofiltrates and the number 
of microsymbionts in eubiosis (A) and dysbiosis (B) of the human large gut
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IL-8 (r = 0,50, p < 0,001), Enterobacteriaceae и IFNγ 
(r = 0,82, p < 0,001), IL-1ra (r = 0,52, p < 0,001). 

Полученные в настоящем исследовании ре-
зультаты свидетельствуют о тесном взаимодей-
ствии между кишечной микробиотой и цито-
кинами, что является одним из определяющих 
факторов формирования кишечного гомеостаза 
при эубиозе и нарушении его при дисбиозе с раз-
витием иммунологических сдвигов на слизистых. 
Источниками происхождения цитокинов, в том 
числе определяющихся и в копрофильтратах, мо-
гут быть резидентные врожденные или адаптив-
ные иммунные клетки, воспалительные клетки, 
инфильтрирующие ткани кишечника, а также 
сами эпителиальные клетки кишечника [6, 7, 8, 
10]. Способность цитокинов непосредственно 
стимулировать или ограничивать пролиферацию 
кишечного эпителия, апоптоз и проницаемость 
делает их ключевыми игроками в поддержании, а 
иногда и в нарушении кишечного эпителиально-
го барьера [2]. Кроме того, высвобождение цито-
кинов и хемокинов кишечным эпителием в ответ 
на микробиоту, взаимодействие с другими типа-
ми клеток и пищевыми соединениями позволяет 
цитокинам регулировать микроокружение кле-
ток в кишечнике. Например, генетическая деле-
ция IL-10 вызывала спонтанный колит у мышей, 
что указывало на участие этого цитокина в регу-
ляции гомеостаза толстого кишечника. Однако 
ряд других цитокинов, включая IL-6, TNF, IL-18, 
IL-1β и IL-17, экспрессируясь при воспалении 
кишечника, способствуют повреждению слизи-
стой кишечника [8]. Выявленные в настоящей 
работе значимые связи количества и вида микро-
симбионтов с уровнем IFNγ подтверждают роль 
данного цитокина в регуляции проницаемости 

кишечного эпителия, как при эубиозе, так и дис-
биозе. Считается, что увеличение проницаемо-
сти кишечного эпителия, индуцированное IFNγ, 
представляет собой наглядный пример сложных 
взаимосвязей между цитокинами, эпителием 
и иммунными клетками [11]. Установленные 
связи параметров микробиоты с уровнем IL- 10 
подтверждают роль данных взаимодействий в 
кишечном гомеостазе, поскольку основными 
продуцентами IL-10 в кишечнике являются ма-
крофаги и регуляторные Т-клетки, которые при 
участии антигенов кишечных микросимбионтов 
формируют цитокиновые сети, обеспечивающие 
локальную иммуносупрессию и иммунную толе-
рантность к нормобиоте [4].

Заключение
Результаты сравнительного исследования кор-

реляционных связей между показателями ми-
кросимбиоценоза при эу-/дисбиозе толстого 
кишечника человека и количественными изме-
нениями про-/противовоспалительных цитоки-
нов в копрофильтратах позволили сделать следу-
ющие выводы:

1. При дисбиозе толстого кишечника изме-
нялась направленность взаимосвязей и опреде-
лялись новые значимые корреляционные связи 
между параметрами микросимбиоценоза кишеч-
ника человека (увеличение количества и ассо-
циаций УПМ) и уровнем про-/противовоспали-
тельных цитокинов в копрофильтратах.

2. Численность, состав микросимбиоценоза и 
локальный профиль цитокинов можно рассма-
тривать как фактор, определяющий состояние 
гомеостаза кишечника человека при эу- и дис-
биозе.
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КЛЕТОЧНЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ НА ДНК-ВАКЦИНУ, 
КОДИРУЮЩУЮ РЕЦЕПТОР-СВЯЗЫВАЮЩИЙ ДОМЕН 
БЕЛКА S ВИРУСА SARS-CoV-2, В ЗАВИСИМОСТИ ОТ 
СПОСОБА УПАКОВКИ
Боргоякова М.Б., Карпенко Л.И., Старостина Е.В., 
Волосникова Е.А., Задорожный А.М., Орлова Л.А., Ильичев А.А.

Центр геномных исследований мирового уровня по обеспечению биологической безопасности и технологической 
независимости в рамках Федеральной научно-технической программы развития генетических технологий 
ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, 
 р. п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

Резюме. Массовая вакцинация против SARS-CoV-2 представляется одним из наиболее важных 
этапов на пути разрешения проблемы пандемии COVID-19, которая за два с половиной года унес-
ла жизни миллионов человек. Для создания анти-COVID-19 вакцин были задействованы как тради-
ционные подходы (инактивированные вакцины), так и инновационные, благодаря чему на рынке 
появились вакцины на основе нуклеиновых кислот (мРНК-, ДНК-вакцины). Мы сконструировали 
плазмиду (ДНК-вакцину), кодирующую ген рецептор-связывающего домена (RBD) белка шипа (S) 
вируса SARS-CoV-2. Данная ДНК-вакцина была названа pVAXrbd. Для упаковки pVAXrbd был ис-
пользован поликатионный носитель полиглюкин-спермидин (PGS), а также его конъюгат с реком-
бинантным белком RBD (PGS-RBD). При добавлении отрицательно заряженной плазмидой ДНК 
pVAXrbd к поликатионным молекулам PGS или PGS-RBD, происходило формирование комплек-
сов полимеров с плазмидной ДНК путем самосборки за счет нековалентного взаимодействия. Целью 
данной работы было исследование клеточного ответа, индуцированного ДНК-вакциной в различных 
вариантах упаковки, а также анализ вклада упаковки в развитие иммунного ответа. Мышам линии 
BALB/c вводили ДНК-вакцину в трех вариантах: «голую» рVAXrbd; плазмиду pVAXrbd в оболочке 
PGS; pVAXrbd в оболочке PGS-RBD. В качестве контроля животным вводили рекомбинантный бе-
лок RBD. Клеточный ответ оценивали по продукции IFNγ с помощью двух методов – ELISpot и ICS 
с использованием проточной цитометрией. Было показано, что ДНК-вакцина pVAXrbd как сама по 
себе, так и в составе комплексов, обладает способностью индуцировать клеточный иммунный от-
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вет. Наиболее эффективный клеточный ответ был обнаружен в группе животных, иммунизирован-
ных комплексом pVAXrbd-PGS. С помощью метода ELISpot для этой группы было зарегистрировано 
наибольшее количество клеток, ответивших выбросом IFNγ на стимуляцию специфическими пеп-
тидами; с помощью ICS и проточной цитометрии для этой группы был показан больший процент 
IFNγ-продуцирующих CD4+ и CD8+Т-клеток. Этот эффект, по-видимому, связан с тем, что оболочка 
из полиглюкин-спермидина защищает ДНК от действия нуклеаз, а комплексы pVAXrbd-PGS более 
эффективно узнаются антигенпрезентирующими клетками, чем голая плазмидная ДНК. Представ-
ленные результаты показывают, что оболочка из полиглюкин-спермидина обеспечивает повышение 
иммуногенности ДНК-вакцины pVAXrbd в отношении вирус-специфического Т-клеточного ответа. 

Ключевые слова: SARS-CoV-2, ДНК-вакцина, иммунный ответ, ELISpot, ICS, упаковка ДНК-вакцин

CELLULAR IMMUNE RESPONSE TO DNA VACCINE ENCODING 
RECEPTOR-BINDING DOMAIN OF SARS-CoV-2 S PROTEIN: 
DEPENDENCE ON THE PACKING MODE
Borgoyakova M.B., Karpenko L.I., Starostina E.V., Volosnikova E.A., 
Zadorozhny A.M., Orlova L.A., Ilyichev A.A.
Center of Genomic Studies in Biological Safety, State Research Centre of Virology and Biotechnology “Vector”, 
Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. Massive vaccination against SARS-CoV-2 appears to be one of the most important steps towards 
solving the problem of the COVID-19 pandemic, which threatened the lives of millions of people over two 
and a half years. To create anti-COVID-19 vaccines, both traditional approaches (inactivated vaccines), 
and innovative efforts were used, including the nucleic acid-based vaccines (mRNA, DNA vaccines) which 
appeared on the market. We constructed a plasmid (DNA vaccine) encoding the gene for the receptor-binding 
domain (RBD) of spike protein (S) of the SARS-CoV-2 virus. This DNA vaccine was named pVAXrbd. The 
polycationic carrier polyglucin-spermidine (PGS) and its recombinant RBD protein conjugate (PGS-RBD) 
were used to package pVAXrbd. By adding the negatively charged DNA pVAXrbd plasmid to polycationic PGS 
or PGS-RBD molecules, the complexes of polymers with plasmid DNA were formed by self-assembly, due to 
their non-covalent interaction. The aim of this work was to study cellular response induced by the DNA vaccine 
at various packaging options, as well as to analyze influence of the vaccine packaging upon development of 
the immune response. BALB/c mice were injected with DNA vaccine in three versions: “naked” pVAXrbd; 
plasmid pVAXrbd in PGS envelope; pVAXrbd in PGS-RBD wrapper. In control group, the animals were 
injected with the recombinant RBD protein. Cellular response was assessed by the IFNγ production using two 
methods, i.e., ELISpot and ICS using flow cytometry. It was shown that the DNA vaccine pVAXrbd, both per 
se, or as part of complexes, showed the ability to induce cellular immune response. The most effective cellular 
immune response was found in the group of animals immunized with pVAXrbd-PGS complex. Using ELISpot 
detection technique for this group, the largest number of cells responding by IFNγ release was registered upon 
stimulation with specific peptides; usage of ICS and flow cytometry for evaluation in this group showed higher 
percentage of IFNγ-producing CD4+ and CD8+T cells. This observed effect could be explained by DNA 
protection from nuclease action by the polyglucin-spermidine envelope. The pVAXrbd-PGS complexes may 
be also more efficiently recognized by antigen-presenting cells than naked plasmid DNA. The presented results 
show that the polyglucin-spermidine envelope provides an increase in immunogenicity of the DNA vaccine 
pVAXrbd, in terms of virus-specific T cell response.

Keywords: SARS-CoV-2, DNA vaccine, packing, immune response, ELISpot, ICS



133

Клеточный ответ на ДНК-вакцину
Cellular immune response to DNA vaccine 2022, Vol. 25, № 2

2022, Т. 25, № 2

Исследование было выполнено при поддерж-
ке Министерства науки и высшего образования 
Российской Федерации (соглашение № 075-15-
2019-1665).

Введение
Вирус SARS-CoV-2, вызывающий острый ре-

спираторный синдром COVID-19, впервые был 
обнаружен в г. Ухань, в Китае, в декабре 2019 
года. С самого начала многие страны предприня-
ли беспрецедентные меры по ограничению рас-
пространения заболевания. Вакцинация – одна 
из таких мер, призванная не только ограничить 
распространение инфекции в популяции, но и 
облегчить течение болезни при заражении. Для 
создания анти-COVID-19 вакцин были задей-
ствованы как традиционные подходы (инакти-
вированные вакцины), так и инновационные, 
благодаря чему на рынке появились вакцины на 
основе нуклеиновых кислот (мРНК, ДНК) [11]. 
Одной из отличительных особенностей вакцин, 
основанных на нуклеиновых кислотах, является 
их способность индуцировать кроме гумораль-
ного эффективный клеточный иммунитет, в том 
числе цитотоксический. Как показывают раз-
личные исследования, для защиты от инфекции, 
вызываемой SARS-CoV-2, необходима стимуля-
ция обоих звеньев иммунитета [5]. У пациентов 
с бессимптомной и легкой формой заболевания 
COVID-19 в отсутствие антител были выявлены 
высокие уровни специфических цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов [7,  10], что подтверждает 
важность Т-клеточного ответа в блокировании 
инфекции. 

В настоящее время несколько ДНК-вакцин 
против SARS-CoV-2 проходят клинические ис-
пытания, одна из них зарегистрирована и исполь-
зуется для вакцинации населения в Индии [1, 4, 
6, 9]. Недостатком ДНК-вакцин является их низ-
кая иммуногенность при введении в виде голой 
плазмидной ДНК, поэтому многие исследовали 
работают над разработкой эффективных и без-
опасных средств доставки.

Мы сконструировали плазмиду pVAXrbd 
(ДНК-вакцину), кодирующую ген рецепторсвя-
зывающего домена (RBD) белка шипа (S) вируса 
SARS-CoV-2. В качестве упаковки был использо-
ван поликатионный носитель полиглюкин-спер-
мидин, а также его конъюгат с рекомбинантным 
белком RBD, наработанным в клетках CHO-K1. 

Целью данной работы было исследование 
клеточного ответа, индуцированного ДНК-

вакциной pVAXrbd, а также анализ вклада ее упа-
ковки в развитие иммунного ответа.

Материалы и методы 
Конструирование плазмиды pVAXrbd было 

описано ранее [2]. Последовательность гена, ко-
дирующего белок RBD, была клонирована в со-
ставе эукариотического плазмидного вектора 
pVAX. Полученную плазмиду (ДНК-вакцину) 
обозначили pVAXrbd. Для оценки способности 
pVAXrbd обеспечивать синтез целевого белка в 
эукариотических клетках проводили трансфек-
цию клеток HEK-293T. Трансфицированные 
клетки были исследованы на наличие белка RBD 
с помощью иммуноблотинга с высокотитражной 
сывороткой к RBD, а также на наличие специфи-
ческой мРНК путем ОТ-ПЦР с использованием 
специфических праймеров. Оба метода показа-
ли, что экспрессия гена, кодирующего RBD, эф-
фективно проходит как на уровне РНК, так и на 
уровне белка в эукариотических клетках. 

Наработка белка RBD в клетках CHO-K1 и 
его иммуногенные свойства, а также получение 
конъюгатов данного белка с поликатионным но-
сителем полиглюкин-спермидином были описа-
ны нами ранее [8]. При добавлении отрицательно 
заряженной плазмидой ДНК pVAXrbd к положи-
тельно заряженным полимерам – полиглюкин-
спермидин (PGS) или его конъюгат с белком 
RBD (PGS-RBD) происходило формирование 
комплексов поликатионов с плазмидной ДНК 
путем самосборки за счет нековалентного вза-
имодействия. Таким образом, мы получили два 
типа частиц: pVAXrbd-PGS и CCV-RBD (CCV – 
combined coronavirus vaccine), в центре каждой 
из которых находилась ДНК-вакцина pVAXrbd. 
Образованные частицы были проанализированы 
с помощью электронной микроскопии, электро-
фореза в агарозном геле и гель-фильтрации [3]. 

Для оценки иммуногенности созданных кон-
струкций использовали самок мышей BALB/c 
массой 16-18 г. Все эксперименты с животными 
проводили с соблюдением принципов гуманно-
сти в соответствии с протоколами, утвержден-
ными Биоэтическим комитетом ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» (номер разрешения: НИЦ ВБ «Век-
тор» / 10.09.2020). Мышей разделили на группы 
по 8 животных в каждой и иммунизировали сле-
дующим образом: группа CCV-RBD – комбини-
рованной вакциной, содержащей 100 мкг ДНК 
и 100 мкг белка; группа pVAXrbd-PGS – 100 мкг 
плазмиды pVAXrbd, инкапсулированной в обо-
лочку из PGS; группа pVAXrbd – 100 мкг «го-
лая» ДНК-вакцина; группа RBD – 100 мкг белка 
RBD. В группе intact были неиммунизированные 
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животные. Мышей иммунизировали внутримы-
шечно дважды с интервалом три недели в бедро 
задней конечности. Спустя 10 дней после второй 
иммунизации у животных были взяты селезенки 
для исследования Т-клеточного иммунного от-
вета. 

Селезенки последовательно измельчали 
на нейлоновых фильтрах для клеток с диаме-
тром пор 70 и 40 мкм (BD FalconTM, США). 
После лизиса эритроцитов лизирующим бу-
фером (Sigma, США) спленоциты дважды от-
мывали в среде RPMI и помещали в 1 мл RPMI 
с 2 мМ L-глутамина, гентамицина (50 мкг/мл) 
и 10% фетальной бычьей сывороткой (FBS) 
(ThermoFisherScientific, США). Клетки подсчи-
тывали с помощью автоматического счетчика 
клеток TC20™ (Bio-Rad, США). 

ELISpot анализ проводили с использова-
нием набора Mouse IFN-gamma ELISpot kit (BD, 
США), согласно инструкции производителя. 
Спленоциты вносили в лунки в количестве 5 × 105 
клеток/лунка. Для стимуляции использовали 
пул пептидов, рестриктируемых MHC класса I 
(H-2-Dd, H-2-Kd, H-2-Ld) и II (H2-IAd, H2-IEd) 
мышей BALB/c из последовательности рецеп-
торсвязывающего домена S-белка SARS-CoV-2, 
в концентрации 20 мкг/мл для каждого пептида. 
Пептиды были рассчитаны с помощью инстру-
ментов IEDB Analysis Resourse и синтезированы 
компанией AtaGenix Laboratories (Китай), чи-
стота пептидов составляла более 80%. В качестве 
отрицательного контроля использовали нестиму-
лированные клетки, а в качестве положительно-
го – клетки, к которым добавляли конканавалин 
А. Число IFNγ-продуцирующих клеток подсчи-
тывали с помощью ELISpot-ридера (Carl Zeiss, 
Германия). 

Окрашивание внутриклеточных цитоки-
нов проводили следующим образом: спленоци-
ны вносили в лунки 24-луночных культураль-
ных планшетов (TPP, Швейцария) в количестве 
2 × 106 клеток/лунку и стимулировали смесью ви-
рус-специфических пептидов, указанной выше, 
в концентрации 20 мкг/мл для каждого пепти-
да. Клетки инкубировали в течение 4 часов при 
37 °C в 5% CO2, после чего вносили брефельдин A 
(5 мкг/мл, GolgiPlug BD Biosciences) и продолжа-
ли инкубацию еще в течение 16 часов. На следу-
ющий день клетки окрашивали анти-CD3 Alexa 
Fluor 700 (BD, США), анти-CD4 BV786 (BD, 
США) и анти-CD8 FITC (BD, США) антителами 
и фиксировали с использованием 1%-ного рас-
твора параформальдегида. Для обнаружения вну-
триклеточных цитокинов к клеткам добавляли 
анти-IFNγ APC антитела (BD, США). Образцы 

анализировали на проточном цитофлуориметре 
ZE5 (Bio-Rad, США), результаты обрабатывали с 
помощью программы Everest.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием непараме-
трического анализа Манна–Уитни в программе 
GraphPadPrism 6.0, при p <0,05 различия считали 
статистически значимыми.

Результаты и обсуждение
Целью данной работы было исследование кле-

точного ответа, индуцированного ДНК-вакциной 
в различных вариантах упаковки, а также анализ 
вклада упаковки в развитие иммунного ответа. 
Мышам линии BALB/c вводили ДНК-вакцину 
в трех вариантах: «голую» рVAXrbd; плазмиду 
pVAXrbd в оболочке PGS; pVAXrbd в оболочке 
PGS-RBD. В качестве контроля животным вво-
дили рекомбинантный белок RBD. Клеточный 
ответ оценивали по продукции IFNγ с помощью 
двух методов – ELISpot и ICS с использованием 
проточной цитометрии.

С помощью метода ELISpot оценивали коли-
чество спленоцитов, продуцирующих IFNγ в от-
вет на специфическую стимуляцию пулом пепти-
дов из белка RBD. Было показано, что наиболее 
высокий показатель клеточного иммунитета был 
зарегистрирован в группе животных, иммуни-
зированных ДНК-вакциной в оболочке из PGS 
(рис. 1). 

Средний уровень SFU на 106 спленоцитов со-
ставил 172 для группы pVAXrbd-PGS и 125 для 
группы pVAXrbd, тогда как для группы CCV-RBD 
он составил 41, а показатели группы, иммуни-
зированной белком, сравнимы с показателями 
группы интактных мышей. Более высокий уро-
вень IFNγ-продуцирующих клеток в группе, 
иммунизированной плазмидой в оболочке из 
PGS, возможно, связан с тем, что полиглюкин-
спермидин защищает ДНК от действия нуклеаз 
и повышает эффективность трансфекции за счет 
нейтрализации отрицательного заряда нуклеино-
вой кислоты. Наиболее низкий ответ по данным 
ELISPot был зафиксирован в группе мышей, им-
мунизированных комплексом pVAXrbd в оболоч-
ке PGS-RBD (CCV-RBD). Однако он достоверно 
не отличался от клеточного ответа, обнаружен-
ного у группы животных, иммунизированных го-
лой pVAXrbd. 

Чтобы получить более полное представление 
об активации разных субпопуляций Т-клеток, мы 
оценили процент IFNγ-продуцирующих CD4+ и 
CD8+Т-лимфоцитов с помощью метода внутри-
клеточного окрашивания цитокинов (ICS) и про-
точной цитометрии (рис. 2).
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Рисунок 1. Число спленоцитов, продуцирующих IFNγγ в ответ на специфическую стимуляцию, на 106 клеток, 
определенное с помощью ELISpot
Примечание. Слева – данные представлены как средние ± стандартное отклонение. Справа – типичный вид спотов для каждой 
группы иммунизированных животных. 
Figure 1. Number of splenocytes producing IFNγ in response to specific stimulation, per 106 cells, determined using ELISpot
Note. On the left, data are presented as means ± standard deviation. On the right is a typical spot view for each group of the immunized animals.

Рисунок 2. Процент SARS-CoV-2-специфических IFNγ-продуцирующих CD4+ и CD8+Т-клеток, определенный с 
помощью ICS с использованием проточной цитометрии
Примечание. Графики выполнены в программе GraphPad Prism 8.0, данные представлены как разброс значений от 
минимальных к максимальным с обозначением средних. 
Figure 2. Percentage of SARS-CoV-2-specific IFNγ-producing CD4+ and CD8+T cells determined by ICS using flow cytometry
Note. The graphs were created with GraphPad Prism 8.0 software, the data are presented as a spread of values from minimum to maximum with 
the designation of the average values.
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Как видно из рисунка 2, наибольшее количе-
ство CD4+ и CD8+ лимфоцитов, способных син-
тезировать IFNγ в ответ на стимуляцию вирус-
специфическими пептидами, выявлено в группе 
мышей, иммунизированных pVAXrbd в оболочке 
с PGS или PGS-RBD. По-видимому, оболочка 
из поликатионных конъюгатов способна обеспе-

чить более эффективную доставку ДНК-вакцины 
в антигенпрезентирующие клетки. Количество 
IFNγ-продуцирующих CD4+ и CD8+ ответ у жи-
вотных, иммунизированных только белком RBD, 
было на уровне, выявленном у контрольной 
группы интактных животных. Введение живот-
ным только белка RBD не привело к значимому 
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формированию специфического Т-клеточного 
иммунитета. 

Заключение
Таким образом, ДНК-вакцина pVAXrbd, ко-

дирующая рецептор-связывающий домен белка 
S вируса SARS-CoV-2, обладает способностью 
индуцировать клеточный иммунный ответ. Ком-

позиция данной плазмиды с поликатионным 
носителем полиглюкин-спермидин приводит к 
усилению клеточного ответа, что было показано 
с помощью ELISpot и ICS. Добавление белка на 
поверхности композиции также приводит к фор-
мированию специфического CD4+ и CD8+ отве-
та. pVAXrbd можно рассматривать как основу для 
создания различных комбинированных вакцин 
против COVID-19.
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ЧАСТОТА И ПАРАМЕТРЫ НЕРАВНОВЕСНОГО СЦЕПЛЕНИЯ 
ДВУХЛОКУСНЫХ ГАПЛОТИПОВ HLA-B~~MICA У РУССКИХ 
ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ
Вавилов М.Н.1, 2, Суслова Т.А.1, 2, Бурмистрова А.Л.1
1 ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», г. Челябинск, Россия  
2 ГБУЗ «Челябинская областная станция переливания крови», г. Челябинск, Россия

Резюме. Ген MICA расположен в области MHC на хромосоме 6p21.33, приблизительно 46,4 т.п.н. 
центромерно по отношению к гену HLA-B и находятся в строгом неравновесном сцеплении со всем 
регионом MHC I класса. Существенный полиморфизм человеческого гена MICA и его расположение 
в регионе HLA делает его наиболее вероятным кандидатом на роль дополнительного локуса гистосов-
местимости из двух функциональных генов семейства MIC. Данные об особенностях распределения 
двухлокусных гаплотипов HLA-B~MICA дают возможность получать информацию об уровне вероят-
ных расхождений в локусе MICA при потенциальном подборе пары «донор – реципиент» по класси-
ческим локусам HLA для неродственной трансплантации ГСТ. В ходе исследования было проведе-
но иммуногенетическое типирование 100 доноров, состоящих в Регистре доноров стволовой клетки 
ГБУЗ «Челябинская областная станция переливания крови», русских по национальности. Типиро-
вание локуса MICA, проводили методом полимеразной цепной реакции с сиквенс-специфическими 
праймерами на базовом разрешении. Типирование классического локуса HLA-B проводили методом 
NGS с использованием системы праймеров и программного обеспечения «HLA-Эксперт». Секвени-
рование проводили на приборе MiSeq с использованием набора реагентов MiSeq v2 (Illumina). По-
казатели неравновесного сцепления D, D`, p и частоты двухлокусных гаплотипов HLA-B~MICA были 
рассчитаны с помощью специализированной программы для иммуногенетических исследований 
Arlequin 3.5. В результате исследования были установлены основные параметры неравновесного сце-
пления и частоты двухлокусных гаплотипов HLA-B~MICA у русских Челябинской области. Выявле-
ны аллельные группы HLA-B образующие устойчивые пары с конкретными аллельными вариантами 
MICA (HLA-B*07, B*08, B*13, B*14,B* 27, B*37, B*38, B*47, B*48, B*49, B*50, B*52, B*55, B*56, B*57). 
При подборе пары «донор – реципиент» для неродственной трансплантации у лиц с этими аллель-
ными группами можно ожидать отсутствие несовпадений по локусу MICA при условии полного со-
впадения по локусу HLA-B. А также аллельные группы HLA-B, образующие высоко вариабельные га-
плотипы HLA-B~MICA (HLA-B*15, B*18, B*35, B*39, B*40, B*41, B*44 и B*51) с повышенным риском 
несоответствия по генам MICA. Полученные закономерности могут быть использованы в практиче-
ской работе для оценки вероятности несовпадения пары «донор – реципиент» по неклассическому 
локусу MICA при подборе потенциального донора стволовых клеток гематологическим больным на 
основании классических локусов HLA. Кроме того, данные могут быть востребованы специалистами 
в популяционных исследованиях.

Ключевые слова: популяционная иммуногенетика, HLA, MICA, русская популяция, гаплотипы, Региональный регистр 
доноров костного мозга
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FREQUENCY AND PARAMETERS OF LINKAGE 
DISEQUILIBRIUM OF THE TWO-LOCUS HLA-B~~MICA 
HAPLOTYPES IN RUSSIANS FROM CHELYABINSK REGION
Vavilov M.N.a, b, Suslova T.A.a, b, Burmistrova A.L.a
a Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation  
b Chelyabinsk Regional Blood Transfusion Station, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. MICA gene is located in the MHC region on chromosome 6p21.33, mapped ca. 46.4 kb centromeric 
to the HLA-B gene, being in strict linkage disequilibrium with MHC class I region. The sufficient polymorphism 
of human MICA gene and its location at the HLA region makes it a likely candidate locus for additional 
histocompatibility testing. The data on distribution of two-locus HLA-B~MICA haplotypes enable us to obtain 
information about the level of mismatches in the MICA locus when selecting suitable donor-recipient pair by 
convential HLA loci for unrelated hematopoietic stem cell transplantation. We have performed immunogenetic 
typing of 100 donors of Russian Nationality from the Register of Stem Cell Donors at Chelyabinsk Regional 
Blood Bank. MICA genotyping was carried out by PCR tests with sequence-specific primers at basic resolution. 
Typing of the classical HLA-B locus was carried out by the NGS method using MiSeq instrument using a 
MiSeq v2 reagent kit (Illumina). Linkage disequilibrium indices D, D`, p, and the frequency of two-locus  
HLA-B~MICA haplotypes were calculated using Arlequin 3.5 software. As a result of this study, the main 
parameters of linkage disequilibrium and the frequency of two-locus HLA-B~MICA haplotypes were established 
for Russians from the Chelyabinsk region. HLA-B allelic groups have been identified that form stable pairs 
with specific MICA allelic variants (HLA-B*B*07, B*08, B*13, B*14, B* 27, B*37, B*38, B*47, B *48, B*49, 
B*50, B*52, B*55, B*56, B*57). Moreover, we have revealed HLA-B allelic groups forming highly variable 
HLA-B~MICA haplotypes (HLA-B*15, B*18, B*35, B*39, B*40, B*41, B*44 and B*51) with increased risk 
of mismatch for MICA genes. These results could be used in clinical practice in order to assess probability 
of the donor/recipient mismatch for non-classic MICA locus when selecting potential stem cell donors for 
hematological patients by HLA testing of classical loci. Moreover, these data could be demanded in population 
genetics. 

Keywords: population immunogenetics, HLA, MICA, Russian population, haplotypes, Regional Bone Marrow Donor Registry

Введение
Одной из самых важных прикладных областей 

применения знаний о структуре и функциях генов 
главного комплекса гистосовместимости являет-
ся аллогенная трансплантация гемопоэтических 
клеток (ГСК). Так, повышение степени соответ-
ствия HLA между донором и реципиентом явля-
ется одним из наиболее важных путей снижения 
риска посттрансплантационных осложнений. 
Для снижения рисков осложнений в посттран-
сплантационных период необходимо совпадение 
пары «донор – реципиент» по меньшей мере по 
5 классическим локусам HLA (HLA-A, HLA-B, 
HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1). Но даже при 
соблюдении строгих условий соответствия пары 
«донор – реципиент» по 10 генам из 10, частота 
РТПХ остается довольно высокой (у 50% паци-
ентов развивается острая РТПХ II-IV степени, 
до 35% острая РТПХ III-IV степени и от 40% до 
50% хроническая РТПХ) [3]. Более высокая ча-
стота РТПХ при полностью HLA-совместимой 

неродственной трансплантации по сравнению с 
родственной намекает на существование допол-
нительных локусов гистосовместимости, вно-
сящих свой вклад в посттрансплантационные 
осложнения. Наиболее многообещающим кан-
дидатом, расположенным в регионе MHC I, яв-
ляется MICA, один из генов семейства MIC [1, 3, 
4, 10, 13].

На данный момент известно 7 локусов MIC, 
из которых только MICA и MICB кодируют белко-
вые продукты и обладают существенным аллель-
ным полиморфизмом [5, 8, 12]. Человеческий ген 
MICA является наиболее вероятным кандидатом 
на роль дополнительного локуса гистосовмести-
мости из двух функциональных генов семейства 
MIC. Ген MICA имеет размер ~15,5 т.п.н., рас-
положен в области MHC на хромосоме 6p21.33, 
приблизительно 46,4 т.п.н. центромерно по отно-
шению к гену HLA-B и находятся в строгом не-
равновесном сцеплении со всем регионом MHC 
I класса. На сегодняшний день зарегистрировано 
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388 аллелей гена MICA, которые кодируют 192 ва-
рианта белковых продуктов [8].

Продуктом гена MICA является одноцепо-
чечный (не зависящий от β2-микроглобулина) 
гликопротеин клеточной поверхности, который 
активируется клеточным стрессом и является ли-
гандом для активирующего рецептора NKG2D 
естественных киллеров. Распознавание молеку-
лы MICA рецептором NKG2D позволяет иммун-
ным клеткам идентифицировать и атаковать ин-
фицированные или трансформированные клетки 
без необходимости экспрессии МНС класса I или 
распознавания антигена. Таким образом, взаимо-
действие MICA/NKG2D является эффективным 
механизмом иммунного надзора [4, 5, 12].

В связи с тем, что MICA представляет собой 
наиболее полиморфный неклассический локус 
HLA класса I, для MICA характерно наличие эт-
нических и межпопуляционных различий в ча-
стотах генов, гаплотипов и параметрах неравно-
весного сцепления со всеми локусами входящими 
в регион HLA класса I, особенно это актуально 
для двухлокусных гаплотипов HLA-B~MICA [3, 8].

Популяционные особенности распределения 
частот генов и гаплотипов MICA, а также параме-
тры их неравновесного сцепления с ближайшими 
локусами HLA у основных народов России до на-
стоящего времени остаются мало изучен ными [8, 
9]. Однако данные о популяционных особенно-
стях в распределении генов MICA в различных 
регионах России могут быть востребованы при 
создании Российского Регистра доноров стволо-
вой клетки. А данные о частотах двухлокусных га-
плотипов HLA-B~MICA могут быть использова-
ны для оценки уровня вероятных расхождений в 
локусе MICA при подборе пары «донор – реципи-
ент» по классическим локусам HLA, способствуя 
разработке персонифицированных подходов к 
терапии онкогематологических пациентов.

Цель исследования – вычислить частоту и по-
раметры неравновесного сцепления двухлокус-
ных гаплотипов HLA-B~MICA в популяции рус-
ских Челябинской области. 

Материалы и методы 
В исследование вошли 100 потенциально здо-

ровых, случайно выбранных неродственных, 
постоянно проживающих на территории Челя-
бинской области доноров, состоящих в Регистре 
доноров стволовой клетки ГБУЗ «Челябинская 
областная станция переливания крови», русских 
по национальности. Принадлежность к опре-
деленной этнической группе определялась по 
официальным документам и данным генеало-
гического анамнеза в трех поколениях согласно 
рекомендациям 8-го Международного Уоркшопа 
1980 года.

Иммуногенетическое типирование локуса 
MICA осуществляли методом полимеразной цеп-
ной реакции с сиквенс-специфическими прай-
мерами (Single Specific Primer-Polymerase Chain 
Reaction, PCR-SSP) на базовом разрешении [11].

Типирование HLA-B проводили методом NGS 
с использованием системы праймеров «HLA-
Эксперт» согласно инструкции производителя 
(ДНК-технология, Москва, Россия). Анализ по-
следовательности генов HLA-B проводили мето-
дом ПЦР-амплификации экзонов 2, 3, 4 и флан-
кирующих интронных областей. Библиотеки для 
секвенирования готовили с помощью набора 
«HLA-Эксперт», реакции включали 1-5 нг ге-
номной ДНК (Protrans DNA BOX 500, Германия). 
Секвенирование проводили на приборе MiSeq с 
использованием набора реагентов MiSeq v2 (500 
циклов) (Illumina). Анализ данных первичной 
последовательности проводили с использовани-
ем программного обеспечения «HLA-Эксперт». 
Аллели были обозначены и аннотированы с ис-
пользованием программного обеспечения соб-
ственной разработки и базы данных IMGT/HLA.

С помощью компьютерной программы Arle-
quin 3.5 [2, 6] была рассчитана частота гаплоти-
пов (HF – haplotype frequency) и параметры не-
равновесного сцепления (D, D`, χ2) и степень 
достоверности полученных значений P-values 
(достоверность при p ≤ 0,05.).

Для визуального представления характера 
межпопуляционных различий на основе частот 
двухлокусных гаплотипов в программе PAST 
(версия 2.17) было произведено построение гра-
фика рассеяния методом многомерного шка-
лирования (Multidimensional scaling – MDS) по 
двум осям [7].

Материалом для сравнительного популяцион-
ного исследования послужили частоты гаплоти-
пов HLA-B~MICA у русских Челябинской обла-
сти и 23 мировых популяций из международной 
базы данных The Allele Frequency Net Database 
(AFND) (http://www.allelefrequencies.net) [9].

Результаты и обсуждение
Анализируя результаты вычисления основных 

параметров неравновесного сцепление и частот 
двухлокусных гаплотипов HLA-B~MICA у рус-
ских Челябинской области, представленные в та-
блице 1, можно выделить некоторые закономер-
ности. Основная часть гаплотипов HLA-B~MICA 
характеризуется высокими показателями не-
равновесного сцепления и представляет собой 
единственный устойчивый вариант сочетания 
аллельного семейства HLA-B и конкретного ал-
лельного варианта MICA. Так, аллельные группы 
HLA-B*07, B*08, B*13, B*14, B* 27, B*37, B*38, 
B*47, B*48, B*49, B*50, B*52, B*55, B*56, B*57 
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ТАБЛИЦА 1 ДВУХЛОКУСНЫЕ ГАПЛОТИПЫ HLA-B~MICA У РУССКИХ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ
TABLE 1. TWO-LOCUS HLA-B~MICA HAPLOTYPES IN RUSSIANS FROM THE CHELYABINSK REGION

Аллельные 
группы 

Allelic groups 
HLA-B*

Гаплотип
Haplotype

HLA-B~MICA

Количество*
Number

n

Частота 
гаплотипа 
Haplotype 
frequency 

(Hf), %

Неравновесное 
сцепления D’***

Linkage 
disequilibrium D’

Уровень 
значимости, р 

Level of 
significance, p

B*07:02~MICA*008 29 14,5 1 <<0,001

B*08:01~MICA*008 13 6,5 1 <<0,001

B*13:02~MICA*008 12 6 1 <<0,001

B*14:02~MICA*011 3 1,5 1 <<0,001

B*15

B*15:01~MICA*010 18 9 1 <<0,001

B*15:16~MICA*002 1 0,5 1 0,022

B*15:24~MICA*010 1 0,5 1 0,002

B*18

B*18:01~MICA*018 9 4,5 0,895 <<0,001

B*18:03~MICA*018 1 0,5 1 <<0,001

B*18:01~MICA*002 1 0,5 -0,38 0,595

B*27:05~MICA*007 12 6 1 <<0,001

B*35

B*35:01~MICA*002 16 8 0,930 <<0,001

B*35:03~MICA*002 2 1 0,405 0,061

B*35:01~MICA*016 1 0,5 1 0,001

B*35:03~MICA*009:01 2 1 0,459 0,001

B*37:01~MICA*008 3 1,5 1 0,021

B*38:01~MICA*002 4 2 1 <<0,001

B*39

B*39:01~MICA*002 6 3 0,830 <<0,001

B*39:06~MICA*002 1 0,5 1 0,022

B*39:01~MICA*007 1 0,5 0,078 0,442

B*40

B*40:01~MICA*008 6 3 1 0,001

B*40:02~MICA*027 3 1,5 1 <<0,001

B*40:02~MICA*048 1 0,5 1 <<0,001

B*41

B*41:01~MICA*004 1 0,5 0,462 0,017

B*41:02~MICA*004 5 2,5 1 << 0,001

B*41:01~MICA*008 1 0,5 0,213 0,690

B*44

B*44:02~MICA*008 7 3,5 1 <<0,001

B*44:05~MICA*008 1 0,5 1 0,186

B*44:03~MICA*004 6 3 1 <<0,001
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образуют устойчивые пары с конкретными ал-
лельными вариантами MICA и при подборе пары 
«донор – реципиент» для неродственной транс-
плантации можно ожидать отсутствие несовпаде-
ний по локусу MICA при условии полного совпа-
дения по локусу HLA-B. 

Для аллельных групп HLA-B*15, B*18, B*35,B* 
39, B*40, B*41, B*44, B*51 характерно наличие по-
мимо одного или двух самых устойчивых и ожи-
даемых вариантов сочетания HLA-B~MICA, еще и 
непредсказуемых и мало сцепленных сочетаний 
гаплотипов. Так, аллельная группа HLA-B*15 
в 19 гаплотипах встречается с MICA*010 и толь-

ко один гаплотип представлен нетипичным со-
четанием B*15:16~MICA*002. Похожая ситуа-
ция наблюдается для HLA-B*18 и HLA-B*35. 
HLA-B*18 в 10 гаплотипах сцеплен с MICA*018 
и только один гаплотип образован с аллельным 
вариантом MICA*002, Сочетание B*35~MICA*002 
встречается в 18 случаях и только 3 гаплотипа об-
разованы аллельными вариантами MICA*016 и 
MICA*009:01.

В аллельных группах B*39 и B*41 соотноше-
ние устойчивых и не устойчивых гаплотипов 7 
против 1 и 6 против 1 соответственно. Наиболь-
шая неоднозначность в формировании гаплоти-

Аллельные 
группы 

Allelic groups 
HLA-B*

Гаплотип
Haplotype

HLA-B~MICA

Количество*
Number

n

Частота 
гаплотипа 
Haplotype 
frequency 

(Hf), %

Неравновесное 
сцепления D’***

Linkage 
disequilibrium D’

Уровень 
значимости, р 

Level of 
significance, p

B*47:01~MICA*008 1 0,5 1 0,186

B*48:01~MICA*del 1 0,5 1 <<0,001

B*49:01~MICA*004 2 1 1 <<0,001

B*50:01~MICA*009:02 2 1 1 <<0,001

B*51

B*51:01~MICA*009:01 8 4 0,584 <<0,001

B*51:01~MICA*006 2 1 1 <<0,001

B*51:01~MICA*007 1 0,5 0,007 0,919

B*51:01~MICA*049 2 1 1 <<0,001

B*52:01~MICA*009:01 5 2,5 1 <<0,001

B*55:01~MICA*012 1 0,5 1 <<0,001

B*56:01~MICA*002 1 0,5 1 0,022

B*57:01~MICA*017 7 3,5 1 <<0,001

Сумма частот наиболее вероятных 
гаплотипов ****
Sum of frequencies of the most probable 
haplotypes ****

180 90   

Сумма частот маловероятных 
гаплотипов*****
Sum of frequencies of hardly probable 
haplotypes*****

20 10   

Примечание. * – аллельные группы HLA-B с наибольшим разнообразием вариантов гаплотипов; ** – 
количество положительных индивидуумов; *** – нормированное неравновесное сцепление; **** – сумма 
самых устойчивых сочетаний двухлокусных гаплотипов HLA-B~MICA внутри аллельных групп HLA-B; ***** – 
сумма всех остальных гаплотипов, отражает общую вероятность миссматчей при трансплонтации ГСК.

Note. *, HLA-B allelic groups with the highest diversity of haplotype variants; **, number of positive individuals; ***, normalized 
linkage disequilibrium; ****, the sum of the most stable combinations of two-locus HLA-B~MICA haplotypes within HLA-B allelic 
groups; *****, the sum of all other haplotypes reflects the overall probability of missmatches during HSC transplantation.

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)
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Рисунок 1. Многомерное шкалирование в двух измерениях на основании частот двухлокусных гаплотипов  
HLA-B~~MICA 23-х популяций
Примечание. Диаграмма построена в программе PAST (версия 2.17) на основании частот двухлокусных гаплотипов HLA-B~MICA 
23 популяций, при помощи метода многомерного шкалирования по двум осям (MDS). В качестве критерия оценки точности 
полученного графического изображения MDS использовали меру Stress value = 0,1994 (от 0.4 – низкий до 0.0 – идеальный).
Мировые популяции, вошедшие в сравнительное исследование (в скобках указаны размер выборки, автор исследования и 
год): «Африка»: Нигерия Эфик (32, Tian W., 2002), Нигерия Ю. Игбо (46, Tian W., 2002), Нигерия Ю. Йоруба (74, Tian W., 2002), США 
Афроамериканцы 1 (201, Zhang Y., 2002), США Афроамериканцы 2 (39, Tian W., 2002), США Бостон Афроамериканцы (60, Tian W., 
2002); «Европа»: США Кавказоиды 1 (242, Petersdorf E.W., 1998), США Кавказоиды 2 (103, Zhang Y., 2000), Марокко Металса (82, 
Piancatelli D., 2001), Испания Майорка (165, Cambra A., 2008), Испания Мурсия (154, Lucas D., 2007), Испания Майорка Чуэта (95, 
Cambra A., 2009); «Азия»: Бразилия Японцы (190, de Alencar J.B., 2017), Китай Баотоу Хань (104, Tian W., 2009), Китай Чжэцзян 
Хань (100, Zhu F., 2008), Южная Корея (199, Pyo C.-W., 2003), Южная Корея, Сеул (139, Sohn Y.-H., 2009), Северо-Восток Таиланда 
(255, Romphruk A.V., 2000); «Другие»: Аргентина Формоза Тоба (94, Zhang Y., 2002), Аргентина Формоза Вичи (42, Zhang Y., 2002), 
Бразилия Парана Смешанная (201, Visentainer J.E.L., 2011), Бразилия Сан-Паулу Смешанная (200, Marin M.L.C., 2001).
Figure 1. Multivariate scaling in two dimensions based on the frequencies of two-locus HLA-B~MICA haplotypes of 23 populations
Note. The diagram was built in the PAST program (version 2.17) based on the frequencies of the two-locus HLA-B~MICA haplotypes of 23 
populations, using the method of Multidimensional scaling (MDS). Stress value = 0.1994 (from 0.4 – low to 0.0 – ideal). 
World populations included in the comparative study (in parentheses are the sample size, the author of the study and the year): “Africa”: Nigeria 
Efik (32, Tian W., 2002), Nigeria Y. Igbo (46, Tian W., 2002), Nigeria Yu Yoruba (74, Tian W., 2002), US African American 1 (201, Zhang Y., 2002), 
US African American 2 (39, Tian W., 2002), US Boston African American (60, Tian W., 2002); “Europe”: US Caucasians 1 (242, Petersdorf E.W., 
1998), US Caucasians 2 (103, Zhang Y., 2000), Morocco Metalsa (82, Piancatelli D., 2001), Spain Mallorca (165, Cambra A., 2008 ), Spain Murcia 
(154, Lucas D., 2007), Spain Mallorca Chueta (95, Cambra A., 2009); “Asia”: Brazil Japanese (190, de Alencar J.B., 2017), China Baotou Han 
(104, Tian W., 2009), China Zhejiang Han (100, Zhu F., 2008), South Korea (199, Pyo C.-W., 2003), South Korea, Seoul (139, Sohn Y.-H., 2009), 
Northeast Thailand (255, Romphruk A.V., 2000); “Others”: Argentina Formosa Toba (94, Zhang Y., 2002), Argentina Formosa Vichi (42, Zhang Y., 
2002), Brazil Parana Mixed (201, Visentainer J.E.L., 2011), Brazil São Paulo Mixed (200, Marin M.L.C., 2001)

Russians_Chelyabinsk

Spain_Majorca

Spain_Murcia

Spain_Majorca_Chueta

USA_Caucasian_1

USA_Caucasian_2

Brazil_Sao_Paulo_Mixed

Brazil_Parana_Mixed

Аргентина_Формоза_Тоба 

Аргентина_Формоза_Вичи

China_Zhejiang_Han

China_Baotou_Han
Brazil_Parana_Japanese

South_Korea

South_Korea_Seoul
Thailand_North_East

USA_African_American_2

USA_Boston_African_American

USA_African_American_1

Morocco_Nador_Metalsa

Nigeria_South_Yoruba

Nigeria_South_Efik
Nigeria_S.Igbo

-0,25 -0,20 -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Coordinate 1

-0,25

-0,20

-0,15

-0,10

-0,05

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

 2

2 etanidroo
C

Бразилия_Парана_Смешанная

Бразилия_Японцы

Бразилия_Сан-Паулу_Смешанная

Марокко_Металса

Русские_Челябинск

Нигерия_Efik

Нигерия_Ю.Йоруба Китай_Баотоу_Хан

Китай_Чжэцзян_Хан

Южная_Корея_Сеул

Испания_Майорка

Испания_Мурсия

Тайланд_С-В

США_Кавказоиды_1

США_Кавказоиды_2

США_Афроамериканцы_1

Stress value = 0,1994

США_Афроамериканцы_2

США _Бостон_Афроамериканцы

Южная_Корея

Испания_Майорка_Чуэта

Argentina_Formosa_Toba

Argentina_Formosa_Wichi

Нигерия_Ю.Игбо

«Europe» 

«Africa»

«Asia»

«Африка» /

«Азия» /

«Европа» /

 

 

Координата 1 / Coordinate 1

Ко
ор

ди
на

та
 2 

/ C
oo

rd
ina

te 
2

пов наблюдается в группах B*44 и B*51. B*44 в 8 
случаях имеет устойчивую связь с MICA*008 и в 
6 случаях встречается с MICA*004. В гаплотипах 
с B*51 8 гаплотипов образованны за счет соче-
тания с MICA*009:01 и 5 гаплотипов образуются 
за счет различных MICA: MICA*006, MICA*007 и 
MICA*049.

В общей сложности до 10 процентов гапло-
типов представляют собой маловероятные со-
четания. Именно подобные непредсказуемые 
сочетания могут представлять потенциальную 
угрозу посттрансплантационных осложнений 
при неродственной трансплантации ГСТ. Наши 
данные хорошо согласуются с исследованиями, 



145

HLA-B~MICA у русских Челябинской области
HLA-B~MICA of Russians in Chelyabinsk Region2022, Vol. 25, № 2

2022, Т. 25, № 2

где утверждается, что из-за высокой степени 
сцепленности локуса MICA с HLA-B до 88% пар 
«донор – пациент», подобранных по 5 классиче-
ским локусам HLA (10/10), также подходят и по 
MICA [3].

В совокупности наши результаты предполага-
ют возможность внедрить выборочное предтран-
сплантационное типирование по генам MICA 
только для лиц, находящихся в группе риска, 
обладающих HLA-B с повышенной вариабель-
ностью гаплотипов HLA-B~MICA. Что облегчает 
нахождение полностью совпадающего по генам 
MICA донора, при условии полного совпадения 
по классическим локусам HLA. Применение 
данного подхода может быть прямым средством 
снижения частоты как острой, так и хронической 
РТПХ. 

Следующим этапом нашего исследования 
было попытаться выявить наличие межпопуля-
ционных закономерностей в частотах гаплотипов 
HLA-B~MICA.

Для оценки межпопуляционного разнообра-
зия в частотах гаплотипов HLA-B~MICA было 
произведено построение графика рассеяния на 
основе частот двухлокусных гаплотипов с 23 ми-
ровыми популяциями методом MDS (рис. 1).

На рисунке 1 мы видим, что популяции афри-
канского происхождения, популяции азиатского 
происхождения и популяции европейского про-
исхождения формируют довольно выраженные 
кластеры в соответствии с географическим ре-
гионом их происхождения. Данный факт позво-
ляет предположить, что существующие различия 
носят не случайный характер, а основаны на род-

стве популяций, указывая на регион происхожде-
ния предковых популяций.

Это позволяет утверждать, что существующие 
региональные закономерности в частотах гапло-
типов, необходимо учитывать при подборе доно-
ра.

Заключение
Хотя вопрос о причине аллельного разнообра-

зия локусов MIC до сих пор остается открытым, 
нет сомнений, что полиморфизм данных генов 
может играть определенную роль в отторжении 
аллотрансплантата [1, 3, 4, 10, 13], осложняя тем 
самым подбор доноров для пересадки органов и 
тканей. Совместимость пары «донор – реципи-
ент» по MICА помогает осуществить более точ-
ный и специфический подбор доноров нуждаю-
щихся в неродственной пересадке ГСТ, снижая 
риск отторжения трансплантата по неклассиче-
ским локусам HLA [1, 3, 4, 10, 13].

Располагая данными о частотах гаплотипов 
HLA-B~MICA в конкретной этнической группе 
можно выделить группу лиц с определенными 
аллельными вариантами HLA-B с повышенным 
риском несовпадения по MICA при подборе пары 
«донор – реципиент». Это дает возможность для 
персонифицированного подхода как в подбо-
ре донора для ГСТ, так и для отслеживания пост 
трансплантационных осложнений. Кроме того, 
полученные данные могут служить группой срав-
нения для проведения научно-исследовательских 
работ по направлению «HLA и заболевания», а 
также могут быть востребованы специалистами в 
популяционных исследованиях.
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ВНЕКЛЕТОЧНАЯ ДНК В ПЛАЗМЕ КРОВИ И АКТИВНОСТЬ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ЛЕЙКОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ 
С РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ
Гаврилова Е.Д., Демченко Е.Н., Гойман Е.В., Чумасова О.А., 
Вольский Н.Н., Сизиков А.Э., Козлов В.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Нейтрофильные лейкоциты играют ключевую роль в поражении суставов при развитии 
ревматоидного артрита (РА). Процесс специфической гибели этих клеток (нетоз) может быть важным 
источником происхождения обнаруживаемого в крови пациентов с РА повышенного уровня внДНК. 
Большой интерес представляет изучение предполагаемой зависимости между содержанием в крови 
внДНК, способной играть роль аутоантигена и таким образом участвовать в инициации аутоиммун-
ных реакций и показателями активации нейтрофилов при этом иммунопатологическом состоянии. 
Целью исследования стало определение уровней внДНК в плазме крови пациентов с РА в зависимо-
сти от клинических показателей течения заболевания и выявление возможной связи данного пока-
зателя с активацией нейтрофильных лейкоцитов. В исследование были включены 63 пациента с РА, 
находившиеся на стационарном лечении в ревматологическом отделении клиники иммунопатологии 
НИИФКИ (г. Новосибирск) и 28 условно здоровых доноров. Определение уровня внДНК проводили 
с помощью флюоресцентного красителя PicoGreen. Нейтрофилы из периферической крови доноров 
и пациентов с ревматоидным артритом выделяли в двойном градиенте плотности фиколл-урографин. 
Нейтрофильные лейкоциты составляли более 98% во фракции выделенных клеток, а их жизнеспо-
собность составляла 99%. Часть свежевыделенных нейтрофилов стимулировали добавлением фор-
болмиристат-ацетата (PMA). Концентрацию миелопероксидазы в плазме крови доноров и пациентов 
с РА определяли с помощью набора Human MPO ELISA kit. Показано, что возрастание концентрации 
внеклеточной ДНК в плазме крови пациентов с РА происходит параллельно увеличению степени ак-
тивности заболевания, и данный параметр может служить относительно независимым показателем 
интенсивности патологического процесса. Выявлены статистически достоверные корреляции уровня 
внДНК с основными показателями, позволяющими оценивать активность заболевания в клинике: 
DAS-28 и уровнем С-реактивного белка в сыворотке (p < 0,05). У пациентов с ревматоидным артри-
том на фоне лечения наблюдается снижение концентрации внДНК в плазме, что может быть связано 
с положительным прогнозом: снижением клинических проявлений заболевания, а значит, и правиль-
но подобранной терапией. Установлена корреляция между уровнем внДНК и концентрацией миело-
пероксидазы в крови пациентов с РА. Полученные при исследовании данные говорят о возможной 
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связи повышенной концентрации внеклеточной ДНК с активацией нейтрофильных лейкоцитов при 
ревматоидном артрите и с усилением нетоза в пораженных суставах.

Ключевые слова: внеклеточная ДНК, нейтрофильные лейкоциты, нетоз, миелопероксидаза

PLASMA EXTRACELLULAR DNA AND NEUTROPHILIC 
LEUKOCYTE ACTIVITY IN PATIENTS WITH RHEUMATOID 
ARTHRITIS
Gavrilova E.D., Demchenko E.N., Goiman E.V., Chumasova O.A., 
Volsky N.N., Sizikov A.E., Kozlov V.A.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Neutrophilic leukocytes play a key role for the joint damage in development of rheumatoid arthritis 
(RA). The specific death mode of these cells (netosis) may be an important reason of increase of cell-free DNA 
(cfDNA) in peripheral blood of the RA patients. Of great interest would be studies of alleged relationships 
between the of blood cfDNA contents being able of playing the role of an auto-antigen participating in the 
initiation of autoimmune reactions, and indices of neutrophil activation in this immunopathological disorder. 
The aim of the present study was to determine the levels of cfDNA in blood plasma of patients with RA depending 
on the clinical course of the disease, and to evaluate possible relationships between this index and activation 
of neutrophilic leukocytes. The study was conducted on 28 conditionally healthy donors and 63 patients 
with RA from the Rheumatology Department at the Clinic of Immunopathology (Novosibirsk). The level of 
cfDNA was determined using PicoGreen fluorescent dye. Neutrophils from the peripheral blood of donors and 
patients with rheumatoid arthritis were isolated in a Ficoll-Urografin density gradient. Neutrophilic leukocytes 
accounted for more than 98% of the fraction of isolated cells, and their viability was 99%. A portion of freshly 
isolated neutrophils was stimulated by phorbol myristate acetate. Concentration of myeloperoxidase in blood 
plasma of donors and patients with RA was determined using the Human MPO ELISA kit. It has been shown 
that the increased concentration of extracellular DNA in blood plasma of RA patients correlates with an higher 
degree of disease activity, and this parameter may serve as a relatively independent indicator of the disease 
intensity. A correlation was found between the level of cfDNA and common biochemical markers used to assess 
the activity of disease, i.e., DAS-28 and C-reactive protein levels in serum (p < 0.05). Decrease of cfDNA 
concentrations is detected during treatment of the RA patients. This is due to the expected prognosis, i.e., a 
decreased manifestation of the disease, which also means correct administration of therapy. A relationship was 
found between the level of cfDNA and blood myeloperoxidase concentration in RA patients. The data obtained 
during the study suggest a possible connection between increased concentration of extracellular DNA, and 
activation of neutrophilic leukocytes in rheumatoid arthritis, with increased netosis in the affected joints.

Keywords: extracellular DNA, neutrophilic leukocytes, netosis, myelopyroxidase

Исследование выполнено за счет средств фе-
дерального бюджета для выполнения государ-
ственного задания на научно-исследовательскую 
работу «Изучение иммунопатогенеза фенотипов 
социально значимых заболеваний человека и по-
лиморбидности как основа для разработки новых 
методов персонифицированной диагностики и 
лечения» (РК № 122012000366-9).

Введение
В последние десятилетия было установлено, 

что содержание внеклеточной ДНК (внДНК) в 
циркулирующей крови человека и животных за-

кономерно изменяется при различных патофи-
зиологических процессах и может служить пока-
зателем их динамики. Существенные изменения 
этого параметра обнаружены у пациентов с раз-
личными видами опухолей, при воспалительных 
реакциях, иммунопатологических состояниях и 
других заболеваниях (в качестве обзора см. рабо-
ты [1, 7]). Поскольку предполагается, что внДНК 
способна играть роль аутоантигена и участвовать 
в инициации аутоиммунных реакций, внимание 
исследователей было привлечено к изменениям 
ее концентрации в крови при болезнях, обуслов-
ленных нарушениями деятельности иммунной 
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системы и, в частности, при ревматоидном ар-
трите (РА). Было показано, что уровень внДНК 
в плазме крови при РА существенно повышен и 
в некоторых случаях может быть связан с особен-
ностями патологического процесса у индивиду-
альных больных [7,  8, 11]. 

Нейтрофильные лейкоциты играют ключе-
вую роль в поражении суставов при развитии РА 
и нетоз этих клеток (то есть выход фрагментов 
ядерного материала в комплексе с разнообраз-
ными гидролитическими ферментами за пределы 
цитоплазматической мембраны и формирование 
специфической внеклеточно расположенной 
«сети») может быть важным источником проис-
хождения внДНК, обнаруживаемой в крови па-
циентов с РА.

В связи с этим целью настоящей работы стало 
изучение зависимости уровня внДНК в плазме 
крови пациентов с РА от клинических показа-
телей течения болезни и выявление возможной 
связи между активацией нейтрофильных лейко-
цитов и уровнем внДНК.

Материалы и методы
Характеристика пациентов
В данную работу были включены 63 пациента 

с РА, находившиеся на стационарном лечении в 
ревматологическом отделении клиники иммуно-
патологии НИИФКИ (г. Новосибирск). Право 
на участие в исследовании подтверждалось пись-
менным информированным согласием. Прото-
кол обследования был одобрен локальным эти-
ческим комитетом.

Исследованная группа состояла из 54 женщин 
(85%) и 9 мужчин (15%) в возрасте от 22 до 83 лет 
(медиана – 55 лет). По степени активности за-
болевания исследуемые были разделены на три 
группы: 1 – с низкой активностью (DAS-28 < 3,2), 
2 – с умеренной (DAS-28 – от 3,2 до 5,1) и 3 – с 
высокой активностью (DAS-28 > 5,1). В клиники 
иммунопатологии НИИФКИ у всех исследуемых 
было определено наличие ревматоидного факто-
ра, антител к циклическому цитруллинсодержа-
щему пептиду и уровень С-реактивного белка в 
сыворотке крови, что учитывалось при постанов-
ке диагноза РА и использовано в данном иссле-
довании.

В исследование включены 28 образцов от ус-
ловно здоровых доноров, набранных на Пункте 
забора донорской крови ГКБ № 1 г. Новосибир-
ска. 

Методы исследования
Выделение внеклеточной ДНК
Забор периферической крови для проведе-

ния анализа осуществлялся с помощью венозной 
пукнции в вакуумную пробирку с антикоагулян-
том (ЭДТА). 

Плазму отделяли от форменных элемен-
тов центрифугированием при 400g в течение 
20  мин [12]. Выделение внеклеточной ДНК из 
плазмы проводили на колонках компании «Био-
Силика» (г.  Новосибирск) согласно инструкции 
по применению «Набора для выделения ДНК из 
плазмы крови». Определение ДНК проводили с 
помощью флюоресцентного красителя PicoGreen 
(Invitrogen). Концентрация ДНК пересчитыва-
лась по калибровочной кривой, построенной для 
известных концентраций стандартной двуцепо-
чечной λ ДНК.

Уровень метилирования ДНК был опреде-
лен с помощью набора реагентов Methyl Flash 
Methylated DNA Quantification Kit (Colorimetric) 
(Epigentek, США) согласно протоколу произво-
дителя. В основе метода лежит колориметриче-
ское иммуноферментное определение процент-
ного содержания 5-метилцитозина в образце 
ДНК. Оптическая плотность образцов измеря-
лась на спектрофотометре Model 680 Microplate 
Reader (Bio-Rad, США) при длине волны 450 нм.

Выделение нейтрофилов
Периферическую кровь у доноров и пациен-

тов с ревматоидным артритом забирали в утрен-
ние часы натощак в пропиленовые пробирки с 
гепарином (20 ME/мл крови). Нейтрофилы вы-
деляли с помощью центрифугирования в двой-
ном градиенте плотности фиколл-урографин 
(ρ = 1,077 г/см3 и ρ = 1,119 г/см3) при 400 g 25 мин. 
Полученное кольцо нейтрофилов переносили в 
пробирки и трижды отмывали в 5 мл PBS, цен-
трифугируя при 200 g 10 минут, а затем ресуспен-
дировали в культуральной среде, включающей 
RPMI-1640 без фенолового красного с добавле-
нием 1% инактивированной эмбриональной те-
лячьей сыворотки. Нейтрофильные лейкоциты 
составляли более 98% во фракции выделенных 
клеток, а их жизнеспособность составляла 99%, 
что определялось тестом с трипановым синим. 

Определение спонтанного и стимулированного 
нетоза нейтрофилов in vitro

Свежевыделенные нейтрофилы переносили в 
черный планшет в концентрации 2 х 105 клеток на 
лунку и часть из них стимулировали добавлением 
форболмиристат-ацетата (Sigma Aldrich, Фран-
ция) до концентрации 50 nM, с последующим 
культивированием при 37 °С в атмосфере 5% CO2 

в течение 3 часов. Затем в лунки вносили 5 µM 
Sytox Green (Invitrogen, США). Уровень флюо-
ресценции регистрировали на ридере TristarTM 
LB941 BERTHOLD (Германия): длина волны воз-
буждения – 485 нм и длина волны излучения – 
527 нм [3]. 

Определение миелопероксидазы
Концентрацию миелопероксидазы в плазме 

крови больных определяли иммуноферментным 
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методом с помощью набора Human MPO ELISA 
kit (HycultBiotech, Нидерланды). 

Ревматоидный фактор (суммарное опреде-
ление субклассов IgA-, IgM- и IgG-аутоантител) 
определяли в лаборатории клинической иммуно-
логии клиники иммунопатологии НИИФКИ на 
анализаторе специфических белков Immage 800 
(Beckman Coulter).

Статистическая обработка
Результаты в таблице и на рисунке приведе-

ны в виде средних величин. Достоверность вы-
явленных различий и величину связей между 
измеренными параметрами оценивали метода-
ми непараметрической статистики с использо-
ванием U-критерия Манна–Уитни, Т-критерия 
Вилкоксона и коэффициента ранговой корреля-
ции Спирмена. 

Результаты и обсуждение
Данные, полученные при проведении данно-

го исследования, убедительно свидетельствуют 
о значительном увеличении содержания свобод-
ной внеклеточной ДНК в плазме крови пациен-
тов с РА и о тесной связи этого параметра с актив-
ностью заболевания. 

На рисунке 1 видно, что среднее содержание 
внДНК у пациентов, поступивших в клинику 
с диагнозом РА и рассматриваемых как единая 
группа, в несколько раз превосходит величи-
ну этого показателя в группе здоровых доноров 
(рис. 1А). Также показано, что такое увеличение 
количества внДНК в плазме крови прямо связа-
но со степенью активности патологического про-
цесса у конкретных пациентов (рис. 1Б).

При этом в группе с наименьшей активностью 
заболевания (группа 1; среднее значение DAS-
28 – 2,80) уровень внДНК был практически вдвое 
ниже, чем ее уровни в группах 2 (DAS-28 – 4,11) 
и 3 (DAS-28 – 5,85). О значимой положительной 
связи концентрации внДНК в плазме крови па-
циентов с РА со степенью активности патологи-
ческого процесса, наблюдаемого у них в период 
исследования, говорят и статистически досто-
верные корреляции уровня внДНК с основными 
показателями, позволяющими оценивать актив-
ность заболевания в клинике: DAS-28 (ρ = 0,319; 
p < 0,05) и уровнем С-реактивного белка в сыво-
ротке (ρ = 0,270; p < 0,05). Полученные результа-
ты хорошо согласуются с данными, опубликован-
ными другими авторами [7, 8, 11], о повышении 

Рисунок 1. Концентрация внДНК в плазме крови условно здоровых доноров и пациентов с ревматоидным 
артритом
Примечание. По оси ординат – уровень внеклеточной ДНК, нг/мл. По оси абцисс – группы:  
А: 1 – условно здоровые доноры (n = 18); 2 – группа пациентов с РА (n = 58).  
Б – уровни внДНК у пациентов с РА в зависимости от степени активности патологического процесса: 1 – группа пациентов 
с низкой активностью (n = 9); 2 – с умеренной активностью (n = 26); 3 – с высокой активностью заболевания (n = 23). 
*** – достоверное отличие от доноров (p < 0,001).
Figure 1. Concentration of cfDNA in the blood plasma of conditionally healthy donors and patients with rheumatoid arthritis
Note. The y-axis shows the level of extracellular DNA, ng/mL. On the abscissa axis – groups:  
(A) 1, conditionally healthy donors (n = 18); 2, group of patients with RA (n = 58).  
(B) levels of cfDNA in patients with RA depending on the degree of activity of the pathological process: 1, group of patients with low activity (n = 9); 
2, with moderate activity (n = 26); 3, with high disease activity (n = 23).  
***, significant difference from donors (p < 0.001).
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уровня внДНК при РА и о связи этого показателя 
с клиническим течением болезни.

У части исследованных пациентов (24 челове-
ка) уровень внДНК был определен дважды: при 
поступлении в клинику и после курса назначен-
ного лечения (как правило, введение ритукси-
маба или тоцилизумаба, стероидных гормонов 
и вазоактивная терапия). Полученные при этом 
данные также свидетельствуют о существовании 
закономерной связи исследуемого параметра с 
клинической картиной заболевания. Исходно 
повышенный уровень внДНК в этой группе па-
циентов существенно снизился с 52,92 нг/мл до 
36,56 нг/мл (p < 0,05) после курса специфической 
терапии. При этом наблюдалось и параллельное 
уменьшение степени активности патологическо-
го процесса, оцениваемой по величине DAS-28: 
после лечения этот показатель снизился с 4,44 до 
4,01 (p < 0,01). 

Немаловажное значение в нарастании коли-
чества внДНК при развитии заболевания может 
иметь обнаруженное у пациентов с РА увеличе-
ние доли ДНК митохондриального происхожде-
ния в общем пуле внДНК [11]. Будучи сходной с 
бактериальной ДНК, в частности по значительно 
более низкому, чем в ядерной ДНК уровню ме-
тилирования нуклеотидов [7, 10], эта фракция 
нуклеиновых кислот способна – через рецептор 
TLR9 – стимулировать интенсивность воспали-
тельных реакций [13, 14]. Следовало ожидать, что 
развитие РА, будет сопровождаться снижением 
степени метилирования общего пула внДНК. 
Действительно, метилирование внДНК в иссле-

дованной группе пациентов с РА (17,5%) оказа-
лось несколько ниже, чем у здоровых доноров 
(20,8%). После проведенного курса соответству-
ющей терапии отмечена тенденция к повыше-
нию процентного содержания 5-метилцитозина 
в образцах ДНК у пациентов (21,7%). Увеличение 
выборки исследованных пациентов, возможно, 
позволит достоверно подтвердить наличие нару-
шения эпигенетических механизмов, наблюда-
емых при ауотоиммунных заболеваниях, в част-
ности при РА.

Существенным результатом проведенного 
исследования можно считать выявление связи 
между уровнем внДНК и концентрацией миело-
пероксидазы в крови пациентов с РА. У исследо-
ванных пациентов с РА среднее содержание это-
го характерного для нейтрофильных лейкоцитов 
фермента составляло 22,8 нг/мл, что значимо 
превышало величину данного показателя у здо-
ровых доноров – 9,7 нг/мл (p < 0,05). При этом 
возрастание концентрации миелопероксидазы 
в крови пациентов с РА обнаруживалось парал-
лельно увеличению у них уровня внДНК, и коэф-
фициент ранговой корреляции (ρ) между этими 
параметрами был равен 0,412 (p < 0,05). Посколь-
ку наличие миелопероксидазы – специфический 
признак нейтрофилов, ее появление в крови рас-
ценивается обычно как показатель активации и 
нетоза с выходом цитоплазматических белков во 
внеклеточную среду [5]. Таким образом, исходя из 
полученных нами данных, можно предполагать, 
что увеличение концентрации внДНК у паци-
ентов с РА в значительной степени обусловлено 

ТАБЛИЦА 1. ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ ИНТЕНСИВНОСТЬ НЕТОЗА ПАЦИЕНТОВ С РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ (РА) 
И УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ

TABLE 1. FLUORESCENT INTENSITY OF NETOSIS IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS (RA) AND HEALTHY 
DONORS

Параметры
Parameters

Здоровые доноры
Healthy donors

Пациенты с РА
Patients with RA

p-значения 
p-value

Нетоз спонтанный
Spontaneous netosis 1344549 1388928 p < 0,05

Нетоз при стимуляции 
Netosis on stimulation 1825981 2633243 p < 0,001

Индекс стимуляции
Stimulation Index 1,30 2,06 p < 0,001

Примечание. Интенсивность нетоза представлена в условных единицах (интенсивность флуоресценции красителя) 
и отражает относительное количество ДНК нейтрофильных лейкоцитов, перешедшее в раствор после трехчасовой 
инкубации in vitro.

Note. The intensity of netosis is presented in conventional units (dye fluorescence intensity) and reflect the relative amount 
of neutrophils DNA that passed into solution after a three-hour incubation in vitro.
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нетозом нейтрофилов и появлением их ДНК во 
внеклеточном пространстве, а следовательно, из-
менения этого параметра могут рассматриваться 
и в качестве косвенного признака вовлеченности 
нейтрофильных лейкоцитов в иммунопатологи-
ческий процесс. В пользу такого предположения 
свидетельствуют и данные Birkelund и соавт. [4], 
убедительно обосновывающие нейтрофильное 
происхождение внДНК в синовиальной жидко-
сти пораженных суставов у пациентов с РА.

Одной из задач данной работы было опреде-
ление функционального состояния нейтрофиль-
ных лейкоцитов из крови больных РА и их готов-
ность к реакции нетоза с появлением нитей ДНК 
во внеклеточном пространстве, так называемой, 
нейтрофильной ДНК (внДНКн). Результаты это-
го исследования приведены в таблице 1. 

Видно, что интенсивность спонтанного (без 
каких-либо внешних воздействий) нетоза ней-
трофилов, выделенных из крови пациентов с РА, 
лишь не намного (но статистически достоверно) 
превышает аналогичный показатель у здоровых 
лиц. В то же время на стимуляцию клеток PMA 
нейтрофилы пациентов с РА отвечают значи-
тельно более выраженной реакцией, нежели 
лейкоциты доноров, что отчетливо видно при 
сравнении индексов стимуляции в этих группах 
испытуемых. Можно считать, что нейтрофиль-
ные лейкоциты пациентов с РА находятся в при-
мированном состоянии, потенцирующем ответ 
этих клеток на сигналы, вызывающие запуск ре-
акции нетоза. Такое утверждение об особом ак-
тивированном состоянии нейтрофилов при РА 
не вызывает удивления, поскольку издавна по-
лиморфноядерные нейтрофильные лейкоциты 
считаются клетками, играющими ключевые роли 
в развитии воспалительного поражения суставов 
при этом заболевании. В литературе достаточно 
работ, в которых описана активация лейкоцитов 
у пациентов с РА, приводящая к усилению их не-
тоза в условиях in vitro [6, 9].

Следует обратить внимание на то обстоятель-
ство, что у исследованных пациентов не было 
обнаружено какой-либо значимой корреляции 
между показателями спонтанного и стимулиро-
ванного нетоза in vitro, с одной стороны, и кон-
центрацией внДНК в крови, с другой. На первый 
взгляд, этот результат ставит под сомнение ранее 
высказанное утверждение о существенной роли 
нетоза нейтрофилов в резком увеличении уровня 
внДНК у таких пациентов. Видимую противоре-
чивость полученных результатов нетрудно объ-
яснить, если принять во внимание тот факт, что 
выявленная примированность нейтрофилов из 
периферической крови представляет собой си-
стемный показатель и отражает общее состояние 
нейтрофильных лейкоцитов при данной пато-

логии, в то время как на уровень внДНК может 
влиять лишь интенсивность нетоза в конкретных 
участках воспаления пораженных суставов. В тех 
же случаях, когда уровень внДНК и интенсив-
ность нетоза определялись непосредственно на 
месте (в синовиальной жидкости воспаленных 
суставов) тесная корреляция между этими пара-
метрами выявлялась вполне отчетливо [4].

В относительно недавней работе Aleyd и со-
авт. [2] было показано, что субкласс IgA-ауто ан-
тител, входящий в состав ревматоидного фак тора 
(РФ), способен фиксироваться на поверхности 
нейтрофильных лейкоцитов, вызывая их нетоз и, 
соответственно, выход ДНК за пределы клеточ-
ной мембраны. Исходя из этого, можно было бы 
ожидать, что у больных РА должна выявляться 
некоторая связь между содержанием РФ в крови 
и показателями активации нейтрофилов. В про-
веденном нами исследовании корреляция между 
общим ревматоидным фактором в сыворотке 
крови больных и спонтанным нетозом их нейтро-
филов in vitro оказалась незначительна (ρ = 0,217; 
p > 0,05). При дополнительном сравнении ин-
тенсивности нетоза in vitro в группах пациентов с 
низким (< 20 ME) и высоким (> 20 ME) содержа-
нием РФ в крови обнаружено, что при высоком 
уровне РФ нетоз оказался более интенсивным 
нежели в оппозитной группе больных (1494256 
vs 1206158), но это различие не достигало уров-
ня статистической достоверности (p = 0,09). 
Однако полученные результаты нельзя считать 
противоречащим факту, установленному в рабо-
те Aleyd и соавт. Расхождения легко объяснимы 
тем, что функционально активный субкласс IgA-
аутоантител, составляет лишь часть в общей ве-
личине РФ, и, вероятно, вследствие этого, в на-
шем исследовании связь между общим уровнем 
РФ, суммарным определением субклассов IgA-, 
IgM- и IgG-аутоантител, и нетозом нейтрофилов 
оказывается размытой.

Заключение
Согласно полученным в настоящем исследо-

вании данным, уровень внДНК в плазме крови 
больных РА способен служить относительно не-
зависимым показателем степени активности па-
тологического процесса при этом заболевании. 
В связи с этим можно говорить о перспектив-
ности анализа данного параметра в качестве до-
полнительного критерия оценки при комплекс-
ной диагностики патогенеза РА и эффективности 
подбора проводимой терапии. В то же время за-
висимость внДНК от степени активации и ин-
тенсивности нетоза нейтрофильных лейкоцитов 
еще не до конца выяснена и требует дальнейшего 
изучения.
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ЭНДОГЕННЫЙ РЕТРОВИРУС ЧЕЛОВЕКА HERV-E λλ 4-1 
В ИММУНОПАТОГЕНЕЗЕ АФФЕКТИВНОГО РАССТРОЙСТВА
Гольдина И.А.1, Гольдин Б.Г.2, Маркова Е.В.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБОУ «Новосибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Новосибирск, Россия 

Резюме. Целью настоящей работы было исследование зависимости уровня продукции ряда про-
воспалительных цитокинов мононуклеарными клетками крови больных рекуррентной депрессией от 
активации в них эндогенного ретровируса человека HERV-E λ 4-1.

В исследование были включены 30 больных с установленным диагнозом рекуррентной депрес-
сии (F 33,0) в возрасте 26-45 лет, с длительностью заболевания на момент включения в исследова-
ние не менее 3 месяцев. Мононуклеарные клетки периферической крови выделяли при помощи 
центрифугирования на градиенте плотности фиколла 1,078 г/см3. Экспрессию гена env эндогенного 
ретровируса человека HERV-E λ 4-1 определяли методом полимеразной цепной реакции, с исполь-
зованием пар олигонуклеотидных праймеров. Для оценки продукции цитокинов мононуклеарные 
клетки крови культивировали в течение 24-72 часов, в зависимости от условий эксперимента. Коли-
чественное определение спонтанной продукции цитокинов проводилось «сэндвич»-вариантом мето-
да твердофазного иммуноферментного анализа в кондиционных средах клеточных культур, согласно 
инструкции производителя тест-системы. Полученные нами данные свидетельствуют о более высо-
кой продукции IL-1β и IFNγ мононуклеарными клетками крови больных рекуррентной депрессией, 
у которых была выявлена экспрессия гена env HERV-E λ 4-1, по сравнению с больными, у которых 
экспрессии гена env HERV-E λ 4-1 обнаружено не было. При изучении корреляционной зависимо-
сти экспрессии гена env HERV-E λ 4-1 и продукции IL-1β и IFNγ была установлена положительная 
корреляция между исследуемыми параметрами. Таким образом, учитывая полученные нами ранее 
данные о иммуномодулирующих свойствах эндогенного ретровируса HERV-E λ 4-1, транскрипты ко-
торого, согласно данным литературы, были идентифицированы в головном мозге больных психиче-
скими заболеваниями, а также повышение продукции IL-1β и IFNγ у больных рекуррентной депрес-
сией с выявленной экспрессией гена env HERV-E λ 4-1, наличие положительной корреляции между 
экспрессией гена env HERV-E λ 4-1 и повышением уровня цитокинов, вовлеченных в формирование 
патологического процесса в нервной системе при депрессии, можно заключить, что одним из меха-
низмов иммунопатогенеза рекуррентной депрессии является активация HERV-E λ 4-1, стимулирую-
щего синтез провоспалительных цитокинов.

Ключевые слова: эндогенный ретровирус, экспрессия, мононуклеарные клетки крови, рекуррентное депрессивное 
расстройство, иммунопатогенез, цитокины
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HUMAN ENDOGENOUS RETROVIRUS HERV-E λλ 4-1 IN 
IMMUNOPATHOGENESIS OF AFFECTIVE DISORDER 
Goldina I.A.a, Goldin B.G.b, Markova E.V.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The aim of this work was to study a dependence between the production level of some pro-
inflammatory cytokines by peripheral blood mononuclear cells, and activation of human endogenous retrovirus 
HERV-E λ 4-1 in the patients with recurrent depression. Patients and methods: the study included 30 patients 
with an verified diagnosis of recurrent depression (F 33.0) aged 26-45 years, with a disease duration of at least 3 
months prior to inclusion into the study. Peripheral blood mononuclear cells were isolated by centrifugation in 
Ficoll density gradient (1.078 g/cm3). The human endogenous retrovirus HERV-E λ 4-1 env gene expression 
was determined by polymerase chain reaction using paired oligonucleotide primers. To assess the cytokine 
production, peripheral blood mononuclear cells were cultured for 24-72 hours, depending on the experimental 
conditions. Quantitative determination of spontaneous cytokine production was carried out by a “sandwich” 
variant of ELISA method in conditioned media from the cell cultures, according to the manufacturer 
instructions. Results: our data reveal higher production of IL-1β and IFNγ in peripheral blood mononuclear 
cells from those patients with recurrent depression who showed detectable HERV-E λ 4-1 env expression 
compared to the patients in whom the HERV-E λ 4-1 env gene expression was not detected. When studying 
correlation between HERV-E λ 4-1 env expression and production of IL-1β and IFNγ, a positive correlation 
between the studied parameters was established. Thus, taking into account our earlier data on HERV-E λ 4-1 
immunomodulatory properties, as well as literature data concerning the HERV transcripts found in brains of 
mentally ill patients, along with increase of IL-1β and IFNγ production in the patients with recurrent depression 
and positive HERV-E λ 4-1 env gene expression, and a positive correlation between the HERV-E λ 4-1 env 
gene expression and increased level of cytokines involved in formation of pathological events in the nervous 
system in the patients with depression, one may conclude that activation of HERV-E λ 4-1 could participate 
in immunopathogenesis of recurrent depression by stimulating the synthesis of pro-inflammatory cytokines.

Keywords: endogenous retrovirus, expression, blood mononuclear cells, recurrent depressive disorder, immunopathogenesis, cytokines

Работа выполнена за счет средств федераль-
ного бюджета на проведение фундаментальных 
научных исследований по теме «Обоснование 
и разработка новых технологий иммуномоду-
ляции, стимуляции репаративных процессов и 
коррекции поведенческих и аддиктивных рас-
стройств на основе использования миелоидных, 
лимфоидных и стволовых клеток и/или продук-
тов их секретома» № 122011800324-4 (2021-2023).

Введение
Разработка валидных диагностических кри-

териев психических расстройств, основанных на 
выявлении нейробиологических маркеров клю-
чевых аспектов патогенеза данных заболеваний 
является актуальной задачей современной ме-
дицины. Несмотря на значительное количество 
исследований в этой области, в настоящее время 
диагностика психических расстройств основыва-
ется преимущественно на феноменологических 
параметрах.

Наличие реципрокных взаимоотношений 
между нервной и иммунной системами, измене-
ния в функционировании иммунной системы, 
вовлеченные в этиологию, патопсихологию и 
патогенез ряда психических расстройств, а так-
же высокая степень их коморбидности с ауто-
иммунными, инфекционными и хроническими 
воспалительными заболеваниями подтверждает 
наличие общих для данных патологических про-
цессов механизмов формирования патологиче-
ского процесса в нервной системе [1, 5, 7, 8].

Рекуррентное депрессивное расстройство 
(РДР) является широко распространенным в 
настоящее время психическим заболеванием, 
связанным с нарушением функционирования в 
широком диапазоне сфер жизнедеятельности че-
ловека [12]. Этиология РДР сложна и обусловле-
на как генетическими, эпигенетическими факто-
рами, так и факторами окружающей среды. 

Несмотря на убедительные доказательства на-
следуемости РДР, расшифровка генетической ар-
хитектуры предрасположенности и идентифика-
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ция специфических «генов уязвимости» привела 
к критическому пониманию того, что генетиче-
ская основа ее полигенна и является результатом 
аддитивного эффекта многих генетических вари-
антов с небольшой величиной эффекта каждо-
го [15]. Патогенез РДР до конца не изучен, хотя 
моноаминергическая теория депрессии в настоя-
щее время считается общепринятой. Кроме того, 
дерегуляция гипоталамо-гипофизарно-надпо-
чечниковой оси, дисфункция гиппокампа и лоб-
ных долей вследствие нейродегенерации [11], 
а также нейротоксические, воспалительные и 
иммунопатологические процессы вовлечены в 
патогенез РДР [4, 10]. Многие психологические 
гипотезы также пытаются объяснить причины 
депрессии (например, гипотеза «выученной бес-
помощности [14]).

Таким образом, в настоящее время преобла-
дает представление о РДР как о заболевании с по-
лигенным фенотипом. Причем в последние  годы 
наблюдается сдвиг парадигмы в сторону иссле-
дования эпигенетических механизмов развития 
депрессии.

Эндогенные ретровирусы (ЭР), относящиеся 
к классу мобильных элементов генома и пред-
ставляющих собой провирусную форму экзо-
генных ретровирусов, постоянно присутствуют 
в геноме человека. Для обеспечения стабильно-
сти и целостности генома экспрессия ЭР обыч-
но подавляется эпигенетическими механизмами 
регуляции экспрессии генов – метилированием 
ДНК и модификациями гистонов. Однако если 
механизм эпигенетического контроля нарушает-
ся, ЭР активируются и становятся транскрипци-
онно активными [2, 9]. Было показано, что раз-
личные воспалительные процессы, воздействие 
γ-интерферона индуцируют экспрессию ЭР, а 
протеины некоторых ЭР обладают провоспали-
тельными и иммуномодулирующими свойства-
ми [5, 6]. Аберрантная эпигенетическая регуля-
ция и экспрессия мобильных элементов генома 
рассматривается как потенциальный механизм, 
лежащий в основе развития различных нейро-
иммунных и психических расстройств, включая 
рассеянный склероз, расстройства аутистическо-
го спектра, шизофрению, депрессию [3, 13].

Учитывая данные о том, что в патогенез РДР, 
наряду с гипометилированием ДНК, вовлече-
но хроническое низкоградиентное воспаление, 
мы предположили, что аберрантная эпигенети-
ческая регуляция активности ЭР HERV-E λ 4-1 
играет важную роль в иммунопатогенезе РДР.

Целью настоящей работы было исследование 
зависимости уровня продукции ряда провоспа-
лительных цитокинов мононуклеарными клет-
ками крови больных рекуррентной депрессией от 

активации в них эндогенного ретровируса чело-
века HERV-E λ 4-1.

Материалы и методы
В исследование были включены 30 больных 

(11 мужчин и 19 женщин) с установленным диа-
гнозом аффективного расстройства в виде РДР 
(F 33,0) в возрасте 26-45 лет, с длительностью 
заболевания на момент включения в исследова-
ние не менее 3 месяцев, а также 30 условно здо-
ровых доноров. Группы были рандомизированы 
по полу и возрасту. Протокол исследования был 
разработан в соответствии с Хельсинкской де-
кларацией Всемирной медицинской ассоциации 
«Этические принципы проведения научных ме-
дицинских исследований с участием человека» 
с поправками 2013 г. и «Правилами надлежащей 
клинической практики», утвержденными При-
казом МЗ РФ № 200н от 01.04.2016 г. Выражен-
ность симптоматики аффективных нарушений 
определяли по шкалам депрессии М. Гамильтона 
и А.Т. Бека, а также при проведении клиническо-
го интервью. Диагноз депрессии был установлен 
на основании клинических критериев МКБ-10.

Критерии включения: установленный диагноз 
РДР; отсутствие тяжелой сопутствующей сомати-
ческой патологии.

Критерии исключения: одновременное уча-
стие в другом клиническом исследовании; несо-
ответствие критериям включения; декомпенси-
рованная недостаточность сердечно-сосудистой, 
дыхательной, гепатобилиарной, мочевыводящей, 
эндокринной систем; коморбидные аутоиммун-
ные и онкологические заболевания; другие пси-
хические и поведенческие расстройства; период 
беременности, родов и лактации; предшествую-
щая терапия иммуномодулирующими и иммуно-
супрессорными препаратами в течение 12 недель 
до начала исследования. 

Мононуклеарные клетки периферической 
крови (МНК) выделяли при помощи центрифу-
гирования гепаринизированной венозной кро-
ви на градиенте плотности фиколла 1,078 г/см3 
(Lymphocyte separation medium, MP Biomedicals, 
LLC, Эшвеге, Германия). Клетки, собранные из 
интерфазы, трехкратно отмывали, ресуспенди-
ровали в полной культуральной среде и подсчи-
тывали их общее количество общепринятым ме-
тодом в камере Горяева. Экспрессию гена env ЭР 
человека HERV-E λ 4-1 определяли в МНК ме-
тодом полимеразной цепной реакции, с исполь-
зованием пар олигонуклеотидных праймеров. 
Положительными считали образцы с наличием 
в геле полосы кДНК, соответствующей ожи-
даемому размеру ампликона. Полученный сег-
мент ДНК соответствующего размера выявляли 
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с использованием программы Image Master VDS 
(Software, США). 

Для оценки продукции цитокинов МНК куль-
тивировали в среде RPMI-1640 (ГНЦ вирусологии 
и биотехнологии «Вектор», Новосибирская обл., 
п. Кольцово), содержащей 5% инактивированной 
сыворотки крови человека АВ (IV) (Новосибир-
ский центр крови), 10 мМ Hepes (ICN Biomedicals 
Inc., Орора, Огайо, США), 4 × 10-5 М 2-меркап-
тоэтанола (L.Oba Feinchemie, Фишаменд, Ав-
стрия), 2 Мм L-глутамина (ГНЦ вирусологии и 
биотехнологии «Вектор», Новосибирская обл., 
п.  Кольцово), 40 мкг/мл гентамицина (ФГУП 
НПО «Вирион») в течение 24-72 часов, в зависи-
мости от условий эксперимента. Количественное 
определение спонтанной продукции цитокинов 
in vitro проводилось «сэндвич»-вариантом мето-
да твердофазного иммуноферментного анализа в 
кондиционных средах клеточных культур. В ка-
честве индикаторного фермента использовалась 
пероксидаза хрена. Определение IL-1β, TNFa, и 
IL-6 проводили с использованием тест-системы 
фирмы «Протеиновый контур» (ГНЦ НИИ ОЧБ, 
Санкт-Петербург), изучение уровня продукции 
IFNγ проводили с использованием коммерче-
ских тест-систем фирмы «Цитокин» (Санкт-
Петербург), согласно прилагаемой инструкции, 
на иммуноферментном анализаторе «Мульти-
скан» (TITERTEK, Финляндия) при длине вол-
ны 450 нм. 

Статистическая обработка данных прово-
дилась с использованием пакета программ 
STATISTICA v. 10.0 (StatSoft, США). Для оцен-
ки статистической значимости различий приме-
нялся двусторонний вариант точного критерия 

Фишера и U-критерий Манна–Уитни. Различия 
считали достоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Больные РДР характеризовались наруше-

нием настроения, преимущественно в сторону 
угнетения, изменение настроения сопровожда-
лись снижением общего уровня эмоциональной 
и физической активности, имело тенденцию к 
повторяемости. Начало отдельных эпизодов по-
давленного настроения в ряде случаев было свя-
зано со стрессовыми ситуациями и событиями. 
В структуре РДР преобладала депрессия средней 
степени тяжести (70%) и тяжелая (23,3%), тогда 
как депрессия легкой степени наблюдалась лишь 
в 6,7% исследованных случаев.

При исследовании экспрессии гена env ЭР 
HERV-E λ 4-1 у этих больных было установлено, 
что данный параметр определяется у 40% (12/30) 
больных и 3,3% (1/30) доноров (p < 0,05, двухсто-
ронний вариант точного критерия Фишера), что 
согласуется с полученными нами ранее данными. 

Результаты, полученные при изучении про-
дукции цитокинов МНК больных РДР, с нали-
чием экспрессии гена env HERV-E λ 4-1, или без 
таковой, представлены в таблице 1. 

Полученные данные свидетельствуют о более 
высокой продукции IL-1β и IFNγ мононуклеар-
ными клетками крови больных РДР, у которых 
была выявлена экспрессия ЭР HERV-E λ 4-1, по 
сравнению с больными, у которых экспрессии 
ЭР HERV-E λ 4-1 обнаружено не было. При изу-
чении корреляционной зависимости экспрессии 
env HERV-E λ 4-1 и продукции IL-1β и IFNγ была 
установлена положительная корреляционная за-
висимость между исследуемыми параметрами 

ТАБЛИЦА 1. ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ МОНОНУКЛЕАРНЫМИ КЛЕТКАМИ КРОВИ БОЛЬНЫХ РЕКУРРЕНТНОЙ 
ДЕПРЕССИЕЙ ПРИ АКТИВАЦИИ ЭНДОГЕННОГО РЕТРОВИРУСА HERV-E λλ 4-1, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. RECURRENT DEPRESSION PATIENT’S BLOOD MONONUCLEAR CELLS CYTOKINES PRODUCTION UPON 
ACTIVATION OF HUMAN ENDOGENOUS RETROVIRUS HERV-E λ 4-1, Ме (Q0.25-Q0.75)

Исследуемый 
параметр, пг/мл
Parameter under 

study, pg/mL

Больные c 
положительной 

экспрессией гена env 
HERV-E λλ 4-1

Patients with positive 
expression of HERV-E λ 4-1 

env gene

Больные, не 
экспрессирующие ген env 

HERV-E λλ 4-1
Patients with negative 

expression of HERV-E λ 4-1 
env gene

Референсные  
значения,

пг/мл
Reference values,  

pg/mL

IL-1ββ 9, 2 (8,0-11,3)* 6,1 (4,5-7,9) 0,0-5,0
TNFaa 8,3 (6,7-9,4) 7,9 (6,7-9,0) 0,0-8,1
IL-6 6570 (5503-7254) 3340 (2750-5420) 1,5-5000,0
IFNγγ 62,0 (55,2-74,3)* 49,4 (37,1-56,3) 0,0-50,0

Примечание. * – р < 0,05 (U-критерий Манна–Уитни).
Note. *, р < 0.05 (Mann–Whitney U test).
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(коэффициент ранговой корреляции Спирмена 
r = 0,74).

Таким образом, учитывая полученные нами ра-
нее данные об иммуномодулирующих свойствах 
ЭР HERV-E λ 4-1, транскрипты которого, соглас-
но данным литературы, были идентифицированы 
в головном мозге больных психическими заболе-
ваниями, а также повышение продукции IL-1β и 
IFNγ у больных РДР с выявленной экспрессией 
ЭР HERV-E  λ  4-1 и наличие положительной 
корреляции между экспрессией HERV-E  λ  4-1 и 
повышением уровня цитокинов, вовлеченных в 
формирование патологического процесса в нерв-
ной системе при депрессии, установленное в дан-
ном исследовании, можно заключить, что одним 
из механизмов иммунопатогенеза РДР является 
активация ЭР HERV-E  λ  4-1, стимулирующего 
синтез провоспалительных цитокинов.

Заключение
Так как одним из механизмов реализации био-

логических эффектов ЭР HERV-E  λ 4-1 является 
выработка протеинов, обладающих иммунотроп-
ными свойствами, ассоциация экспрессии дан-
ного ретровируса с течением РДР может быть 
отчасти ответственна за поддержание провоспа-
лительного статуса при этой патологии. Получен-
ные данные обусловливают актуальность даль-
нейших исследований роли ЭР HERV-E  λ 4-1 в 
патогенезе депрессии, с целью выявления воз-
можных диагностических маркеров на основе 
детекции активации данного ретровируса и раз-
работки новых патогенетически обоснованных 
стратегий медикаментозной коррекции данного 
заболевания.
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ИССЛЕДОВАНИЕ НАРУШЕНИЯ НАТУРАЛЬНЫХ КИЛЛЕРОВ 
У ПАЦИЕНТОВ, ПЕРЕНЕСШИХ COVID-19
Добрынина М.А.1, Зурочка А.В.1, 2, Комелькова М.В.1, 2, Ло Ш.3 
1 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Южно-Уральский государственный университет (национальный исследовательский 
университет)», г. Челябинск, Россия  
3 Институт гематологии, Госпиталь Юнион, Медицинский колледж Тунцзи, Хуачжунский университет 
науки и технологий, г. Ухань, Китай 

Резюме. На сегодняшний день диагностике состояния иммунной системы у пациентов с постко-
видным синдромом уделяется недостаточно внимания. Влияние вируса SARS-CoV-2 на различные 
системы организма, в том числе и иммунную, могут способствовать развитию нарушений, приводя-
щих к патологическим процессам. В то же время пациенты, страдающие от осложнений COVID-19, 
включая госпитализацию и изоляцию от членов своей семьи, испытывают сильный психологический 
и социальный стресс. Практически в каждом четвертом случае это приводит к развитию постковид-
ного синдрома.

Целью исследования явилось изучить уровень NK-клеток, уровня кортизола и особенностей на-
рушений иммунной системы у пациентов, перенесших SARS-CoV-2 инфекцию.

Обследовано 78 пациентов через 6 месяцев после перенесенного COVID-19; изучено 25 параметров 
системы крови (общий анализ крови), 50 параметров иммунной системы, включая Т-лимфоциты, 
В-лимфоциты и их функциональные маркеры, NK, TNK-клетки, фагоцитарное звено иммунной си-
стемы, и гуморальные факторы, включая общие и специфические иммуноглобулины и фрагменты 
комплемента.

Наши исследования показали резкое, трехкратное снижение количества натуральных киллеров 
более чем у трети обследованных лиц. Это снижение сопровождается более высоким относительным 
уровнем Т-лимфоцитов и Т-хелперов, последнее, вероятно, связано с компенсаторным повышением 
Т-лимфоцитов и нарушением регуляции Т-клеточного звена иммунной системы, что требует более 
детального исследования и скорее всего изучения цитокинового профиля у таких пациентов. Более 
того, у части постковидных пациентов сохраняется высокий уровень кортизола, что свидетельствует 
о сохранении уровня напряженности хронического стресса. Также важным является выявленные из-
менения в тромбоцитарном звене кроветворения (повышение уровня тромбоцитов и тромбоцито-
крита), которые могут приводить к поздним нарушениям системы свертывания крови и образования 
тромбозов.

Ключевые слова: NK-клетки, иммунная система, кортизол, общий анализ крови, SARS-CoV-2 инфекция, постковидные 
пациенты
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IMPAIRMENT OF NATURAL KILLER POPULATIONS IN 
THE PATIENTS RECOVERED FROM COVID-19 
Dobrynina M.A.a, Zurochka A.V.a, b, Komelkova M.V.a, b, Luo S.c
a Research Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Ekaterinburg,  
Russian Federation  
b South Ural State University, Chelyabinsk, Russian Federation  
c Institute of Hematology, Union Hospital, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, 
Wuhan, China 

Abstract. To date, only minimal attention has been paid to assessment of immunity state in patients with 
post-COVID syndrome. Influence of the SARS-CoV-2 virus on various systems in the body, including the 
immune system, may contribute to the development of disorders causing different diseases. At the same time, 
the patients suffering from the COVID-19 complications, including hospitalization and isolation from their 
family members, experience severe psychological and social stress. In almost every fourth case, these factors 
lead to development of the s.c. post-COVID syndrome. The aim of the present study was to evaluate the 
numbers of NK cells, levels of cortisol and characteristics of immune system disorders in the patients who 
underwent SARS-CoV-2 infection. 

78 patients were examined 6 months after suffering COVID-19. We have assessed 25 parameters of the blood 
system (general blood test), 50 parameters of immune system, i.e., counts of T lymphocytes, B lymphocytes 
and their functional markers, NK, T-NK cell subsets, phagocytic components of immune system, as well as 
factors of humoral immunity, including total and specific immunoglobulins and complement fragments. 

Our studies showed a sharp, three-fold decrease in the number of natural killers in more than 1/3 of the 
examined individuals. This decrease is accompanied by higher relative contents of T lymphocytes and T helper 
cells. The latter finding may be associated with a compensatory increase in T lymphocytes and dysregulation 
of the T cell link of immune system, thus requiring a more detailed study and, most likely, evaluation of the 
cytokine profile in such patients. Moreover, in some post-COVID patients, high levels of cortisol still persist, 
thus suggesting maintenance of chronic stress in these patients. Some changes in platelet counts are also 
important (increased levels of blood platelets and thrombocytocrit), which may promote later disorders of 
blood clotting system and development of thrombosis.

Keywords: NK cells, immune system, cortisol, complete blood count, SARS-CoV-2 infection, post-COVID patients

Работа выполнена по теме гос. задания «Им-
мунофизиологические и патофизиологические 
механизмы регуляции и коррекции функций 
организма»  № гос. регистрации 122020900136-4 
и поддержана грантом РФФИ и NSFC, 20-515-
55003).

Введение
При развитии SARS-CoV-2 инфекции практи-

чески все компартменты иммунной системы во-
влекаются в процесс противодействия инфекции 
и далеко не всегда успешно. Показано, что паци-
енты SARS-CoV-2 характеризуются целым рядом 
нарушений со стороны Т-клеток [6]. Несомнен-
ную важность для протекания инфекции играет 
координация и оптимизация как врожденного, 
так и адаптивного иммунитета в ответ на вирус-
ные инфекции. В этом очень динамичном сцена-
рии натуральные киллеры (NK-клетки), вероят-
но, играют определяющую роль в формировании 

выраженности ответа врожденного иммунитета 
у пациентов с COVID-19, способствуя сбалан-
сированности прямого ответа на вирус – путем 
устранения инфицированных клеток (дендрит-
ных клеток, моноцитов и Т-клеток). Нарушение 
этого баланса оказывается критичным в случае 
SARS-CoV-2, поскольку сверхактивный цито-
киновый ответ, типичный для тяжелых случаев 
заболевания, приводит к развитию системных 
осложнений, полиорганной недостаточности и, в 
конечном итоге, к смерти [5].

Различные популяции NK-клеток выступа-
ют первой линией защиты при COVID-19 [3]. 
При анализе крови пациентов COVID-19 с лег-
кой и тяжелой формой болезни было показано, 
что SARS-CoV-2 также вызывает сильные нару-
шения регуляторных звеньев иммунной систе-
мы, характеризующейся относительной потерей 
лимфоидных клеток в сочетании с увеличением 
количества миелоидных клеток. При тяжелом те-
чении заболевания отмечается увеличение коли-
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чества NK, экспрессирующих KIR2DS4, CD158i, 
а также изменения со стороны В-клеток, прояв-
ляющиеся снижением CD19, CD20 и IgM+ [8].

У больных COVID-19 отмечается умень-
шение количества CD3+CD4+T-лимфоцитов, 
CD3+CD8+T-лимфоцитов, CD19+B-лимфоцитов 
и CD16+CD56+NK-клеток в периферической 
крови [11].

В то же время при особо тяжелом течении за-
болевания отмечается сверхактивация Т-клеток, 
повышение CCR4+, CCR6+, h17 и повышение 
активности и количества цитотоксических CD8+ 

Т-клеток в периферической крови [12].
Необходимо отметить, что описанные на-

рушения регуляции CD3+CD8+Т-лимфоцитов, 
CD16+CD56+NK-клеток, C1q, а также повыше-
ние в крови IL-6, наряду с бактериальной коин-
фекцией, являются важными причинами разви-
тия бактериальной пневмонии, которая приводит 
к утяжелению состояния и зачастую – к смерти 
пациента [11].

Все эти исследования проводились в период 
развития острого COVID-19 у пациентов. Иссле-
дование же NK-клеток у постковидных пациен-
тов практически не проводятся. В то же время па-
циенты, страдающие от осложнений COVID-19, 
включая госпитализацию и изоляцию от членов 
своей семьи, испытывают сильный психологиче-
ский и социальный стресс. Изоляция аналогична 
стрессу физической иммобилизации, который 
связан с резким повышением уровня кортизола 
и стероидов [9]. Экстремальные уровни стресса 
также повышают уровень цитокинов и способ-
ствуют медицинским осложнениям у пациентов 
с COVID-19, которые уже испытывают повреж-
дение органов из-за цитокинового шторма [5]. 
Длительное стрессорное воздействие также спо-
собствует формированию иммунной недоста-
точности [4,  10]. Все это приводит к развитию 
постковидного синдрома у большого процента 
пациентов, перенесших COVID-19.

Отсутствие фундаментальных исследований 
состояния иммунной системы у таких пациентов 
и разработки мер их терапии может серьезно ос-
ложнить сроки реабилитации, а также ухудшить 
прогноз их дальнейшей выживаемости при по-
следующих вирусных (в том числе и сезонных) 
заболеваниях.

Учитывая, что NK-клетки являются одними 
из ключевых клеток иммунной системы, участву-
ющие в противовирусной защите, мы сочли не-
обходимым изучить параметры иммунной систе-
мы, связанные с нарушением уровня NK-клеток 
у постковидных пациентов.

Цель исследования – изучить уровень NK-
клеток, уровень кортизола и особенности нару-

шений иммунной системы у пациентов, перенес-
ших SARS-CoV-2 инфекцию.

Материалы и методы
Было обследовано 78 пациентов, перенесших 

SARS-CoV-2 инфекцию. Критерием включения 
в группы исследований были: подтвержденный 
диагноз SARS-CoV-2 инфекции методом по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР), наличие 
IgA, M, G к вирусу SARS-CoV-2 инфекции, дан-
ные компьютерной томографии о перенесенной 
пневмонии (варианты: КТ1 – поражение до 25% 
легких, КТ2 – поражение до 50% легких, КТ3 – 
поражением до 75% легких, КТ4 – поражение 
свыше 75% легких). Исследование проводилось 
не менее чем через 6 месяцев после перенесенной 
пневмонии вызванной SARS-CoV-2 инфекцией.

Все пациенты были предварительно обсле-
дованы врачом-терапевтом и иммунологом-ал-
лергологом, для выявления сопутствующих за-
болеваний. Группы были рандомизированы по 
полу, возрасту, сопутствующим заболеваниям 
по критерию χ2. Пациенты были разделены на 2 
группы сравнения: 1. Пациенты с уровнем NK-
клеток ниже нормы. 2. Пациенты с нормальным 
уровнем NK-клеток. За норму NK-клеток были 
приняты данные, представленные в монографии 
Зурочка А.В. и соавт. (2018) [1]. Все исследования 
были одобрены Независимым локальным этиче-
ским комитетом при ГАУЗ ОТКЗ «Городская кли-
ническая больница №1» г. Челябинска, протокол 
№ 8 от 11.04.2022, на базе которой проводились 
данные исследования.

Иммунологические исследования
Общий анализ крови (исследовано 25 па-

раметров: лейкоцитарный, эритроцитарный и 
тромбоцитарный ростки кроветворения), коли-
чественный и качественный состав ростков кро-
ветворения проведен стандартизованным мето-
дом на гематологическом анализаторе Medonic 
M20 (Швеция).

Методом проточной цитометрии CD45+ (пан-
лейкоцитарный маркер для гейтирования лим-
фоцитов), CD45+, CD3+ (Т-лимфоциты), CD45+, 
CD3+, CD4+ (хелперы индукторы), CD45+, CD3+, 
CD8+ (цитотоксические Т-лимфоциты,), CD45+, 
CD3+ CD16+, CD56+ (TNK-клетки) CD45+, CD3-,  
CD16+, CD56+ (натуральные киллеры), CD45+, 
CD3-, CD19+ CD5+ (В-лимфоциты), CD45+, 
CD3+, CD4+, CD25+, CD127- (Т-регуляторные 
клетки/супрессоры), CD45+, CD3+, CD4+, CD25+ 
(активированные хелперы, ранняя активация 
лимфоцитов), CD45+, CD3+, HLA-DR (активи-
рованные Т-лимфоциты – поздняя активация 
лимфоцитов), В-клеток памяти CD27+, Beckman 
Coulter, BioLegend (США). Оценку иммунного 
статуса осуществляют методом проточной цито-
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метрии на цитофлюориметре Navios (Beckman 
Coulter, США) по стандартизованной технологии 
оценки лимфоцитарного звена иммунитета [1, 2].

Оценка фагоцитарной активности частиц ла-
текса диаметром 1,7 мкм нейтрофилами (актив-
ность фагоцитоза, интенсивность фагоцитоза, 
фагоцитарное число); спонтанная и индуциро-
ванная НСТ-активность нейтрофилов морфоло-
гическим методом (световая микроскопия с ис-
пользованием микроскопов Olimpus (Япония). 
Исследование проводится общепринятыми ме-
тодами оценки функциональной активности фа-
гоцитов.

Уровни общих IgA, IgG, IgM, специфические 
IgM, IgG к коронавирусу COVID-19, C1-инги-
битора, С3а- и С5а-компонентов комплемента 
методом иммуноферментного и иммунофлю-
оресцентного анализа на иммуноферментном 
анализаторе Multiscan FC Thermoscientific (Ки-
тай). Исследование проводилось общепринятыми 
стан дар тизованными методами иммунофермент-
ного анализа (АО «Вектор-Бест», Россия).

Также у пациентов был определен уровень 
кортизола, как маркера стресса методом имму-
ноферментного анализа (АО «Вектор-Бест», Рос-
сия).

Обработка и анализ данных осуществлялись 
с помощью R 3.1.1 12 (R Foundation for Statistical 
Computing, Вена, Австрия) и Microsoft Excel вер-
сии 14.0. Так как распределение в количествен-
ных данных было не нормальным (p-value теста 
Шапиро–Уилка < 0,05), то использованные ста-
тистические критерии были непараметрически-
ми.

Результаты и обсуждение
При сравнении показателей между группами 

КТ 1, 2, 3, 4 через 6 месяцев после перенесенного 
заболевания мы не выявили достоверных разли-
чий между группами. Поэтому мы остановились 
на другом виде анализов, объединив различные 
группы пациентов по другому принципу – по 
нарушению в тех или иных компартментах им-
мунной системы. В этой части исследований мы 
предоставляем данные по пациентам, у которых 
были выявлены нарушения со стороны NK-
клеток (критерии включения в группы нами опи-
саны выше в материалах и методах).

Как показали наши исследования, наруше-
ния уровня NK-клеток нами были выявлены у 
29 пациентов (37,1%) из 78 обследованных. При 
этом снижение уровней натуральных киллеров 
у этой группы пациентов было резко, более чем 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ И УРОВНЯ КОРТИЗОЛА У ПОСТКОВИДНЫХ ПАЦИЕНТОВ 
С НАРУШЕНИЕМ УРОВНЯ NK-КЛЕТОК, M±m

TABLE 1. IMMUNE AND CORTISOL SCORES IN POST-COVID PATIENTS WITH IMPAIRED NK CELL LEVELS, M±m

Показатели иммунной системы
Immune system indicators

Группа 1. Постковидные 
пациенты со сниженным 

уровнем NK-клеток
Group 1. Post-COVID 

patients with reduced levels 
of NK cells 

n = 29

Группа 2. Постковидные 
пациенты с нормальным 

уровнем NK-клеток 
Group 2. Post-COVID 

patients with normal levels 
of NK cells 

n = 49
NK-клетки (CD45+CD3-CD16+CD56+) отн. (%)
NK cells (CD45+CD3-CD16+CD56+) rel. (%) 6,028±0,395* 16,071±0,803

NK-клетки (CD45+CD3-CD16+CD56+) абс. (109 кл/л)
NK cells (CD45+CD3-CD16+CD56+) abs. (109 cell/L) 125,310±12,008* 371,694±33,265

T-лимфоциты (CD45+CD3+CD19-) отн. (%)
T lymphocytes (CD45+CD3+CD19-) rel. (%) 77,872±0,966* 68,173±1,015

T-лимфоциты (CD45+CD3+CD19-) абс.(109 кл/л)
T lymphocytes (CD45+CD3+CD19-) abs. (109 cells/L) 1656,897±127,242 1514,551±75,103

T-хелперы (CD45+CD3+CD4+) отн. (%)
T helpers (CD45+CD3+CD4+) rel. (%) 51,324±1,801* 44,504±1,057

T-хелперы (CD45+CD3+CD4+) абс. (109 кл/л)
T helpers (CD45+CD3+CD4+) abs. (109 cell/L) 1108,724±100,164 985,347±51,788

Кортизол
Cortisol 604,974±49,812* 543,813±38,251

Примечание. * – достоверность различий между группами р < 0,05.
Note. *, significance of differences between groups p < 0.05.
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в 3 раза, ниже, чем у постковидных пациентов, 
не имеющих такого нарушения. Очень важно, 
что это нарушение практически не связано с 
другими компартментами иммунной системы, 
за исключением относительного количества 
Т-лимфоцитов и Т-хелперов. Данные показатели 
были достоверно выше, чем у пациентов без на-
рушения уровня NK-клеток. Абсолютное коли-
чество этих клеток также повышалось, но не име-
ло достоверных различий при сравнении групп.

Кроме того, отмечено, что у пациентов со 
сниженным уровнем NK-клеток сохраняется бо-
лее высокий уровень кортизола (табл.  1.). Еще 
одной особенностью является тот факт, что у 
этих пациентов достоверно выше уровень тром-
боцитов (252,379±15,575 против 206,327±6,576, 
р < 0,01) и тромбоцитокрита (0,199±0,011 против 
0,168±0,005, р < 0,01).

Как показали наши исследования, более чем 
у трети обследованных лиц выявляется резкое, 
трехкратное снижение количества натуральных 
киллеров. Это снижение сопровождается более 
высоким относительным уровнем Т-лимфоцитов 
и Т-хелперов, последнее, вероятно, связано с 
компенсаторным повышением Т-лимфоцитов и 

нарушением регуляции Т-клеточного звена им-
мунной системы, что требует более детального 
исследования и, скорее всего, изучения цитоки-
нового профиля у таких пациентов. Более того, у 
части постковидных пациентов сохраняется вы-
сокий уровень кортизола, что свидетельствует о 
сохранении уровня напряженности хроническо-
го стресса. Также важным является выявленные 
изменения в тромбоцитарном звене кроветворе-
ния (повышение уровня тромбоцитов и тромбо-
цитокрита), которые могут приводить к поздним 
нарушениям системы свертывания крови и обра-
зованию тромбозов.

Выводы
1. У 37,1% постковидных пациентов выяв-

ляется значительное, более чем в 3 раза, сниже-
ние уровня NK-клеток.

2. Снижение уровня NK-клеток у постко-
видных пациентов сопровождается более высо-
ким уровнем Т-лифоцитов, Т-хелперов.

3. Низкий уровень NK-клеток у постковид-
ных пациентов сопровождается более высоким 
уровнем кортизола, тромбоцитов и тромбоцито-
крита.
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ПЕРВЫЙ ОПЫТ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 
СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЛИПОАСПИРАТА 
В КОМПЛЕКСНОМ ЛЕЧЕНИИ ПАЦИЕНТОВ С ЦИРРОЗОМ 
ПЕЧЕНИ
Желтова О.И., Шевела Е.Я., Меледина И.В., Черных Е.Р.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Цирроз печени (ЦП) является серьезной проблемой в плане медикаментозного лечения. 
Определенные перспективы связывают с разработкой клеточных технологий, основанных на исполь-
зовании стволовых клеток, в частности мезенхимальных стромальных клеток (МСК). В последние 
годы существенно возрос интерес к использованию МСК, выделенных из жировой ткани, которые 
обладают рядом преимуществ по сравнению с костномозговыми МСК. Целью настоящего исследо-
вания стала оценка безопасности и переносимости аутологичной трансплантации МСК, полученных 
из жировой ткани (липоаспирата), в комплексном лечении больных ЦП различного генеза. Исследу-
емую группу составили 12 пациентов (4 мужчин и 8 женщин), в возрасте от 33 до 67 лет. У 6 пациентов 
развитие ЦП было обусловлено вирусными гепатитами, у остальных – факторами невирусного гене-
за, включая токсические воздействия (n = 3), первичный биллиарный цирроз (n = 2) и криптогенный 
ЦП (n = 1). Степень тяжести ЦП по шкале Child-Pugh соответствовала классу А – у 6 пациентов, 
классу В – у 6 пациентов. Балл по шкале MELD варьировал от 8 до 11. Всем пациентам однократно 
вводили аутологичные МСК (12,94 × 106, 11,3-16,0 × 106), полученные в результате культивирования 
клеток липоаспирата в течение 14 дней. Проведение липоаспирации и введение МСК не сопрово-
ждалось развитием побочных эффектов и серьезных нежелательный явлений. Анализ клинической 
эффективности, проведенный через 6-12 мес. после терапии, позволил выделить две подгруппы: от-
ветившие (подгруппа 1, n = 6) и неответившие (подгруппа 2, n = 6) на терапию. В подгруппе 1 у 4 
пациентов балл по MELD снизился, у 2 – не изменился, у пациентов подгруппы 2 балл по MELD 
увеличился. Обе подгруппы не различались по этиологии и тяжести ЦП, сопутствующей патологии 
(COVID-19). Положительная динамика в подгруппе 1 выявлялась по синдромам печеночно-клеточ-
ной недостаточности (n = 1), цитолиза (n = 2), холестаза (n = 1). У двух пациентов со стабилизацией 
балла по MELD показатели стабилизировались в пределах референсных значений. После терапии 
МСК большинство пациентов (8/12) перенесли новую коронавирусную инфекцию, причем частота 
заболеваемости была одинаковой в группах с наличием или отсутствием ответа на терапию МСК (по 
4 пациента в каждой группе). Результаты проведенного исследования свидетельствуют о безопасно-
сти применения МСК, выделенных из жировой ткани пациентов с циррозом печени, и перспектив-
ности данного подхода для стабилизации или улучшения функции печени.

Ключевые слова: цирроз печени, мезенхимальные стромальные клетки, липоаспират
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FIRST EXPERIENCE IN USAGE OF LIPOASPIRATE-DERIVED 
MESENCHYMAL STROMAL CELLS IN COMBINED TREATMENT 
OF THE PATIENTS WITH LIVER CIRRHOSIS 
Zheltova O.I., Shevela E.Ya., Meledina I.V., Chernykh E.R.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Liver cirrhosis (LC) is a serious problem with respect to drug therapy. Certain promises are 
associated with development of stem cell-based technologies, in particular, mesenchymal stromal cells (MSCs). 
Over recent years, a significant interest was drawn to the usage of MSCs isolated from adipose tissue, which have 
a number of advantages over bone marrow MSCs. The aim of this study was to evaluate safety and tolerability of 
transplantation of autologous MSCs derived from adipose tissue (lipoaspirate) when treating the patients with 
LC of different origin. The study group consisted of 12 patients (4 men and 8 women), aged 33 to 67 years. In 
six patients, development of LC was due to viral hepatitis; in other subjects it was caused by non-viral factors, 
including toxic effects (n = 3), primary biliary cirrhosis (n = 2) and cryptogenic cirrhosis (n = 1). The LC 
severity assessed by the Child-Pugh scale corresponded to class A (6 cases) or class B (6 patients). The MELD 
scores varied from 8 to 11. All patients were injected once with autologous MSCs (a mean of 12.94 × 106, 11.3 
to 16.0 × 106) obtained by culturing the lipoaspirate cells for 14 days. Lipoaspiration and injection of MSCs 
were not accompanied by development of side effects, or serious adverse events. Analysis of clinical efficacy, 
carried out 6-12 months after therapy, made it possible to distinguish two subgroups: responders to the therapy 
(subgroup 1, n = 6) and non-responders (subgroup 2, n = 6). In subgroup 1, the MELD score was found to be 
decreased in 4 cases, and did not change in 2 patients. In contrast, the MELD score increased in the patients 
from subgroup 2. Both subgroups did not differ in etiology and severity of LC, or concomitant pathology 
(COVID-19). Positive dynamics in subgroup 1 was revealed for the signs of hepatocellular insufficiency (n = 1), 
cytolysis (n = 2) and cholestasis (n = 1). In two patients with MELD score stabilization, the scores reached the 
reference values. After MSC therapy, the majority of patients (8/12) underwent a new coronavirus infection, 
and the COVID incidence rate was similar in groups with or without response to MSC therapy (4 patients in 
each group). The results of the study suggest the safety of using MSCs isolated from the adipose tissue of patients 
with liver cirrhosis, and the perspectives of such approach in order to stabilize or improve liver function.

Keywords: liver cirrhosis, mesenchymal stem cells, lipoaspirate

Работа выполнена за счет средств федераль-
ного бюджета на проведение фундаментальных 
и поисковых научных исследований (№ гос. ре-
гистрации в ЕГИСУ НИОКТР 122011800324-4 и 
122012000367-6 соответственно).

Введение
Цирроз печени (ЦП) представляет исход хро-

нических диффузных заболеваний печени и яв-
ляется серьезной проблемой в плане медикамен-
тозного лечения. Единственным эффективным 
методом лечения декомпенсированных форм 
ЦП является трансплантация печени. Однако 
дефицит донорских органов, необходимость дли-
тельной иммуносупрессии и высокая стоимость 
лечения существенно ограничивают возмож-
ности данного подхода и побуждают искать аль-
тернативные пути. В этом направлении большой 
интерес представляют клеточные технологии, 
основанные на использовании стволовых клеток, 
в частности мезенхимальных стромальных кле-
ток (МСК), которые наряду со способностью к 
самоподдержанию и дифференцировке в клетки 

мезенхимального направления, способны диф-
ференцироваться в гепатоцитоподобные клетки 
in vivo и in vitro и оказывать стимулирующий эф-
фект на регенерацию гепатоцитов [1,  12]. Кроме 
того, МСК подавляют активность воспалитель-
ного процесса в тканях, препятствуя тем самым 
прогрессии фиброза [3]. Терапевтическая эф-
фективность костномозговых МСК у пациентов 
ЦП показана в ряде клинических испытаний [5, 
6]. Проведенные нами клинические испытания 
также показали безопасность и эффективность 
клеточной терапии, включающей использование 
костномозговых МСК, в комплексном лечении 
больных ЦП [10].

Поскольку пролиферативный потенциал 
МСК костного мозга ограничен и снижается с 
возрастом [2], в последние годы наблюдается 
рост числа клинических исследований с исполь-
зованием МСК, выделенных из жировой тка-
ни. Подобно костномозговым аналогам, МСК 
жировой ткани характеризуются выраженным 
противовоспалительным и регенераторным по-
тенциалом, при этом отличаются более высокой 
пролиферативной активностью, низким коэф-
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фициентом старения и генетической стабильно-
стью при культивировании ex vivo [11]. Исполь-
зование жировой ткани в качестве источника 
МСК представляется более предпочтительным 
у пациентов с высоким индексом массы тела, а 
также при наличии тяжелых сопутствующих за-
болеваний (тяжелая сердечная недостаточность, 
некомпенсированный сахарный диабет). 

Учитывая вышесказанное, нами было иници-
ировано поисковое научное исследование, целью 
которого стала оценка безопасности и перено-
симости аутологичной трансплантации МСК, 
полученных из жировой ткани (липоаспирата), 
в комплексном лечении больных ЦП различного 
генеза.

Материалы и методы 
В исследование последовательно отбирались 

пациенты с ЦП различной этиологии (обоего 
пола, в возрасте от 18 до 70 лет), проходившие 
обследование и лечение на базе иммунологи-
ческого отделения клиники иммунопатологии 
НИИФКИ в период с начала 2020 г. по февраль 
2022 г. Диагноз «ЦП» базировался на данных ги-
стологического исследования, а также комплекса 
клинических, лабораторных и радиологических 
данных у пациентов с явными признаками пор-
тальной гипертензии. Критериями невключения 
являлось одновременное участие в другом клини-
ческом исследовании, несоответствие критериям 
включения, активный алкоголизм и/или употре-
бление наркотических средств, ВИЧ-инфекция, 
декомпенсированные заболевания легких и серд-
ца, кровотечение из варикозно расширенных вен 
пищевода, наличие гепатоцеллюлярной карци-
номы или других онкологических заболеваний, 
в том числе в анамнезе, острые инфекции, тром-
боцитопения ниже 50 × 109/л, психические нару-
шения, беременность, неспособность пациента 
подписать информированное согласие. Степень 
тяжести ЦП оценивали по шкалам Child-Pugh и 
MELD.

Жировую ткань (липоаспират) получали при 
проведении операции липосакции под местной 
анестезией в условиях хирургической опера-
ционной. Липоаспират подвергали фермента-
тивной диссоциации с помощью 0,1% раствора 
коллагеназы 1А типа (Sigma-Aldrich) в течение 
45 мин при 37 °С с последующей инактивацией 
фермента физиологическим раствором. Нерас-
щепленные фрагменты жировой ткани удаляли 
фильтрованием через нейлоновые фильтры (раз-
мер пор 100 µm). Из полученных таким образом 
ядросодержащих клеток стромально-васкуляр-
ной фракции стандартно генерировали мезенхи-
мальные стромальные клетки (МСК) в течение 
14 дней. По достижении 80-90% слияния клетки 
аккуратно снимали с поверхности культурально-
го флакона, используя стерильный апирогенный 
скребок для культур клеток, отмывали и вводили 

внутривенно капельно в 50 мл физиологического 
раствора. 

Клинико-лабораторное обследование пациен-
тов (включая общий и биохимический анализы 
крови, оценку по шкале Child-Pugh и MELD) 
проводили до начала терапии с мониторингом 
состояния больных через 6-12 месяцев после 
окончания лечения.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием пакета 
программ Statistica 6.0. Данные представлены в 
виде медианных значений (Ме) и квартильного 
диапазона (Q0,25-Q0,75). Для выявления значимых 
различий сравниваемых показателей использо-
вали непараметрические критерии: U-критерий 
Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение
Исследуемую группу составили 12 пациен-

тов – 4 мужчины и 8 женщин, в возрасте от 33 
до 67 лет (табл.  1). В половине случае развитие 
ЦП было обусловлено вирусными гепатитами 
(n = 6), в половине – факторами невирусного 
генеза, включая токсические (преимущественно 
алкогольные) воздействия (n = 3), первичный 
биллиарный цирроз (ПБЦ, n = 2) и криптоген-
ный ЦП (n = 1). Степень тяжести ЦП, оценива-
емая по шкале Child-Pugh, соответствовала про-
гностическому классу А – у 6 пациентов (50%), 
классу В – у 6 (50%) пациентов. Балл по шкале 
MELD составил 9,0 (Ме; 8-11), причем у четырех 
пациентов балл MELD составлял 11 и более, что 
свидетельствовало о декомпенсированном ЦП. 
Две трети пациентов после лечения перенесли 
новую коронавирусную инфекцию разной степе-
ни тяжести.

Всем пациентам однократно вводили ауто-
логичные мезенхимальные стромальные клетки 
(МСК, 12,94 × 106, 11,3-16,0 × 106), полученные 
в результате культивирования ядросодержащих 
клеток липоаспирата пациента в течение 14 дней. 
Данная популяция содержала 85-95% клеток, 
экспрессирующих специфичные для МСК мар-
керы (CD73, CD90, CD105), и минимальное ко-
личество клеток, экспрессирующих «линейные» 
маркеры CD3 (3,9±1,55%), CD20 (5,3±1,30%), 
CD16 (5,6±1,72%), CD14 (5,6±2,28%), HLA-DR 
(1,1±0,57%), а также маркер гемопоэтических 
клеток CD34 (0,69±0,28%).

Ни проведение липоаспирации, ни введение 
МСК не сопровождалось развитием побочных 
эффектов и серьезных нежелательный явлений. 
Пациенты отмечали незначительную болезнен-
ность передней брюшной стенки после проведен-
ной липоаспирации, а также кратковременные 
повышения температуры тела до субфебрильных 
цифр (не более 37,5). Сравнительный анализ па-
раметров периферической крови до и через 3 дня 
после введения клеток также не выявил статисти-
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ, ВКЛЮЧЕННЫХ В ИССЛЕДОВАНИЕ

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF PATIENTS INCLUDED IN THE STUDY

Возраст, Me (min-max), лет
Age, Me (min-max), years 51,5 (33-67)

Пол (М/Ж)
Sex (M/F) 4/8

Этиология ЦП: 
Etiology of CP: 
1) вирусный, n (%):
1) viral, n (%):
– HCV, n (%)
– HBV ± HDV, n (%)
2) невирусный, n (%)
2) non-viral, n (%):
– токсический, n (%)
– toxic, n (%)
– первичный билиарный цирроз, n (%)
– primary biliary cirrhosis, n (%)
– криптогенный, n (%)
– cryptogenic, n (%)

6/12 (50%)

4/12 (33,3%)
2/12 (16,37%)
6/12 (50%)

3/12 (33,33%)

2/12 (16,67%)

1/12 (8,33%)

Child-Pugh, Ме (Q0,25-Q0,75):
– класс А, n (%)
– class A, n (%)
– класс В, n (%)
– class В, n (%)

6/12 (50%)

6/12 (50%)

MELD, Ме (Q0,25-Q0,75) 9,0 (8,0-11,5)
COVID, n (%) 8/12 (66,67%)

ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ С НАЛИЧИЕМ / ОТСУТСТВИЕМ ОТВЕТА НА ТЕРАПИЮ 

TABLE 2. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH / WITHOUT RESPONSE TO THERAPY

Ответившие
Responders

(n = 6)

Неответившие
Non-responders

(n = 6)

Уровень 
значимости (р)

p-value 
Возраст, Ме (Q0,25-Q0,75)
Age, Ме (Q0,25-Q0,75)

55,5 (52-59) 48 (44-51) 0,044

Пол (М/Ж)
Sex (M/F) 3/3 1/5 0,22

Этиология (n, %):
Etiology (n,%):
– вирусные
– viral
– невирусные 
– non-viral

3/6 (50%)

3/6 (50 %)

3/6 (50%)

3/6 (50 %)

1,0

1,0

Класс А (n, %)
Class A (n, %) 3/6 (50%) 3/6 (50%) 1,0

Класс В (n, %)
Class B (n, %) 3/6 (50%) 3/6 (50 %) 1,0

MELD, Ме (Q0,25-Q0,75)
– до лечения 
– before treatment
– после лечения 
– after treatment

9 (8-11)

8,5 (7-9)

9,5 (8-13)

11,5 (9-16)

0,81

p = 0,055

COVID (n, %) 4/6 4/6 p = 1,0



171

МСК липоаспирата при циррозе печени
MSC treatment in liver cyrrhosis2022, Vol. 25, № 2

2022, Т. 25, № 2

ческих различий по большинству исследуемых 
показателей (данные не представлены).

Анализ клинической эффективности, прове-
денный через 6-12 мес. после терапии, позволил 
выделить две подгруппы: ответившие (подгруп-
па 1) и неответившие (подгруппа 2) на терапию 
(табл.  2). Критерием ответа являлось уменьше-
ние/стабилизация прогностического балла по 
шкале MELD. В подгруппу 1 вошли 6 пациентов 
(у 4 балл по MELD снизился, у 2 – не изменил-
ся), подгруппу 2 составили 6 пациентов, у кото-
рых балл по MELD увеличился. Обе подгруппы 
не различались по этиологии и тяжести ЦП, со-
путствующей патологии (COVID) (p > 0,05), в то 
же время ответившие на терапию пациенты были 
старше. Исходно пациенты не различались по 
показателю MELD, однако через 6-12 мес. после 
терапии у пациентов подгруппы 2 балл по шкале 
MELD был выше (р = 0,055).

У четырех ответивших на терапию пациентов 
этиологическими факторами ЦП были алко-
гольное поражение печени (n = 1), ПБЦ (n = 1), 
хронический вирусный гепатит С (n = 2). Поло-
жительная динамика в этой подгруппе выявля-
лась по синдромам печеночно-клеточной недо-
статочности (n = 1), цитолиза (n = 2), холестаза 
(n = 1). У двух пациентов со стабилизацией балла 
по MELD (генез ЦП – хронический вирусный ге-
патит В и ПБЦ) отмечалась стабилизация показа-
телей в пределах референсных значений. 

В группе пациентов, не ответивших на тера-
пию, генез ЦП был вирусным (хронический ви-
русный гепатит С, n = 2, и В, n = 1), алкоголь-
ным (n = 2) и невыясненным (криптогеный ЦП, 
n = 1). Увеличение прогностического балла по 
MELD в этой подгруппе ассоциировалось с уси-
лением синдрома холестаза (n = 3), цитолиза 
(n = 3) и печеночно-клеточной недостаточности 
(n = 3).

Отметим, что данное клиническое исследова-
ние проводилось в период пандемии COVID-19. 
После терапии МСК большинство рекрутиро-
ванных пациентов (8/12) перенесли новую коро-
навирусную инфекцию разной степени тяжести, 
причем частота заболеваемости была совершен-
но одинаковой в группах с наличием или отсут-
ствием ответа на терапию МСК (4/6 в каждой 
группе). Один пациент со стабилизацией состо-
яния по ЦП умер впоследствии от осложнений 
COVID-19. 

Первые сообщения об экспериментальном 
использовании МСК, выделенных из жировой 
ткани, в модели фиброза печени появились срав-
нительно недавно. В 2017 г. две группы исследо-
вателей сообщили о сравнимом противовоспа-
лительном и антифибротическом эффекте МСК 
костного мозга и жировой ткани в модели CCl4-
индуцированного фиброза печени у мышей [7] 
и крыс [4], а также о более выраженном анти-
пролиферативном и проапоптогенном эффекте 

МСК жировой ткани в отношении звездчатых 
клеток печени [4].

В литературе имеются также единичные со-
общения об использовании МСК жировой ткани 
у человека. Имеются результаты проведенного в 
2017 г. исследования эффективности свежевыде-
ленных стволовых клеток липоаспирата, выде-
ленных с использованием системы Celution [8]. 
Авторы сообщают об отсутствии серьезных неже-
лательных явлений у четырех рекрутированных 
пациентов в течение месяца после терапии. У 3 из 
4 пациентов концентрация сывороточного альбу-
мина оставалась неизменной или повышалась в 
течение 6 мес., оставаясь на достигнутом уровне 
до 12 мес. у одного пациента. Через 24 часа после 
введения клеток повышался уровень факторов, 
связанных с регенерацией печени (фактор роста 
гепатоцитов и интерлейкин-6). В отличие от на-
шего подхода, в этом исследовании были исполь-
зованы свежевыделенные клетки жировой ткани.

В 2021 году опубликованы результаты много-
центрового клинического испытания стволовых 
клеток, полученных из аутологичной жировой 
ткани, у 7 пациентов с неалкогольным стеато-
гепатитом и жировой дистрофией печени [9]. В 
отличие от используемого нами внутривенного 
введения генерированных МСК, в данном иссле-
довании использовали свежевыделенные клетки, 
которые вводились через печеночную артерию. 
Авторы сообщили об отсутствии каких-либо не-
желательных явлений. Через 24 недели у боль-
шинства пациентов улучшилась концентрация 
сывороточного альбумина (у 6/7) и протромби-
новая активность (у 5/7). 

Особенностью нашего исследования яв-
ляется его проведение в период пандемии 
COVID-19, и две трети пациентов после тера-
пии МСК перенесли новую коронавирусную 
инфекцию разной степени тяжести. Важно, 
что такие пациенты были как в группе ответив-
ших на терапию МСК, так и среди неответив-
ших. Согласно последним данным, у пациентов  
с циррозом и хроническими заболеваниями пе-
чени общий уровень смертности может достигать 
40% после заражения COVID-19, что значитель-
но превышает показатели смертности при этом 
заболевании. В нашем исследовании зарегистри-
рован единственный летальный исход, что со-
ставляет 12,5%. Эти данные позволяют предпо-
ложить, что новая коронавирусная инфекция не 
вызывает ухудшение функции печени при ЦП. 

Заключение
Таким образом, результаты проведенного 

нами исследования свидетельствуют о том, что 
применение МСК, выделенных из жировой тка-
ни пациентов с циррозом печени, является без-
опасным и потенциально перспективным для 
стабилизации или улучшения функции печени.
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ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ С-РЕАКТИВНОГО 
БЕЛКА И IL-6 КАК МАРКЕРОВ СИСТЕМНОГО ВОСПАЛЕНИЯ
Журавлева Ю.А.1, Зотова Н.В.1, 2, Соломатина Л.В.1
1 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Уральский федеральный университет имени первого Президента России Б.Н. Ельцина», 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. В настоящее время, несмотря на широкое употребление понятий «системное воспаление» 
(СВ) и «системная воспалительная реакция» (СВР), нет общепринятых критериев их верификации. 
Зачастую эти процессы отождествляют (что методологически неверно) и ассоциируют с повышением 
провоспалительных медиаторов в крови. Однако СВ – это сложный процесс, который требует инте-
гральных критериев, включающих оценку выраженности СВР (уровней реактивности) и дополни-
тельных феноменов СВ: микротромбообразования, системной альтерации и дистресс-реакции ней-
роэндокринной системы. При этом возникает необходимость в оценке отдельных показателей СВ в 
качестве более доступной для медицинской практики альтернативы использования более сложных 
интегральных показателей. Цель – оценить диагностическую эффективность уровней CRP и IL-6 как 
маркеров острого и хронического системного воспаления. Для изучения острого СВ были проанали-
зированы данные пациентов с острыми критическими состояниями инфекционного и неинфекци-
онного генеза, для изучения хронического СВ – данные пациентов с аутоиммунными заболеваниями, 
хронической органной недостаточностью и другими хроническими деструктивными заболеваниями. 
Выраженность СВР основывалась на расчете интегрального показателя – уровня реактивности (УР). 
Дифференциация воспалительного процесса на классическое (КВ) и системное воспаление прово-
дилась с помощью ранее предложенной нами шкалы СВ, верификация хронического СВ (ХрСВ) – с 
помощью шкалы ХрСВ. СВ (или ХрСВ) выявлено во всех группах пациентов, при этом частота реги-
страции СВ у пациентов с острыми состояниями повышалась при развитии ПОН. Частота развития 
СВР во всех группах была выше, что подтверждает невозможность отождествления этих процессов. 
ROC-анализ показал, что уровень CRP обладает неудовлетворительной диагностической эффектив-
ностью в отношении развития СВ/ХрСВ (AUC < 0,6), а IL-6 – очень хорошей (AUC 0,8-0,9). Прогно-
стическая ценность маркеров для регистрации феномена СВР была выше, при этом AUCIL-6 превы-
шала AUCCRP. Таким образом, IL-6 при многих острых и хронических патологиях по диагностической 
эффективности более близок к интегральным показателям, чем СRP, а динамика IL-6 в крови может 
использоваться для прогнозирования и оценки осложнений, связанных с острым и хроническим СВ, 
а также для назначения и мониторирования результатов антицитокиновой терапии.

Ключевые слова: системное воспаление, системная воспалительная реакция, С-реактивный белок, IL-6
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DIAGNOSTIC EFFICACY OF C-REACTIVE PROTEIN AND IL-6 
AS MARKERS OF SYSTEMIC INFLAMMATION
Zhuravleva Yu.A.a, Zotova N.V.a, b, Solomatina L.V.a
a Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation  
b B. Yeltsin Ural Federal University, Yekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Currently, despite widespread use of the terms “systemic inflammation” (SI) and “systemic 
inflammatory response” (SIR), there are no generally accepted criteria for their verification. These processes 
are often identified (which is methodologically incorrect) and associated with an increase in pro-inflammatory 
mediators in the blood. However, SI is a complex process that requires integral criteria including assessment 
of SIR as reactivity level, and additional SI phenomena, such as microthrombosis, systemic alteration, and 
distress of the neuroendocrine system. At the same time, there is a need to assess individual CB indicators as a 
more affordable alternative for medical practice than the use of complex integral indicators. Our objective was 
to evaluate diagnostic efficacy of CRP and IL-6 levels as markers of acute and chronic systemic inflammation.

The data of patients with acute critical conditions of infectious and non-infectious genesis were analyzed 
to study acute systemic inflammation (SI), data of patients with autoimmune diseases, chronic organ failure 
and other chronic destructive diseases were analyzed to study chronic systemic inflammation (ChrSI). SIR 
severity was evaluated by the calculation of an integral index – reactivity level (RL). Differentiation of the 
inflammatory process to either classical inflammation (CI), or systemic inflammation was carried out using 
the previously proposed scale of SI, verification of chronic systemic inflammation was performed by means of 
ChrSI scale. SI (or ChrSI) was revealed in all groups of patients, and the frequency of SI registration in patients 
with acute conditions increased with development of multi-organ failure. The frequency of SIR was higher in 
all groups, thus confirming inability to equate these disorders. ROC analysis showed that CRP level had poor 
diagnostic efficacy on the development of SI/ChrSI (AUC < 0.6), and IL-6 level had very good diagnostic 
value (AUC 0.8-0.9). The prognostic value of the markers for detecting the SIR was higher, with AUCIL-6 
exceeding AUCCRP. Thus, IL-6 in many acute and chronic pathologies is sufficiently closer to integral indices 
than C-reactive protein with respect to diagnostic efficiency, and the dynamics of IL-6 in blood may be used 
to predict and evaluate complications associated with acute and chronic SI, as well as to prescribe and monitor 
the results of anticytokine therapy.

Keywords: systemic inflammation, systemic inflammatory response, C-reactive protein, IL-6

Работа выполнена в рамках госзадания ИИФ 
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Введение
Воспалительные механизмы являются основой 

патогенеза большинства острых и хронических 
заболеваний. При этом понятие «воспаление» 
выходит за рамки канонических представлений 
о развитии воспалительного процесса [3], и мы 
выделяем системное воспаление (СВ) в самосто-
ятельный вид общепатологического процесса, не 
эквивалентный системной воспалительной ре-
акции (СВР) и тем более отличающийся от клас-
сического воспаления (КВ) [3]. Фабула острого 
СВ имеет характерные клинические признаки: 
рефрактерный шок, коагулопатия по типу диссе-
минированного внутрисосудистого свертывания 
крови, быстро прогрессирующая полиорганная 
недостаточность (ПОН). Однако важной пробле-
мой являются начальные, пограничные проявле-
ния СВ, которые необходимо своевременно диа-

гностировать и дифференцировать от системных 
признаков других провоспалительных процес-
сов. Еще более сложной задачей является вери-
фикация и определение клинической и патогене-
тической значимости хронического СВ, которое 
не имеет четких клинических эквивалентов.

Наибольшую трудность представляет собой 
дифференциация СВ и СВР, которая заключается 
в накоплении в плазме крови провоспалительных 
медиаторов [14]. Мы рассматриваем СВР как ос-
новной, но не единственный феномен сложного 
процессокомплекса СВ, а по интенсивности СВР 
отделяем КВ от СВ, а также выделяем переход-
ные фазы процесса СВ [14]. 

Анализ литературных источников продемон-
стрировал, что системное воспаление отождест-
вляется с повышением сывороточных уровней 
основных провоспалительных маркеров – остро-
фазных белков и цитокинов (что методологиче-
ски неверно). При этом особое внимание уделя-
ется двум показателям – С-реактивному белку 
(CRP) и IL-6. 
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Основная роль CRP – распознавание и эли-
минация чужеродных патогенов, однако он 
участвует и в элиминации продуктов распада 
собственных клеток, а его синтез гепатоцитами 
возрастает при воспалительных процессах как 
инфекционного, так и неинфекционного генеза. 
Значения CRP, предлагаемые различными ис-
следователями в качестве критерия идентифи-
кации СВ, варьи руют в широком диапазоне: от 
3-5 мг/л [2] при хронических заболеваниях и до 
200 мг/л и выше при острых состояниях (сепси-
се) [7]. При критических состояниях его уровень 
может служить предиктором летального исхо-
да [8]. Повышение концентрации сывороточного 
CRP у пациентов с аутоиммунными воспалитель-
ными заболеваниями рассматривается в качестве 
предиктора кардиоваскулярной патологии [11] 
и коррелирует с ухудшением состояния пациен-
тов [12].

Другой популярный среди клиницистов про-
гностический маркер СВ – провоспалительный 
цитокин IL-6, за счет плейотропности вовлека-
емый в воспалительный процесс при разных но-
зологиях. Уровень IL-6 используется как прогно-
стический показатель исхода сепсиса [9], однако 
его повышение не специфично к инфекционному 
воспалению и наблюдается также и при остром 
стерильном воспалении [4], и при хронических 
заболеваниях неинфекционного генеза [5, 10]. 

Цель исследования заключалась в оценке диа-
гностической эффективности уровней CRP и 
IL-6 как маркеров развития острого и хрониче-
ского системного воспаления.

Материалы и методы
Пациенты
Для изучения острого СВ были проанализиро-

ваны данные пациенты с острыми критическими 
состояниями инфекционного и неинфекционно-
го генеза, для изучения хронического СВ – дан-
ные пациентов с аутоиммунными заболевания-
ми, хронической органной недостаточностью и 
другими хроническими деструктивными заболе-
ваниями. 

1. Глубокие флегмоны голени – III-IV уро-
вень поражения мягких тканей у военнослужащих, 
с признаками ПОН у всех пациентов (диапазон 
баллов по шкале SOFA от 2 до 5 баллов, средний 
балл – 3,6), лечение в хирургическом отделении 
(не в отделении интенсивной терапии (ОИТ)). 
Исследование проводилось сразу после хирур-
гического лечения воспалительного очага (ос-
новной этиологический фактор – Staphylococcus 
aureus), n = 40, возраст – 20,4±2,4 года. Согласно 
консенсусу Sepsis-3 (2016), группа соответствует 
определению «сепсис», однако, в связи с разли-
чием клинической картины в сравнении с паци-

ентами других групп с сепсисом, данная группа 
представлена отдельно.

2. Сепсис-2 (консенсус Sepsis-2 (2001), под 
сепсисом понимали развитие синдрома СВР 
и наличие/подозрение инфекции); без при-
знаков ПОН, лечение в ОИТ, обследование на  
1-2-е сут. после госпитализации, n = 31, возраст – 
37,6±18,4 лет, мужчин 63,3%, средний балл по 
шкале SOFA – 1,1, диапазон – 0÷2 балла.

3. Сепсис (Sepsis-3) 1-2-е сут. после посту-
пления в ОИТ, n = 46, возраст – 47,1±16,6 лет, 
мужчин 60,9%, средний балл по SOFA – 5,5, диа-
пазон – 2÷10 баллов. Исходные заболевания для 
всех групп больных сепсисом: пневмония, пери-
тониты, акушерский сепсис и другие; все паци-
енты этой и других групп (Sepsis-3) проходили 
интенсивную терапию в ОИТ. Летальные исходы 
в 23,9% случаев (n = 11).

4. То же + септический шок (СШ), n = 14, 
возраст 49,1±17,8 лет, мужчин 57,1%, шкала 
SOFA 6÷14, средний балл – 9,75. Летальные ис-
ходы в 71,4% случаев (n = 10).

5. Сепсис-2 на 5-7-е сут. наблюдения, 
n = 12, возраст 41,1±17,3 лет, мужчин 58,3%, диа-
пазон SOFA – 0÷2, средний балл – 0,75. 

6. Сепсис (Sepsis-3) 5-7-е сут. после по-
ступления в ОИТ, n = 13, возраст 40,2±14,2 лет, 
мужчин 61,5%, диапазон SOFA – 3÷10, средний 
балл – 5,7. Летальные исходы в 30,7% случаев 
(n = 4).

7. Третичный перитонит с ПОН (ТП ПОН) 
и затяжным подострым септическим процес-
сом – более 14 дней с момента госпитализации 
в ОИТ, n = 34, возраст – 51,5±16,6 года, мужчин 
58,8%, SOFA балл не рассчитывался. Летальные 
исходы в 29,4% случаев (n = 10).

8. То же + развитие СШ (ТП СШ), n = 17, 
возраст – 50,2±15,6 лет, мужчин 64,7%, SOFA 
не рассчитывалась. Летальные исходы (n = 16) в 
94,1% случаев.

9. Политравма – острые множественные по-
вреждения двух и более различных областей 
тела, требующие интенсивной терапии в ОИТ, 
без ПОН, 1-2-е сут. госпитализации, n = 25, воз-
раст – 38,28±12,1 лет, мужчин 68,0%, диапазон 
SOFA – 0÷2, средний балл – 0,92. 

10. То же с ПОН, n = 51, возраст – 37,8±14,9 
года, мужчин 67,4%, диапазон SOFA – 2÷12, сред-
ний – 4,96. Летальные исходы (n = 11) в 21,6% 
случаев.

11. Политравма без ПОН на 5-7-е сут. наблю-
дения, n = 42, возраст – 40,4±13,3 лет, мужчин 
70,7%, SOFA – 0÷3, средний балл – 0,74.

12. То же с ПОН, n = 18, возраст – 39,4±15,1 
года, мужчин 64,7%, SOFA – 2÷16, средний балл – 
6,75. Летальные исходы (n = 9) в 50,0% случаев.
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13. То же, 10-е сут. наблюдения, n = 22, 1 па-
циент с ПОН и летальным исходом (4,54%), воз-
раст – 37,9±12,6 года, мужчин 52,0%. SOFA – 
0÷3, средний балл – 0,81.

14. Системная красная волчанка – СКВ 
(n = 49, возраст – 43,7±13,3 лет, мужчин 6,1%, 
длительность заболевания – 11,9±9,4 лет). Все 
пациенты соответствовали критериям American 
College of Rheumatology (1982). 

15. Ревматоидный артрит (n = 42, возраст – 
53,1±14,3 лет, мужчин 9,5%, длительность забо-
левания – 7,1±7,4 лет). Пациенты соответствова-
ли критериям American College of Rheumatology 
(1987). 90,5% пациентов были серопозитивны. 

16. Реактивный артрит, вызванный Chlamydia 
trachomatis (n = 30, возраст – 42,4±14,3 лет, муж-
чин 39,3%). 

17. Анкилозирующий спондилит (n  =  27, 
возраст – 41,0±13,1 лет, мужчин 85,2%). Диагноз 
АС основывался на модифицированных крите-
риях АС (Нью-Йорк, 1984). 

18. Псориатический артрит (n = 12, возраст – 
52,9±6,1 лет, мужчин 50%). Все пациенты соот-
ветствовали классификационным критериям 
CASPAR. 

19. Хроническая ревматическая болезнь 
сердца – РБС (n  =  15, возраст – 55,3±13,0 лет, 
мужчин 14,3%). Все пациенты соответствовали 
критериям World Heart Federation (2012).

20. Хроническая сердечная недостаточ-
ность – ХСН (n = 49, возраст – 80,7±4,3 лет, 
мужчин 73,5%). В исследование включались па-
циенты не моложе 70 лет, относящиеся к II-IV 
функциональному классу (согласно критериям 
NYHA), клинически стабильные. 

21. Терминальная почечная недостаточ-
ность – ТПН (n  =  42, возраст 45,4±13,9 лет, 
мужчин 47,6%), обусловленная хроническим 
гломерулонефритом (n = 22), хроническим пи-
елонефритом (n  =  12) и диабетической нефро-
патией (n  =  8). Диагноз ТПН основывался на 
критериях K/DOQI (2002). Все пациенты полу-
чали заместительную терапию программным ге-
модиализом продолжительностью 12 часов в не-
делю. Длительность диализного стажа составила 
63,0±9,6 месяцев. Забор крови производился не-
посредственно перед сеансом гемодиализа.

22. Хроническая ишемия нижних конечно-
стей (ХИНК), обусловленная атеросклеротиче-
ским повреждением общей бедренной артерии 
(n = 38, возраст 65,8±9,1 лет, мужчин 67,6%). Все 
пациенты по классификации Rutherford имели 
III степень ХИНК. Забор крови производился на 
этапе подготовки к высокой ампутации бедра. 

23. Вялогранулирующая рана (n = 42, возраст 
19,4±0,5 лет, мужчин 100%) обусловленная хи-
рургическим лечением флегмоны голени (50,5% 

случаев), микротравмами (44,5%) и рожистым 
воспалением (5%). Продолжительность гнойного 
процесса у всех пациентов превышала 90 дней, 
площадь повреждения составила 10-25 см2.

24. Летальные исходы (ЛИ) – все пациенты с 
летальными из описанных выше групп №№ 1-13, 
n = 71.

Контрольная группа – доноры крови (n = 50, 
возраст 34,1±10,4 года, мужчин 52%).

Группа сравнения – пожилые, не имеющие 
острых и обострений хронических заболеваний, 
системных деструктивных заболеваний (n = 22, 
возраст 68,5±5,8 лет, мужчин 59,1%). 

Используемые методы
Оценка выраженности СВР основывалась на 

расчете интегрального показателя – уровня реак-
тивности – УР (определялся на основании зна-
чений сывороточных концентраций IL-6, IL-8, 
IL-10, TNFa, CRP) [14]. Дифференциация вос-
палительного процесса КВ и СВ проводилась 
с помощью ранее предложенной нами шкалы 
СВ [13], верификация ХрСВ – с помощью шка-
лы ХрСВ [1]. Расчет шкал основывался на опре-
делении значений УР и уровней D-димеров, 
миоглобина, тропонина I, кортизола. Уровни 
всех молекулярных маркеров в плазме крови из-
меряли иммунохемилюминесцентным методом 
(Immulite, Siemens Medical Solutions Diagnostics, 
США).

Статистический анализ 
Статистический анализ проводили с исполь-

зованием программных пакетов SPSS for Windows 
15.0 (SPSS Inc., США) и Statistica 12.0 (Stat Soft, 
Inc., США). Описательная статистика представ-
лена: М – среднее значение, SD – стандартное 
отклонение. Корреляционные связи анали-
зировали с помощью критерия Спирмена (r). 
Диагностическая эффективность оценивалась с 
помощью ROC-анализа. При интерпретации по-
казателя площади под кривой (AUC – Area Under 
Curve) использовали общепризнанную эксперт-
ную шкалу [6]. Результаты считались статистиче-
ски значимыми при p < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Частота регистрации СВ у пациентов с остры-

ми состояниями повышалась в группах крити-
ческих больных при развитии ПОН (до 82,35% в 
группе ТП ПОН) и СШ (100%) (табл. 1); обратная 
закономерность прослеживалась в отношении 
выявления КВ. Это свидетельствует об ассоци-
ации наиболее тяжелых состояний с развитием 
СВ, однако не абсолютной. При этом частный 
феномен СВР в указанных группах регистриро-
вался практически у всех пациентов, но он не-
специфичен к конкретной нозологии и исходу. 
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ТАБЛИЦА 1. ОПИСАТЕЛЬНАЯ СТАТИСТИКА ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУПП (M±SD)

TABLE 1. DESCRIPTIVE STATISTICS OF THE GROUPS (M±SD)

Группы
Groups

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL

CRP, мг/дл
CRP, mg/dL

УР
RL

Регистрация 
феномена 

СВР, %
SIR, %

Регист-
рация КВ, 

%
CI, %

Регист-
рация 

СВ/
ХрСВ, 

% 
SI/

ChrSI, 
%

Доноры
Donors 2,02±0,45 2,56±2,40 0,00±0,00 0 0 0

Пожилые
Eldery 2,32±1,19 5,23±5,25 0,18±0,39 0 0 0

Травма без ПОН 1-2 
Trauma 1-2 97,69±218,21 11,13±16,29 2,32±0,85 100 28,00 29,03

Травма ПОН 1-2
Trauma with MOD 1-2 322,14±540,18 83,22±165,51 3,10±0,90 100 1,96 76,47

Травма без ПОН 5-7
Trauma 5-7 68,79±114,91 20,92±16,76 2,14±0,72 100 57,14 7,14

Травма ПОН 5-7
Trauma with MOD 5-7 810,54±1751,68 254,89±244,73 2,72±0,96 100 0 55,56

Травма 10
Trauma 10 138,20±562,98 12,14±8,48 1,73±0,98 90,91 72,73 2,94

Сепсис-2  
без ПОН 1-2
Sepsis-2 without  
MOD 1-2

621,34±1278,16 40,41±29,87 2,93±0,63 100 19,35 29,03

Сепсис-3 1-2
Sepsis-3 1-2 1680,48±3776,95 28,64±30,57 3,37±0,99 100 4.35 73,91

Сепсис-2 без  
ПОН 5-7
Sepsis-2 without  
MOD 5-7

24,92±19,05 13,66±17,39 1,83±0,72 100 58,33 0

Сепсис-3 5-7
Sepsis-3 5-7 322,35±510,42 19,62±13,04 3,38±0,65 100 0 100

Септический шок
Septic Shock (SS) 4168,86±5289,08 25,34±16,44 4,14±0,77 100 0 100

Третичный 
перитонит ПОН
Tertiary sepsis MODS

254,58±446,88 24,53±20,63 3,09±0,67 100 0 82,35

Третичный 
перитонит шок
Septic shock tertiary 
sepsis

410,06±1376,55 20,62±20,57 2,71±0,59 100 0 100

Летальные
Lethal outcomes 1636,64±3357,43 21,814±20,530 3,55±0,82 100 0 95,77

CКВ
Systemic lupus  
erythematosus

548,63±1929,33 0,70±0,99 2,94±1,27 91,8

не опре-
деля лось

not  
determined

75,5

Ревматоидный 
артрит
Rheumatoid arthritis

14,61±18,22 2,07±2,65 0,93±0,78 69,0

не опре-
деля лось

not  
determined

31,0
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Поэтому не корректно рассматривать СВР как 
аналог СВ, это один из его феноменов, что еще 
раз подтверждает необходимость интегральной 
оценки СВ как сложного процессокомплек-
са. ХрСВ регистрировалось в каждой из групп 
хронических пациентов, но с разной частотой 
(табл.  1).

Уровень CRP в среднем превышал норму  
(1 мг/дл) во всех группах больных с острыми со-
стояниями (в 11-254 раза), пациенты с хрони-
ческими нозологиями, напротив, характеризо-
вались нормальными значениями CRP или его 
незначительным повышением (до 6 раз в группе 
ХИНК). Особо можно выделить группу СКВ, в 

которой выявлена максимальная частота разви-
тия ХрСВ при референсных средних значениях 
CRP.

Средние значения IL-6 также существенно 
превышали ПДЗ (5 пг/мл) во всех группах острых 
состояний (до 830 раз при септическом шоке), 
для хронических заболеваний характерно незна-
чительное его повышение (до 3 раз) или нормаль-
ный уровень. Исключение составила СКВ, при 
которой уровень IL-6 достигал значений, харак-
терных для острых критических состояний, а в 
некоторых случаях даже превышал их. 

Кроме того, проведенный корреляционный 
анализ в объединенных группах «все острые» и 

Группы
Groups

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL

CRP, мг/дл
CRP, mg/dL

УР
RL

Регистрация 
феномена 

СВР, %
SIR, %

Регист-
рация КВ, 

%
CI, %

Регист-
рация 

СВ/
ХрСВ, 

% 
SI/

ChrSI, 
%

Реактивный артрит
Reactive arthritis 7,54±11,65 1,54±2,00 0,73±0,79 53,3

не опре-
деля лось

not  
determined

20,0

Анкилозирующий 
спондилит
Ankylosing spondylitis

5,47±5,46 1,82±1,96 0,78±0,80 55,5

не опре-
деля лось

not  
determined

11,1

Псориатический 
артрит
Psoriatic arthritis

8,88±7,55 1,64±1,58 0,83±0,72 66,7

не опре-
деля лось

not  
determined

8,3

РБС
Chronic rheumatic  
valvular heart disease

3,29±1,57 0,56±0,61 0,60±0,74 46,7

не опре-
деля лось

not  
determined

13,3

ХСН
Chronic heart failure 6,61±7,08 1,49±2,41 0,57±0,68 46,9

не опре-
деля лось

not  
determined

2,0

ТПН
End-stage renal  
disease

8,52±11,48 0,86±1,04 2,00±0,83 95,2

не опре-
деля лось

not  
determined

88,1

ХИНК
Chronic limb  
threatening ischaemia

16,89±17,29 5,91±4,68 1,68±0,74 94,7

не опре-
деля лось

not  
determined

57,9

Вялогранулирующая 
рана
Chronic nonhealing 
wounds

3,56±1,93 1,01±1,29 0,83±0,44 81,0

не опре-
деля лось

not  
determined

9,5

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)
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«все хронические» показал слабую связь как ис-
следуемых показателей между собой (r  =  0,35 и 
r = 0,41 соответственно, p < 0.05), так и взаимос-
вязь CRP с УР (r < 0,4, p < 0,05). Напротив, IL-6 
хорошо отражает выраженность СВР по УР в обе-
их группах (r = 0,82 для «острых» и r = 0,71 для 
«хронических», p < 0,05). 

Выявленные разнонаправленные изменения 
воспалительных маркеров ставят под сомнение 
возможность верификации СВ (особенно, хро-
нического варианта) с помощью отдельных по-
казателей. Для подтверждения данного вывода 
мы оценили диагностическую эффективность 
CRP и IL-6 в отношении развития острого и хро-
нического вариантов СВ по значениям площадей 
под ROC-кривыми (AUC). В целом, диагности-
ческая эффективность указанных маркеров схо-
жа (табл. 2). Так, уровень CRP характеризовался 
неудовлетворительной диагностической эффек-
тивностью (AUC < 0,6), а IL-6 – очень хорошей 
(AUC 0,8-0,9). В отношении развития отдельного 
феномена СВР прогностическая ценность мар-
керов была выше, при этом AUCIL-6 (max. 0,975 в 
группе «острых») превышала AUCCRP. При объ-
единении пациентов с острыми и хроническими 

нозологиями в одну группу тенденция сохраня-
лась. Отметим, что прогностическая ценность 
CRP в отношении летальных исходов была не-
удовлетворительной, а IL-6 – хорошей (табл. 2). 

Заключение
Полученные данные свидетельствуют об 

отсутствии прогностической ценности CRP для 
верификации СВ и летальных исходов и доволь-
но высокой диагностической эффективности 
IL-6, наиболее близкой к интегральным пока-
зателям, поэтому динамика IL-6 в крови может 
использоваться для прогнозирования и оценки 
осложнений, связанных с острым и хроническим 
СВ, а также для назначения и мониторирования 
результатов антицитокиновой терапии. Однако, 
учитывая сложность и динамику развития 
воспалительного процесса, наличие переходных 
и сложно трактуемых состояний между КВ 
и СВ как при острых, так и при хронических 
заболеваниях, для более подробного анализа 
процесса СВ требуется интегральная оценка всей 
феноменологической структуры СВ. 

ТАБЛИЦА 2. ЗНАЧЕНИЯ ПЛОЩАДИ ПОД ROC-КРИВЫМИ ДЛЯ CRP И IL-6 ПРИ РЕГИСТРАЦИИ ВАРИАНТОВ СВ,  
СВР И ИСХОДОВ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ 

TABLE 2. VALUES OF THE AREA UNDER THE ROC-CURVES FOR CRP AND IL-6 FOR SI, SIR, AND OUTCOMES 
IN THE GROUPS

Медиатор
Mediator

Регистрируемый исход
Recorded outcome

Острые 
Acute 

(n = 365)

Хронические
Chronic 

(n = 346)

Все
All patients 
(n = 711)

CRP

СВ/ХрСВ
SI/ChrSI

0,581±0,030
(0,522-0,641)

р = 0,007

0,599±0,033 
(0,534-0,664)

р = 0,002

0,603±0,022 
(0,561-0,646)

р < 0,0001

СВР
SIR

0,857±0,018
(0,821-0,893)

р = 0,021

0,739±0,026 
(0,687-0,790)

р < 0,0001

0,857±0,014 
(0,829-0,855)

р < 0,0001

Летальный исход
Lethal outcomes

0,583±0,039 
(0,507-0,659)

р = 0,030

нет
no

IL-6

СВ/ХрСВ
SI/ChrSI

0,863±0,019
(0,826-0,899)

р < 0,0001

0,822±0,024 
(0,775-0,868)

р < 0,0001

0,808±0,017 
(0,776-0,841)

р < 0,0001

СВР
SIR

0,975±0,008
(0,958-0,991)

р = 0,021

0,869±0,019 
(0,832-0,905)

р < 0,0001

0,940±0,009 
(0,923-0,957)

р < 0,0001

Летальный исход
Lethal outcomes

0,774±0,027 
(0,724-0,827)

р < 0,0001

нет
no

Примечание. Данные представлены как AUC±SD (min-max), p – статистическая значимость отличия AUC от 0,5.

Note. Data are presented as AUC±SD (min-max); p,statistical significance of difference in AUC from 0.5.
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ИНТЕРФЕРОНЫ III ТИПА ПРИ ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ 
ПНЕВМОНИИ У ДЕТЕЙ
Изюрова Н.В., Савочкина А.Ю., Узунова А.Н., Никушкина К.В.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Актуальность внебольничной пневмонии обусловлена широкой распространенностью 
в детской практике в связи с высоким уровнем заболеваемости и смертности от данной патологии. 
Большое значение в развитии внебольничной пневмонии играет противоинфекционная защита, в 
первую очередь состояние врожденного иммунитета, в том числе клеточного и гуморального. Среди 
факторов врожденного иммунитета важную роль занимают цитокины, являющиеся важнейшими ме-
диаторами, которые контролируют и регулируют иммунные и воспалительные реакции через слож-
ные сети и служат биомаркерами многих заболеваний. Один цитокин может секретироваться раз-
личными клетками и обладать как провоспалительной, так и противовоспалительной активностью 
в зависимости от контекста, вызывая множественные иммунные ответы. Среди цитокинов значимая 
роль принадлежит интерферонам, которые являются одними из факторов врожденного иммунитета. 
В работе проведено определение уровня интерферонов III типа (IFN-λ2 (IL-28A) и IFN-λ3 (IL- 28B)) 
в сыворотке крови у 117 детей с внебольничной пневмонией в возрасте от 1 года до 18 лет с рентгено-
логически подтвержденным диагнозом внебольничной пневмонии, госпитализированные в отделе-
ния респираторных инфекций МБУЗ ДГКБ № 7 и МАУЗ ДГКБ № 8 в г. Челябинска. Все дети были 
представлены 3 возрастными группами согласно общепринятым критическим периодам развития 
иммунной системы: дети с 1 года до 3 лет, с 4 до 7 лет и с 8 до 18 лет. Группа сравнения была сфор-
мирована при плановой диспансеризации здоровых детей и составила 28 детей, не имеющих на мо-
мент обследования признаков острой респираторной вирусной инфекции и не состоящих на диспан-
серном учете по поводу хронической патологии. Целью данного исследования явилось определение 
концентрации интерферонов III типа в сыворотке крови у детей разного возраста с внебольничной 
пневмонией и оценка изменения показателей в зависимости от тяжести заболевания.

По результатам исследования было выявлено, что у детей с ВП концентрация интерферонов III 
типа, в частности IFNλ2 (IL-28A) и IFNλ3 (IL-28B), была достоверно выше в группе детей с тяже-
лой пневмонией. Выявлены существенные отличия в концентрации интерферонов III типа у детей в 
разных возрастных группах, что, возможно, связано с особенностью активации иммунной системы в 
разные возрастные периоды и незрелостью иммунной системы у детей.

Ключевые слова: внебольничная пневмония, дети, врожденный иммунитет, цитокины, интерфероны III типа, IFNλ
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TYPE III INTERFERONS IN COMMUNITY-ACQUIRED 
PNEUMONIA IN CHILDREN
Iziurova N.V., Savochkina A.Yu., Uzunova A.N., Nikushkina K.V.
South Ural Medical State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. The relevance of community-acquired pneumonia is due to its widespread prevalence in 
pediatric practice, due to high level of morbidity and mortality in this pathological condition. Anti-infectious 
protection is of great importance in prevention of community-acquired pneumonia, primarily, the state of 
innate immunity, including cellular and humoral immune response. Among the factors of innate immunity, 
cytokines play an important role, being the most important mediators that control and regulate immune and 
inflammatory responses via complex networks and serve as biomarkers of many diseases. A single cytokine may 
be secreted by different cells and exhibit both pro-inflammatory and anti-inflammatory activity, depending 
on its context, thus causing multiple immune responses. Among cytokines, interferons play a significant role, 
being among sufficient factors of innate immunity. The study determined the level of type III interferons 
(IFNλ2 (IL-28A) and IFNλ3 (IL-28B)) in blood serum of 117 children with community-acquired pneumonia 
aged 1 to 18 years with an X-ray confirmed diagnosis of community-acquired pneumonia, hospitalized at the 
Departments of Respiratory Infections at the Pediatric Clinical Hospitals No. 7 and 8 in Chelyabinsk. All 
children were represented by 3 age groups, according to the generally accepted critical periods of immune 
system maturation, i.e., 1 to 3 years old; 4 to 7, and 8 to 18 years old. The comparison group was recruited 
during routine medical examination of healthy children and consisted of 28 subjects who did not show any 
signs of acute respiratory viral infection at the time of examination, and had no detectable chronic diseases. 
The purpose of this study was to determine the concentration of type III interferons in blood serum of children 
with community-acquired pneumonia at different ages, and to assess changes in indices, depending on the 
severity of the disease. According to the results of the study, we have revealed that the serum concentrations of 
type III interferons, in particular, IFNλ2 (IL-28A) and IFNλ3 (IL-28B) among the children with community-
acquired pneumonia, were significantly higher in the subgroup of children with severe pneumonia. Significant 
differences in concentrations of type III interferons were shown for the children in different age groups, which 
may be due to peculiar features of immune system activation at different age periods and immaturity of immune 
system in children.

Keywords: community-acquired pneumonia, children, immunity, innate, cytokines, type III interferon, IFNλ

Введение
Внебольничная пневмония (ВП) у детей 

представляет собой весьма актуальную пробле-
му педиатрии в связи с высоким уровнем забо-
леваемости и смертности. До настоящего вре-
мени ВП считается одной из наиболее частых 
причин смерти детей в возрасте до 5 лет повсе-
местно [1, 3].

Внебольничная пневмония является инфек-
ционным заболеванием и в большинстве случа-
ев имеет вирусно-бактериальную природу [10]. 
Имеется большое количество исследований, по-
священных изучению влияния факторов иммун-
ной защиты, участвующих в патогенезе развития 
воспаления в легочной ткани. Одними из значи-

мых факторов врожденного иммунитета у детей 
являются интерфероны, участвующие наряду с 
другими цитокинами в защите от вирусной и бак-
териальной инфекции [5, 8]. 

Интерфероны – это широкий класс цитоки-
нов, которые вырабатываются в организме чело-
века при проникновении различных патогенов. 
Разделенные на три класса: тип I, тип II и тип 
III, все интерфероны имеют общую способность 
вызывать противовирусную активность, иниции-
руемую взаимодействием с их родственными ре-
цепторами [8].

В литературе имеются сведения о влиянии 
интерферонов I, II типа на клиническое течение 
и тяжесть состояния у детей с ВП [5,  7, 8]. В по-
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следние годы придается значение интерферонам 
III типа как факторам, влияющим на тяжесть те-
чения инфекционного процесса. Интерфероны 
типа III (IFNλ1, IFNλ2 и IFNλ3) производятся 
эпителиальными клетками дыхательных путей 
в ответ на вирусную инфекцию и играют роль в 
устранении вирусной инфекции и обеспечивает 
защиту дыхательных путей [4]. 

Однако исследований по изучению интер-
феронов III типа у детей разного возраста с ВП 
в доступной литературе недостаточно. Также от-
сутствуют работы, отражающие изменения пока-
зателей IFNλ2, IFNλ3 при ВП различной степени 
тяжести в детском возрасте. Учитывая роль ин-
терферонов в противомикробной защите, нами 
была определена концентрация IFNλ в сыворот-
ке крови у детей с внебольничной пневмонией 
различной степени тяжести.

Цель – определить концентрацию интерфе-
ронов III типа в сыворотке крови у детей разного 
возраста с внебольничной пневмонией и оценить 
изменения показателей в зависимости от тяжести 
заболевания.

Материалы и методы
Работа проведена на кафедре микробиоло-

гии, вирусологии, иммунологии, клинической 
лабораторной диагностики, кафедре пропедев-
тики детских болезней и педиатрии и в НИИ 
иммунологии ФГБОУ ВО «Южно-Уральского 
государственного медицинского университе-
та» Министерства здравоохранения Российской 
Федерации. В исследование вошли 117 детей 
в возрасте от 1 года до 18 лет с рентгенологиче-
ски подтвержденным диагнозом внебольничной 
пневмонии, госпитализированные в отделения 
респираторных инфекций МБУЗ ДГКБ № 7 и 
МАУЗ ДГКБ № 8 в г. Челябинска. Все дети были 
представлены 3 возрастными группами согласно 
общепринятым критическим периодам развития 
иммунной системы: дети с 1 года до 3 лет, с 4 до 7 
лет и с 8 до 18 лет [2]. 

Группа сравнения сформирована при плано-
вой диспансеризации здоровых детей и состави-
ла 28 детей, не имеющих на момент обследования 
признаков острой респираторной вирусной ин-
фекции и не состоящих на диспансерном учете 
по поводу хронической патологии. Все дети были 
сопоставимы по полу и возрасту. 

В ходе статистического анализа дети были раз-
делены на 2 клинические группы: дети с ВП нетя-

желой (88 детей) и дети с тяжелой ВП (29 детей). 
Для оценки тяжести пациентов с ВП использова-
ны критерии степени тяжести у детей с внеболь-
ничной пневмонией, представленные в клини-
ческих рекомендациях 2022 года, утвержденные 
Союзом педиатров России. Критериями тяже-
сти ВП считаются: дыхательная недостаточность 
II и более степени, центральный цианоз или  
SpO2 < 90%, системные опасные признаки, нали-
чие осложнений [1]. 

По данным нашего исследования среди детей 
с тяжелой пневмонией 86,2% имели признаки 
дыхательной недостаточности. Медиана насы-
щения периферических капилляров кислородом 
(SpO2) составила 92% (80-97%). Медиана про-
кальцитонина у детей с тяжелой ВП составила 
4,0 нг/мл (1,2-8), 16 детей (55,2%) имели СРБ 
≥ 40 мг/л и 6 детей (20,7%) имели СРБ ≥ 80 мг/л. 

Для определения уровня цитокинов IFNλ2 
(IL-28A) и IFNλ3 (IL-28B) в сыворотке крови 
использована тест система OmniKine™ ELISA 
Kit (Assay Biotechnology Company, Inc. Fremont, 
США). Исследование проводилось по методи-
кам, приложенным к тест-системам. Эти тест-
системы основаны на «сэндвич»-методе твер-
дофазного ИФА с применением пероксидазы в 
качестве индикаторного фермента. Учет резуль-
татов проводили на ИФА анализаторе. Результа-
ты выражались в пг/мл.

Обработка полученных результатов выполне-
на с помощью статистических программ в пакете 
IBM SPSS (v. 23). В ходе статистической обработ-
ки рассчитывали медианы и квартили, сравнение 
групп проводили с помощью критерия Краске-
ла–Уоллиса. Для апостериорных групп использо-
вали критерий Данна с поправкой Бонферрони. 
Статистически значимыми считали эффекты при 
р ≤ 0,05. 

Результаты и обсуждение
Результаты сравнительного анализа концен-

трации интерферонов в сыворотке крови у детей 
с ВП и в группе сравнения представлены в таб-
лице 1.

При сравнении показателей концентрации 
IFNλ2 (IL-28A) и IFNλ3 (IL-28B) выявлено, что 
показатели были достоверно увеличены незави-
симо от степени тяжести пневмонии (pА-В, С). При 
сравнении групп детей с нетяжелой и тяжелой 
пневмонией мы обнаружили, что концентрации 
IFNλ2 (IL-28A) и IFNλ3 (IL-28B) достоверно от-
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ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ (пг/мл) В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ДЕТЕЙ С ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ 
И В ГРУППЕ СРАВНЕНИЯ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CONCENTRATION OF CYTOKINES (pg/mL) IN THE BLOOD SERUM OF CHILDREN WITH COMMUNITY-ACQUIRED 
PNEUMONIA AND IN THE COMPARISON GROUP, Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокины (пг/мл)
Cytokines (pg/mL)

Группа сравнения (A)
Comparison group (A)

(n = 28)

Нетяжелая пневмония 
(B)

Non-Severe Pneumonia (B)
(n = 88)

Тяжелая пневмония (C)
Severe Pneumonia (C)

(n = 29)

IFN-λλ2 (IL-28A) 12,8
(6,7-379,9)

494,9
(5,4-8218,6)

(pА-B, С < 0,001)

1061,2
(4,05-3152,60)

(рВ-С = 0,012)

IFN-λλ3 (IL-28B) 13,6
(5,4-21,6)

20,4
(10,1-2090,5)

(рА-B, С < 0,001)

26,3
(3,9-70,7)

(рВ-С = 0,004)

Примечание. Жирным шрифтом выделены статистически значимые различия. рА-В, С – различия между исследуемыми 
показателями группы А и группы В, С; рB-C – различия между исследуемыми показателями группы B и группы C.

Note. Statistically significant differences are highlighted in bold. рА-В, С, differences between the studied indicators of group A from 
group B, С; рB-C, differences between the studied indicators of group B from group C.

ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ (пг/мл) В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ДЕТЕЙ С ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ 
И В ГРУППЕ СРАВНЕНИЯ В РАЗЛИЧНЫЕ ВОЗРАСТНЫЕ ПЕРИОДЫ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. CONCENTRATION OF CYTOKINES (pg/mL) IN THE BLOOD SERUM OF CHILDREN WITH COMMUNITY-ACQUIRED 
PNEUMONIA AND IN THE COMPARISON GROUP AT DIFFERENT AGE PERIODS, Me (Q0.25-Q0.75)

Возрастная 
группа, 

лет
Age of children, 

years

Группа сравнения
(А)

Comparison group (A)
(n = 6, 9, 13)

Нетяжелая пневмония (В)
Non-Severe Pneumonia (B)

(n = 29, 21, 38)

Тяжелая пневмония (С)
Severe Pneumonia (C)

(n = 12, 10, 7)

IFN-λλ2 (IL-28A)

1-3 12,8
(6,7-12,8)

506,7
(14,1-1506,7)
(pА-B, С < 0,001)

1025,1
(24,3-3152,6)

4-7 9,797 
(6,70-12,73)

473,03
(12,8-8218,6)
(pА-B, С < 0,001)

1061,2
(240,9-2572,5)

8-18 379,9
(6,7-379,9)

463,6
(5,4-4550,6)

(pА-B, С < 0,001)

2332,06
(148,3-2637,4)

(рВ-С = 0,042)

IFN-λλ3 (IL-28B)

1-3 5,4
(5,4-15,4)

22,8
(10,1-2090,5)
(pА-B, С < 0,001)

25,6
(15,8-36,9)

4-7 5,4
(5,4-15,4)

22,2
(12,3-410,9)
(pА-B, С < 0,001)

29,1
(22,8-53,7)
(рВ-С = 0,024)

8-18 21,6
(5,4-21,6)

19,5
(13,4-1722,6)

22,07
(5,4-70,7)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for table 1.
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личаются (pВ-С), что может отражать тяжесть те-
чения инфекционного процесса и согласуется с 
другими исследованиями при пневмонии [7].

Далее был проведен анализ между показате-
лями концентрации цитокинов у детей с ВП и в 
группе сравнения в различные возрастные пери-
оды (табл. 2).

В возрастной группе детей с 1 года до 3 лет и 
с 4 до 7 лет с ВП независимо от степени тяжести 
концентрация IFNλ2 (IL-28A) и IFNλ3 (IL-28B) 
имели гораздо более высокие показатели, тогда 
как у детей старшего возраста с 8 до 18 лет из-
менялась концентрация IFNλ2 (IL-28A) (pА-В, С). 
При рассмотрении показателей концентрации 
интерферонов в зависимости от тяжести заболе-
вания было установлено, что достоверные разли-
чия имеются в группе детей с 4 до 7 лет по IFNλ3 
и в группе детей с 8 до 18 лет по показателю IFNλ2 
(IL-28A) (pВ-С). 

Проблемами в интерпретации концентра-
ций интерферонов у детей являются отсутствие 
установленных нормальных диапазонов и огра-
ниченные знания о возрастных различиях. По 
данным некоторых исследований, имеются су-
щественные отличия в концентрации цитокинов 
в плазме крови детей раннего возраста и старшей 
возрастной группы, что может быть связано с 
особенностью активации иммунной системы в 
разные возрастные периоды и незрелостью им-
мунной системы у детей раннего возраста [6].

В литературе имеются сведения, что IFNλ 
ограничивает распространение вируса внутри 
организма и является мощным регулятором 
адаптивных иммунных реакций, которые иници-
ируются в тканях слизистой оболочки. IFNλ, по-
видимому, играет такую же важную роль в защите 
от патогенов, как и интерфероны I и II типа, и 
функционирует избирательно на поверхности 
слизистых оболочек дыхательных путей. В этих 
местах IFNλ обеспечивает врожденный иммуни-
тет и регулирует активность адаптивного звена 
иммунной системы [9].

Выводы
Таким образом, по результатам нашего ис-

следования выявлено, что концентрация в сыво-
ротке крови интерферонов III типа, в частности, 
IFNλ2 (IL-28A) и IFNλ3 (IL-28B), увеличивает-
ся при внебольничной пневмонии у детей более 
выраженно при тяжелой форме данной патоло-
гии. Существенное нарастание концентрации 
интерферонов III типа зависит от возраста па-
циентов. Отмечено отсутствие увеличения кон-
центрации IFNλ2 (IL-28A) и IFNλ3 (IL-28B) в 
сыворотке крови у детей в возрастной группе с 
1 года до 3 лет, что, по-видимому, связано с не-
зрелостью иммунной системы у детей раннего 
возраста по сравнению с детьми из старшей воз-
растной группы.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ОСНОВНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
ГУМОРАЛЬНОГО ИММУННОГО ОТВЕТА ЛИЦ, 
ПЕРЕНЕСШИХ COVID-19 И ВАКЦИНИРОВАННЫХ  
ПРОТИВ НЕГО
Каримов И.Ф., Корнеев А.Г., Борисов С.Д., Носырева С.Ю., 
Ушакова А.А., Панькова А.А., Паньков А.С.
ФГБОУ ВО «Оренбургский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Оренбург, Россия

Резюме. Формирование специфического гуморального иммунитета к SARS-CoV-2 обусловлено 
образованием нейтрализующих IgG, способных в первую очередь блокировать рецептор-связываю-
щий домен S-белка вируса. К тому же важную роль играет длительность сохранения постинфекци-
онного иммунитета, а также авидность циркулирующих антител. Целью данной работы стала оценка 
количества антител к S-белку SARS-CoV-2, их авидности и нейтрализующей активности в исследуе-
мой выборке переболевших и вакцинированных серопозитивных лиц. 

Была изучена выборка из 113 лиц, сформировавшие три экспериментальные группы: переболев-
шие, вакцинированные, переболевшие и вакцинированные. Сыворотка крови респондентов была 
изучена на наличие специфических IgG к SARS-CoV-2 с определением их количества (в BAU/мл) с 
использованием наборов АО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск, Россия). Индекс авидности определяли 
с помощью набора производства «МедипалТех» (г. Дубна, Россия). Оценку нейтрализующей способ-
ности антител проводили иммуноферментным методом с помощью набора производства «Медипал-
Тех» (г. Дубна, Россия), результатом которого является процент нейтрализованных S-белков, спец-
ифичных к RBD. 

Средние значения количества IgG в группах «переболевшие» и «вакцинированные» не проде-
монстрировали значимых отличий, однако оба показателя были достоверно ниже, чем аналогичный 
показатель группы «переболевшие и вакцинированные». Наблюдалась цикличность изменения ко-
личества антител, при этом наиболее интенсивное падение уровня иммуноглобулинов было зареги-
стрировано за первые четыре месяца после болезни или вакцинации. При изначально равных уров-
нях показателей в обеих группах, темпы снижения этого показателя в группе «вакцинированные» 
значительно выше, чем в группе «переболевшие», что позволяет сделать вывод о снижении количе-
ства специфических антител в этой группе до нулевых величин уже к 10-му месяцу. В группе «пере-
болевшие и вакцинированные» показатель IgG оставался неизменный за весь срок сбора анамнеза. 
Индекс авидности антител у вакцинированных лиц был выше, чем у переболевших лиц, при этом в 
обеих группах данный показатель характеризовался стабильным ростом в рассматриваемом времен-
ном интервале от 7 до 11 месяцев. Отмечены наиболее высокие показатели уровня антител и индекса 
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их авидности в группе переболевших и вакцинированных лиц, что определяется наиболее полной 
активацией иммунной системы. Выявлена прямолинейная тенденция динамики снижения показате-
ля нейтрализующей активности за рассматриваемый временной промежуток. Общая картина полу-
ченных результатов свидетельствует о том, что нейтрализующая активность антител в большей сте-
пени определяется количеством специфичных к SARS-CoV-2 иммуноглобулинов. Таким образом, 
выявлена динамика изменения уровня антител к SARS-CoV-2 в различных группах обследуемых лиц, 
установлена прямая взаимосвязь между нейтрализующей активностью и количеством иммуноглобу-
линов, а также роль вакцинации в повышении авидности антител.

Ключевые слова: коронавирусная инфекция, гуморальный ответ, антитела, авидность, нейтрализующая активность, 
вакцина, SARS-CoV-2, COVID-19

HUMORAL IMMUNITY IN RECONVALESCENTS AND PERSONS 
VACCINATED AGAINST COVID-19: A COMPARATIVE 
ASSESSMENT OF THE MAIN INDICES OF THE HUMORAL 
IMMUNE RESPONSE
Karimov I.F., Korneev A.G., Borisov S.D., Nosyreva S.Yu., 
Ushakova A.A., Pankova A.A., Pankov A.S.
Orenburg State Medical University, Orenburg, Russian Federation

Abstract. Specific humoral immunity to SARS-CoV-2 develops due to the formation of neutralizing IgG, 
which can primarily block the receptor-binding domain of the viral S-protein. The duration of post-infection 
immunity, as well as avidity of circulating antibodies, play an important role in this process. The aim of this 
work was to evaluate the amounts of antibodies to SARS-CoV 2 S-protein, their avidity and neutralizing activity 
in the studied samples of the post-COVID patients versus vaccinated seropositive individuals. Materials and 
methods. A sample of 113 individuals was studied, which consisted of three experimental groups, i.e.: recovered, 
vaccinated, as well as recovered and vaccinated persons. Blood serum specimens of the individuals were studied 
for specific IgG to SARS-CoV-2, along with determination of their quantities (BAU/mL) using Vector-
Best kits (Novosibirsk, Russia). The avidity index was determined using a kit manufactured by MedipalTech 
(Dubna, Russia). Neutralizing ability of the antibodies was assayed by means of ELISA with diagnostic kits 
from MedipalTech (Dubna, Russia), which resulted into percentage of neutralized S-proteins to RBD. Results. 
The average levels of IgG did not show significant differences between reconvalescents and vaccinated persons. 
However, both indicators were significantly lower than those from the groups who recovered from the disease 
and were vaccinated. A cyclic change in the numbers of antibodies was observed, along with most intensive drop 
in the level of immunoglobulins over first four months after the illness or vaccination. Despite initially similar 
levels of immune parameters in both groups, the decline of this index in “vaccinated” group was significantly 
higher than in the “recovered” group, thus allowing us to conclude that the amounts of specific antibodies in this 
group was shown to be decreased to zero levels as soon as by the 10th month. IgG index among the «recovered 
and vaccinated» groups remained unchanged for the entire anamnestic period. Avidity index of the antibodies 
in vaccinated individuals was higher than in recovered individuals. Meanwhile, this index in both groups was 
characterized by stable increase over the observation period of 7 to 11 months. The highest levels of antibodies 
and their avidity were noted in the group of recovered and vaccinated individuals, due to the most complete 
activation of the immune system. A straight-line trend was revealed for the decreasing index of neutralizing 
activity during the considered time period. The overall pattern of thee results shows that the neutralizing 
activity of antibodies is largely determined by the amounts of SARS-CoV-2-specific immunoglobulins. Thus, 
the time dynamics of antibodies to SARS-CoV-2 in various groups of examined individuals was revealed. Direct 
correlation was established between the neutralizing activity and amounts of immunoglobulins, as well as the 
role of vaccination for increased avidity of antibodies.

Keywords: coronavirus infection, humoral immunity, antibodies, avidity, neutralizing activity, vaccine, SARS-CoV-2, COVID-19
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Введение
Распространение новой коронавирусной ин-

фекции (COVID-19) в мире потребовало зна-
чительных усилий по созданию и развитию 
диагностических систем. При этом наиболее 
распространенными методами исследования 
данного заболевания в рутинной лабораторной 
практике остаются ПЦР-исследование в режиме 
реального времени и оценка гуморального зве-
на иммунитета [1, 6]. Согласно отчету ВОЗ от 29 
марта 2022 года, было обнаружено пять подтипов 
вируса SARS-CoV-2, характеризующихся изме-
нениями в структуре рецептор-связывающего 
домена (receptor-binding domain, RBD), повы-
шающих сродство к ангиотензинпревращающе-
му ферменту 2 (angiotensin-converting enzyme 2, 
ACE2) (КФ:3.4.17.23): альфа (B.1.1.7), бета 
(B.1.351), гамма (P.1), дельта (B.1.167.2), омикрон 
(B.1.1529), а также восемь подтипов с усиленной 
вирулентностью или трансмиссивностью, умень-
шенной чувствительностью к нейтрализующим 
антителам и иными свойствами [4].

В ответ на поступление вируса в организм, 
иммунная система отвечает выработкой антител 
к различным антигенам и эпитопам SARS-CoV-2, 
включая нуклеокапсидный (N) белок, белки обо-
лочки (E) и мембраны (M), а также шиповид-
ный (S) белок (в том числе рецептор-связыва-
ющий домен, RBD) [15]. Последний считается 
ключевой мишенью для нейтрализации вируса, 
в связи с чем многие тест-системы оценивают 
уровень антител к рецептор-связывающему 
домену [12]. Картина продукции антител при 
COVID-19 характеризуется практически в 
одновременном образовании IgM и IgG на 5-10 
день заболевания [14]. Длительность постин-
фекционного иммунитета по разным оценкам 
варьирует от 6 до 8 месяцев [5]. Формирование 
искусственного иммунитета к SARS-CoV-2 ока-
залось возможным с использованием инактиви-
рованных цельновирионных, векторных, субъ-
единичных, РНК-вакцин и других типов [9]. 
Оценка количества IgG, специфичных к S-белку 
коронавируса, свидетельствует о формировании 
специфического гуморального поствакциналь-
ного иммунитета [7]. 

Одними из ключевых критериев эффективно-
сти работы иммуноглобулинов против вирусных 
частиц являются показатели авидности и нейтра-
лизующей активности. В случае с SARS-CoV-2, 
они отражают способность антител надежно 
связываться с рецептор-связывающим доменом 
S-белка и блокировать проникновение вируса в 
клетку [2]. Было показано, что даже при наличии 
высокого уровня анти-RBD антител возможно 
развитие тяжелых поражений организма, вплоть 
до летального исхода [13], однако при этом сто-

ит учитывать роль сопутствующих заболеваний 
и внешних факторов. Авидность повышается в 
первые двадцать дней после контакта с возбу-
дителем, а высокий уровень данного показателя 
коррелирует с выраженной нейтрализующей ак-
тивностью антител, однако для диапазона сред-
них значений подобная зависимость не столь 
очевидна [3]. 

Целью данной работы стала оценка количества 
антител к S-белку SARS-CoV2, их авидности и 
нейтрализующей активности в исследуемой вы-
борке переболевших и вакцинированных серопо-
зитивных лиц.

Материалы и методы
Материалом для исследования являлась сы-

воротка крови от 113 лиц, сформировавших три 
группы: I группа – «переболевшие» (n = 52), 
II группа – «вакцинированные» (n = 28), III 
группа – «переболевшие и вакцинированные» 
(n = 33). Последнюю группу составили лица, на 
момент вакцинации уже имеющие в анамнезе 
перенесенное заболевание (COVID-19), а срок 
наблюдения в этой группе исчислялся с момента 
перенесенного заболевания. 

Все три группы составили лица мужского и 
женского пола. Средний возраст исследуемо-
го контингента – 45,7±2,0 лет (от 18 до 79 лет). 
Значимых различий в оценке среднего возрас-
та между группами выявлено не было (р > 0,05). 
Все лица имели в анамнезе либо заболевание 
(COVID-19), либо профилактическую двухком-
понентную вакцину «Спутник V». Давность этих 
событий колебалась от 1 до 11 месяцев. Исследо-
вание проводилось в октябре 2021 года.

Формирование выборки серопозитивных лиц 
осуществляли путем оценки количества спец-
ифических IgG к SARS-CoV-2 иммунофермент-
ным методом с помощью набора «Вектор-Бест» 
(г. Новосибирск, Россия) по инструкции произ-
водителя с использованием термостатируемо-
го шейкера-инкубатора PST-60HL-4 (BioSan, 
Латвия), промывателя планшетов HydroFlex 
(Tecan, Австрия) и фотометра Infinite 50 (Tecan, 
Австрия). Результат исследования выражался в 
BAU/мл (binding antibody units). Определение ин-
декса авидности антител осуществляли иммуно-
ферментным методом с использованием набора 
производства «МедипалТех» (г. Дубна, Россия), 
рассчитываемый как соотношение оптических 
плотностей в лунках с добавлением дестабили-
зирующего агента и без него. Оценку нейтра-
лизующей способности антител проводили им-
муноферментным методом с помощью набора 
производства «МедипалТех» (г. Дубна, Россия), 
результатом которого является процент нейтра-
лизованных S-белков, специфичных к RBD.
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Для оцениваемых показателей рассчитыва-
лись средние арифметические значения и ошиб-
ка (M±m). Достоверность различия показате-
лей (ДРП) проводилась с помощью t-критерия 
Стъюдента. Проводился регрессионный анализ 
(у = bx + a), а также рассчитывался темп приро-
ста тенденции (Тпр, %) с последующей оценкой 
ее достоверности.

Результаты и обсуждение
На первом этапе сравнительная оценка пока-

зателей проводилась за срок 7 месяцев, посколь-
ку в сравниваемых группах максимальная дав-
ность перенесенного заболевания составила 11 
месяцев, а вакцинации – семь месяцев. 

Средние значения количества IgG в группах 
«переболевшие» и «вакцинированные» не про-
демонстрировали значимых отличий, однако оба 
показателя были достоверно ниже, чем анало-
гичный показатель группы «переболевшие и вак-
цинированные». Во всех трех группах в течение 
первого месяца показатель определялся пример-
но на одном уровне (p > 0,05 во всех парах срав-
нения), но по исходу седьмого месяца показатели 
I и II групп были значительно ниже (p < 0,05 во 
всех парах сравнения) показателей группы «пере-
болевшие и вакцинированные». 

Распределение значений IgG за изучае-
мый срок (7 месяцев) в группе «переболев-
шие» было неравномерным и колебалось от 
303,2±36,2 BAU/ мл до 120,1±14,5 BAU/мл 
(рис. 1). Интересно, что в первые четыре меся-
ца отмечалось 2,5-кратное снижение показате-
ля, соизмеримое с минимальными значениями 
7-го месяца – 120,9±21,1 BAU/мл (Тпр = -17,9%; 
t = 4,35; р < 0,05), но с последующим подъе-
мом и пиком на 6 месяце (216,5±28,8 BAU/мл; 
р > 0,05). За семь месяцев в целом отмечалась до-
стоверная тенденция к снижению уровня антител 
(Тпр = -7,1%; t = 2,88; р < 0,05).

За максимальный наблюдаемый срок (11 ме-
сяцев) в этой группе также наблюдалось неравно-
мерность динамики показателя, которая характе-
ризовалась строгой цикличностью – 2 полных 
цикла с периодичностью в 5,5 мес. Интересно, что 
минимальные показатели в нисходящей фазе ци-
клов колебались в пределах 120,1-126,5 BAU/ мл 
и не составили достоверных различий между со-
бой (p > 0,05), при том, что пиковые значения 
восходящей фазы за весь срок наблюдения сни-
жались соответственно определенной линейной 
регрессии (Тпр = -4,4%; р < 0,05).

Распределение уровня IgG за изучаемый срок 
(7 месяцев) среди вакцинированных было так 
же неравномерным, как и в группе переболев-
ших, и колебалось от 306,9 ± 23,2 BAU/мл (1-й 
месяц после вакцинации) до 78,2±52,4 BAU/мл 

(7-й месяц). Интересно, что в этой группе рез-
кое снижение количества специфичных анти-
тел отмечалось не в первые четыре месяца, как 
в группе переболевших, а в первые три месяца. 
Поскольку период «спада» антител в этой груп-
пе оказался короче, то нами не было обнаружено 
достоверных различий между показателями 1-го 
и 3-го месяца (t = 1,70; p > 0,05). Однако темп 
прироста тенденции составил значение соизме-
римое с темпом прироста среди вакцинирован-
ных (Тпр = -15,7%). Последующий наблюдае-
мый подъем 4-го и 5-го месяца также колебался 
в пределах доверительных интервалов сравнива-
емых показателей (р > 0,05). При этом за 7 меся-
цев в целом отмечалась достоверная тенденция 
к снижению концентрации иммуноглобулинов 
(Тпр = -9,4%; t = 4,44; р < 0,05).

Уровень антител за 7 месяцев в группе «пе-
реболевшие и вакцинированные» (n = 33) не 
имел достоверных отличий между ежемесяч-
ными показателями (табл. 1; p > 0,05) при сред-
нем 318,2±8,2 BAU/мл (Тпр = -3,3%; p > 0,05; 
y = -0,1056x + 318,6). 

С учетом того, что случаи болезни выявля-
лись значительно раньше, чем была разрабо-
тана вакцина, расхождения в сроках регистри-
руемых событий (факт болезни для группы 
«переболевшие» и вакцинация для «вакциниро-
ванные») выглядят закономерно. Имеющиеся 
данные за 11 месяцев для группы «переболев-
шие» (y = -10,848x + 244,04; Тпр = -4,4; р < 0,05) 
и данные, рассчитанные на основе прямолиней-
ной тенденции для группы «вакцинированные» 
(y  =  -32,565x + 344,66; см. выше), позволили сде-
лать предположение о возможном снижении 
количества IgG в группе «вакцинированные» до 
значений близких к нулевым на исходе 10-го ме-
сяца с момента вакцинации, при том, что уровень 
антител в группе «переболевшие» к 11 месяцу по 
нашим данным сократился лишь на 46,5%. 

Таким образом, динамика IgG в обеих груп-
пах демонстрирует волнообразные колебания с 
общей тенденцией к достоверному снижению. 
Подобная характеристика является вполне ти-
пичной с пиком концентрации антител в первый 
месяц после контакта и последующим четырех-
кратным снижением в течение полугода, при-
чем зависимость от половой принадлежности 
не просматривается [11]. При изначально рав-
ных уровнях показателей в обеих группах, темпы 
снижения этого показателя в группе «вакцини-
рованные» значительно выше, чем в группе «пе-
реболевшие», что позволяет сделать вывод о сни-
жении количества специфических антител в этой 
группе до нулевых величин уже к 10-му месяцу. 
В группе «переболевшие и вакцинированные» 
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Рисунок 1. Зависимость уровня IgG к SARS-CoV-2 от срока давности перенесенного заболевания 
Примечание. Группа «переболевшие» – серые столбцы, группа «вакцинированные» – белые столбцы.
Figure 1. Dependence of the level of IgG to SARS-CoV-2 on the duration of the disease 
Note. Group “recovered”, gray bars; group “vaccinated”, white bars.
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ТАБЛИЦА 1. НЕЙТРАЛИЗУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ IgG (%) В ОБСЛЕДОВАННЫХ ГРУППАХ

TABLE 1. NEUTRALIZING IgG ACTIVITY (%) IN STUDIED GROUPS

Группы
Groups

Переболевшие (1)
Recovered (1)

Вакцинированные (2)
Vaccinated (2)

Переболевшие 
и вакцинированные (3)

Recovered and vaccinated (3)
Среднее
Average 54,3±5,0 61,1±7,0 96,1±4,0* **

1-й месяц
1st month 85,4±6,0 87,8±4,1 96,3±4,4

7-й месяц
7th month 36,6±9,4 29,7±6,3 95,9±5,2* **

Максимум
Maximum

85,4±6,0 
(1-й месяц)
(1st month)

87,8±4,1 
(1-й месяц)
(1st month)

98,8±5,4*
(2-й месяц)
(2nd month)

Примечание. * – наличие достоверных отличий между (p < 0,05) 1-й и 3-й группами; ** – наличие достоверных отличий 
между (p < 0,05) 2-й и 3-й группами.

Note. *, there are significant differences between (p < 0.05) 1st and 3rd group; **, there are significant differences between (p < 0.05) 
2nd and 3rd group.

показатель IgG оставался неизменный за весь 
срок сбора анамнеза.

Оценка авидности в изучаемых группах перво-
начально проводилась также за 7 месяцев. Сред-
ние значения индекса авидности во всех трех 
группах составили достоверные различия в пар-
ных сравнениях между собой, при этом наивыс-

ший показатель (0,95±0,03) был отмечен в группе 
«переболевшие и вакцинированные», а наимень-
ший (0,72±0,02) – в группе «вакцинированные». 
Показатели авидности в группах «переболев-
шие» и «вакцинированные» не обнаружили раз-
личий, однако были достоверно ниже авидности 
IgG группы «переболевшие и вакцинированные» 
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(р < 0,05). Поскольку максимальные показатели 
авидности во всех трех группах пришлись на раз-
ные месяцы, более подробное описание соотно-
шения искомых показателей будет описано ниже 
в динамике.

Распределение показателя авидности в груп-
пе «переболевших» характеризовалось выражен-
ной цикличностью. Выявленная прямолинейная 
тенденция динамики показателя за 7 месяцев 
(у = -0,0071х + 0,749) не показала достоверных 
изменений (p > 0,05), однако за более длитель-
ный срок наблюдения (11 месяцев) определя-
лась достоверная тенденция к росту (Тпр = 2,0%; 
р < 0,05). За этот же срок выявлялись 3 полных 
цикла с периодичностью в 3-4 месяца. Интерес-
но, что начальный период (1-4-й месяцы) харак-
теризовался видимым снижением показателя до 
минимальных значений (0,64±0,01) с последую-
щим волнообразным нарастанием показателя с 
максимальным значением в 11 месяце (0,69±0,2).

В группе «вакцинированные» начальный пе-
риод (1-2-й месяцы) отличался резким нарас-
танием величины индекса авидности с после-
дующим резким снижением до минимального 
уровня, приходящимся на 3-й месяц. Дальней-
шее волнообразное нарастание авидности до-
стигало максимальных значений на 6-м месяце 
(Тпр = 1,8%; p < 0,05).

За 7 месяцев значения индекса авидности 
антител в группе «переболевшие и вакциниро-
ванные» не нашли достоверных отличий между 
(p > 0,05) при среднем 0,95±0,03 (Тпр = 0,8%; 
p > 0,05; y = 0,0079x + 0,9353). 

Имеющиеся данные по авидности антител за 
11 месяцев для группы «переболевшие» и про-
гностические данные, рассчитанные на основе 
прямолинейных тенденций для двух других групп 
позволили выявить однонаправленное увеличе-
ние показателей с взаимными коэффициентами 
корреляций в пределах 0,91-0,96 (p < 0,05).

Таким образом, нами отмечен более высокий 
уровень антител у пациентов после вакцинирова-
ния по сравнению с переболевшими лицами. В то 
же время, темпы элиминации специфических ан-
тител также выше у группы вакцинированных ре-
спондентов, вероятно, являющиеся следствием 
особенностей используемых аденовирусных век-
торов и переносимой ими информации о рецеп-
тор-связывающем фрагменте S-белка. С другой 
стороны, индекс авидности антител у вакциниро-
ванных лиц был выше, чем у переболевших лиц, 
при этом в обеих группах данный показатель ха-
рактеризовался стабильным ростом в рассматри-
ваемом временном интервале от 7 до 11 месяцев. 
Показатель авидности имеет большее значение 
на ранних сроках перенесенного заболевания (15-
30 дней) [13], но его различия у переболевших и 
привитых лиц свидетельствует об эффективности 

работы вакцины как инструмента направленного 
отбора специфичных к RBD клонов лимфоцитов. 
Интересным является наблюдение в группе пере-
болевших и вакцинированных лиц, для которых 
показатели уровня антител и индекса их авидно-
сти были наиболее высокими, что определяется 
наиболее полной активацией иммунной системы 
комплексом различных антигенов, присущих ви-
русу SARS-CoV-2.

Распределение нейтрализующей активности в 
группе «переболевших» так же характеризовалось 
выраженной цикличностью (табл. 1). Выявлена 
прямолинейная тенденция динамики снижения 
показателя за семь и за одиннадцать месяцев (5,6 
и 2,1% соответственно). За этот же срок выявля-
лись более двух полных циклов с периодичностью 
в 4-5 месяцев. Начальный период так же, как и 
количество антител, характеризовался достовер-
ным снижением показателя до минимальных 
значений (23,9±0,2) с последующим волнообраз-
ным нарастанием показателя с максимальным 
значением на 6-м и 10-м месяце (67,6-68,2), по-
скольку данные показатели имеют прямую зави-
симость друг с другом (r = 0,92, р < 0,05), что было 
показано также и в других работах [10].

Распределение нейтрализующей активности 
антител за 7 месяцев среди вакцинированных 
было так же неравномерным, как и в группе пе-
реболевших, и колебалось от 87,8±4,1 (1-й месяц 
после вакцинации) до 25,0±8,9 (на шестой ме-
сяц). Отрицательный темп прироста тенденции 
составил значение -9,8% (t = 7,81; р < 0,05). Ам-
плитуда нейтрализующей активности антител в 
динамике за 7 месяцев в последней группе была 
не так выражена, как в двух предыдущих, и не со-
ставила достоверной тенденции к снижению.

Таким образом, общая картина полученных 
результатов свидетельствует о том, что нейтра-
лизующая активность антител в большей степе-
ни определяется количеством специфичных к 
SARS-CoV-2 иммуноглобулинов. При этом стоит 
отметить, что для нейтрализации не менее 90% 
рецептор-связывающих доменов S-белка необ-
ходимо присутствие в крови количества антител 
в среднем 327,2±6,5 BAU/мл. Тем не менее еди-
ничные случаи свидетельствуют о том, что нали-
чие высокого уровня антител не всегда определя-
ет нейтрализующую активность и наоборот, что 
требует мониторинга данных показателей среди 
доноров плазмы [8].

Заключение 
Проведенная оценка взаимосвязи количества 

антител к S-белку SARS-CoV-2 с их авидностью 
и нейтрализующей активностью среди серопо-
зитивных переболевших или вакцинированных 
лиц показала, что имеются качественные и ко-
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личественные различия данных показателей в 
рассмотренных группах. Уровень антител во этих 
группах со временем снижается, и, несмотря на 
некоторую флуктуацию концентрации иммуно-
глобулинов, за семь месяцев достигает уровня, 
при котором их нейтрализующая активность 
оказывается недостаточно низкой для формиро-
вания протекторного иммунитета. Тем не менее 
группа переболевших и затем вакцинированных 
лиц демонстрирует более стойкий иммунитет, 
сохраняющийся продолжительное время, сыво-
ротка которых способна более чем на 95% ней-
трализовать RBD спустя шесть месяцев. С другой 
стороны, авидность антител за рассматриваемый 
временной интервал у переболевших лиц сни-
жается незначительно, а в группе получивших 

вакцину даже несколько увеличивается, что 
свидетельствует о селекции более специфичных 
лимфоцитов. Стоит отметить, что в группе вак-
цинированных в первый месяц после введения 
второго компонента вакцины уровень антител в 
среднем выше, чем у переболевших лиц, однако 
остаточный уровень спустя полгода оказывается 
более низким в сравнении с этой же группой. 

Таким образом, выявлена динамика измене-
ния уровня антител к SARS-CoV-2 в различных 
группах обследуемых лиц, установлена прямая 
взаимосвязь между нейтрализующей активно-
стью и количеством иммуноглобулинов, а также 
роль вакцинации в повышении авидности анти-
тел.
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ЭКСПРЕССИЯ РЕГУЛЯТОРОВ ХЕМОТАКСИСА В ТКАНЯХ 
ЭКССУДАТИВНЫХ ПОРАЖЕНИЙ ПРОСТРАНСТВА РЕЙНКЕ
Ковалев М.А.1, Давыдова Е.В.2
1 Филиал № 3 ФГБУ «3 Центральный военный клинический госпиталь имени А.А. Вишневского», г. Одинцово, 
Московская обл., Россия  
2 ГБУЗ «Челябинская областная клиническая больница», г. Челябинск, Россия

Резюме. Экссудативные опухолеподобные новообразования пространства Рейнке голосовых скла-
док достаточно широко распространены в популяции, чаще среди представителей вокальных про-
фессий: актеров, певцов, преподавателей, дикторов и представляют собой серьезную медико-соци-
альную проблему. В патогенезе новообразований ключевую роль играет хроническая фонотравма, 
интоксикация при табакокурении на фоне практически полного отсутствия лимфатического дренажа 
в пространстве Рейнке. Важное значение в морфогенезе патологии придается клеточным факторам 
тканевого и иммунного гомеостаза. Включение реакций иммунного реагирования, направленное на 
сохранение тканевого гомеостаза сопровождается усилением продукции не только провоспалитель-
ных цитокинов, но и регуляторов хемотаксиса, факторов роста. Цель работы – изучение уровня хе-
мокинов MIP-1a, MIP-1β, MIP-3a, фракталкина, IL-8, I-TAС в тканях экссудативных поражений 
пространства Рейнке (ЭППР).

Материалом для исследования послужили 40 образцов тканей экссудативных поражений про-
странства Рейнке, в частности полипов голосовых складок, голосовых узелков и новообразований в 
виде отека Рейнке. Забор материала осуществлялся интраоперационно при удалении новообразова-
ния с помощью фибробронхоскопа Olympus TYPE 150 (Германия) с применением интегрированного 
СО2 лазера Lumenis Acu Pulse (Израиль). Содержание хемокинов определяли в супернатанте гомо-
гентата. тканей при помощи мультиплексного анализа на иммуноанализаторе MAGPIX-100 (Bio-
Rad, США). Статистическая обработка проводилась с помощью пакета программ Statistica 10.0 for 
Windows, результаты представлены в Ме (Q0,25-Q0,75). 

Хроническая фонотравма, воздействие токсических факторов, приводит к повышению прони-
цаемости сосудистого эндотелия, тканевому отеку и активации клеток, участвующих в тканевом и 
иммунном гомеостазе, таких как фибробласты, моноциты, эндотелиоциты. Изучение экспрессии хе-
мокинов в тканях различных экссудативных поражений пространства Рейнке позволило установить 
следующие особенности: в тканях «плотных» новообразований показано преобладание содержания 
СХС – хемокинов, продуцируемых преимущественно фибробластами, что отражает участие послед-
них в генезе данной патологии, а в тканях «мягких» новообразований, содержащих большую долю 
жидкостного компонента, зафиксировано повышение концентрации СС – хемокинов и фракталки-
на, продуцируемых преимущественно макрофагами и эндотелиоцитами, что может отражать преоб-
ладающее значение данных клеток в формировании миксоидных полипов и отека Рейнке. 

Ключевые слова: экссудативные поражения пространства Рейнке, хемокины, фибробласты
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EXPRESSION OF CHEMOTAXIS IN REGULATORS OF TISSUES 
OF EXUDATIVE LESIONS OF REINKE’S SPACE
Kovalev M.A.a, Davydova E.V.b
a A. Vishnevsky Central Military Clinical Hospital (Branch 3), Odintsovo, Moscow Region, Russian Federation  
b Chelyabinsk Regional Clinical Hospital, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Exudative tumor-like neoplasms of the Reinke space in vocal folds are widespread in the 
population, more often among representatives of vocal professions, e.g., actors, singers, teachers, lecturers 
and represent a serious medical and social problem. In pathogenesis of such neoplasms, a key role is given to 
chronic phonotrauma, intoxication during smoking against the background of the nearly complete absence 
of lymphatic drainage in the Reinke space. Cellular factors of tissue and immune homeostasis are of great 
importance in morphogenesis of this disorder. Switching of immune responses aimed at maintaining tissue 
homeostasis is accompanied by increased production of pro-inflammatory cytokines, as well as chemotaxis 
regulators and growth factors. The aim of our work was to study the levels of chemokines (MIP-1a, MIP-1β, 
MIP-3a, fractalkine, IL-8, I-TAC) in the tissues of exudative lesions from the Reinke’s space (EPPR). 

Forty tissue samples of exudative lesions from Reinke’s space, in particular, vocal fold polyps, vocal nodules 
and neoplasms presenting as Reinke’s edema were taken as biological material for the study. The samples were 
taken intraoperatively when the neoplasm was removed, using an Olympus TYPE 150 fiber bronchoscope 
(Germany) using an integrated Lumenis Acu Pulse CO2 laser (Israel). The content of chemokines was 
determined in the supernatants of the tissues homogenates, using multiplex analysis with MAGPIX-100 
immunoanalyzer (Bio-Rad, USA). Statistical processing was carried out using Statistica 10.0 for Windows 
software package. The results are presented as medians (Q0.25-Q0.75). 

Chronic phonotrauma and/or exposure to toxic factors leads to increased permeability of the vascular 
endothelium, tissue edema and activation of cells involved in tissue and immune homeostasis, e.g., fibroblasts, 
monocytes, endotheliocytes. The study of the chemokine expression in the tissues of various exudative lesions 
of Reinke’s space enabled us to reveal the following features: (1) predominance of the CXC-chemokine content 
produced mainly by fibroblasts in “dense” neoplastic tissues, thus reflecting participation of the latter in the 
genesis of this pathology. (2) In the tissues of “soft” neoplasms with large proportion of liquid component, we 
have revealed increased concentrations of SS-chemokines and fractalkine. The latters are produced mainly by 
macrophages and endotheliocytes, thus, probably, reflecting a predominant role of these cells in development 
of myxoid polyps and Reinke’s edema.

Keywords: exudative lesions, Reinke’s space, chemokines, fibroblasts

Введение
Экссудативные опухолеподобные новообра-

зования голосовых складок достаточно широко 
распространены в популяции, чаще среди пред-
ставителей голосо-речевых профессий: актеров, 
певцов, преподавателей, дикторов и представля-
ют собой серьезную медико-социальную пробле-
му. Согласно оценкам специалистов заболевае-
мость данной патологией составляет от 55 до 68% 
среди профессионалов голоса [1]. Основными 
клиническими формами патологии являются по-
липы голосовых складок, голосовые узелки, отек 
Рейнке. Ведущими причинами развития патоло-
гии принято считать интенсивное, длительное 
перенапряжение голосовых складок, связанное с 
форсированным голосообразованием, так назы-
ваемой «твердой атакой», и воздействие агрессив-
ного табачного дыма на голосовые складки [1]. 

Кроме механического компонента в качестве 
иных этиологических факторов рассматривают 
вдыхание токсичных аэрозолей (например газо-
вого аэрозоля при проведении сварочных работ, 
химических реагентов, дыма), фаринголаринге-
альный рефлюкс [1]. В основе патогенеза лежат 
микроциркуляторные расстройства, обусловлен-
ные недостаточностью лимфатического дренажа 
и сопровождающиеся скоплением отечной жид-
кости в пространстве Рейнке. Интенсивные голо-
совые нагрузки приводят к перенапряжению го-
лосового аппарата, повреждению микрососудов, 
повышению проницаемости последних и выходу 
плазмы в интерстициальное пространство. Осо-
бенности дренажной системы голосовых складок 
препятствуют своевременному оттоку жидкости 
в региональные лимфоколлекторы. Формирова-
ние на этом фоне ишемически-гипоксических 
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расстройств приводит к активации локальных 
факторов иммунной системы, входящих в со-
став гортань-ассоциированной лимфоидной тка-
ни – LALT (Larynx-Associated Lymphoid Tissue) [6] 
Включение реакций иммунного реагирования 
сопровождается усилением продукции провос-
палительных цитокинов, регуляторов хемотак-
сиса, факторов роста, что способствует прогрес-
сированию патологии. Хемокины участвуют не 
только в координации движения лейкоцитов при 
воспалительных процессах, но также важны во 
многих физиологических и патологических про-
цессах. 

В связи с этим целью настоящего исследова-
ния явилось изучение уровня хемокинов MIP- 1a, 
MIP-1β, MIP-3a, фракталкина, IL-8, I-TAС в 
тканях экссудативных поражений пространства 
Рейнке.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили 40 

образцов тканей новообразований голосовых 
складок отобранных интраоперационно у паци-
ентов с диагнозом по МКБ-10 J38.1 Полип голо-
совой складки и гортани и поступивших на опе-
ративное лечение. Удаление новообразований 
осуществлялось с помощью фибробронхоскопа 
Olympus TYPE150 (Германия) под эндотрахеаль-
ным наркозом под контролем операционного 
микроскопа Haag-Streit Surgical Möller Wedel МV-
500 (Германия) с применением интегрированно-
го СО2-лазера Lumenis Acu Pulse (Израиль) по 
методу Hirano. Образцы тканей распределялись 
следующим образом: 1-я группа – 10 образцов 
тканей с ангиоматозным типом полипов, 2-я 
группа – 9 полипов миксоидного типа, 3-я груп-
па – узелки голосовых складок (n = 7), 4-я груп-
па – отек Рейнке (n = 14).

Определение хемокинов 
Определение хемокинов проводили в супер-

натанте тканей ЭППР. Для получения суперна-
танта, гомогенаты тканей центрифугировали при 
10000 g в течение 20 мин, полученный супернатант 
хранили до исследования при температуре -20 °C. 
Количественное содержание хемокинов в полу-
ченных супернатантах оценивали при помощи 
мультиплексного анализа на иммуноанализаторе 
MAGPIX-100 с использованием системы мульти-
плексного анализа Bio-Plex (Bio-Rad, США) для 
определения фракталкина, IL-8, I-TAC, MIP-1a, 
MIP-1β, MIP-3a (реагенты Merk, Германия) в со-
ответствии с инструкцией фирмы. C целью стан-
дартизации в гомогенате определяли количество 
белка биуретовым методом с использованием на-
бора реагентов «ОБЩИЙ БЕЛОК-ОЛЬВЕКС» 
(Санкт-Петербург, Россия). Расчетные показа-

тели концентрации цитокинов представлены в 
пг/ мг белка.

Статистическая обработка
Обработка материала проводилась с помо-

щью пакета программ Statistica 10.0 for Windows. 
Значения показателей представлены в виде 
Ме  (Q0,25-Q0,75), где Ме – медиана, Q0,25 и Q0,75 – 
интерквартильный интервал. Сравнение групп 
производили, используя непараметрический 
критерий Манна–Уитни, с учетом поправки 
Бонферрони, значимыми считали различия при 
p ≤ 0,02. 

Результаты и обсуждение
Представленные результаты свидетельствуют 

об изменении соотношения различных хемоки-
нов в изучаемых образцах (табл. 1). 

Ткани так называемых «плотных» полипов, к 
которым относятся ангиоматозный тип полипов 
и голосовые узелки, а в морфогенезе преобладают 
пролиферация фибробластов, дилятация капил-
лярного русла, гиалиноз стромы с выраженным 
утолщением суббазальной мембраны, диффуз-
ное отложение фибронектина, явления неоан-
гиогенеза, содержат наибольшую концентрацию 
хемокинов, представителей a-хемокинов (СХС-
семейство), в частности IL-8 и интерфероном-γ 
индуцируемый Т-клеточный альфа-хемоаттрак-
тант (I-TAC; семейство CXCL11). 

IL-8 и I-TAC, принадлежащие к семейству 
a-хемокинов (СХС-хемокинов) и вырабатывае-
мые преимущественно фибробластами, моноци-
тами, клетками эндотелия, принимают активное 
участие в активации, миграции и хемотаксисе 
клеток, способны определять вид клеток, про-
никающих в ткань из кровотока через эндотелий, 
а также направление миграции [2, 3]. Наиболь-
шая плотность рецепторов к IL-8 обнаружена на 
нейтрофилах, моноцитах/макрофагах и активи-
рованных Т-лимфоцитах, после взаимодействия 
с которыми происходит связывание CXCR1 с 
G-белком, приводящее к фосфоинозитидному 
гидролизу, внутриклеточной мобилизации Са2+ и 
хемотаксису клетки [3]. 

Рецепторы к I-TAC экспрессируются преиму-
щественно на активированных Th1-лимфоцитах, 
эндотелиоцитах. Активатором и основным регу-
лятором продукции I-TAC является IFNγ, отри-
цательный контроль осуществляется противо-
воспалительными цитокинами IL-4 и IL-10. 

I-TAC способствует рекрутингу активирован-
ных Th1-лимфоцитов в зону формирования па-
тологии. Имеются данные об ангиостатическом 
эффекте I-TAC, который проявляет ангиостати-
ческий эффект путем секреции CXCR3 на эндо-
телиальных клетках [3, 5]. 
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В то же время в образцах тканей миксоидных 
полипов и при отеке Рейнке, характеризующихся 
наличием избыточного жидкостного компонен-
та в интерстиции, утолщением и расширением 
стенок кровеносных сосудов, истончением и фе-
нестрацией эндотелиальной выстилки, наблю-
далось повышение уровня β-хемокинов (СС – 
хемокинов): MIP-1a (CCL3), MIP-1β (CCL4) 
и MIP-3a (CCL20) и δ-хемокинов (CX3C-
хемокинов) – фракталкина (CX3CL1) [7, 12]. 

Известно, что все представители β-ХК являют-
ся хемоаттрактантами и активаторами клеток как 
врожденного (моноцитов, дендритных клеток, 
NK-клеток), так и адаптивного (Т-лимфоцитов) 
иммунитета. При этом профиль рецепторов к 
СС-хемокинам на клетках может избиратель-
но меняться, в зависимости от степени диф-
ференцировки клетки. Так, все Т-лимфоциты  
экспрессируют CCR1, Th1-лимфоциты  –  CCR5  
и CXCR3, Тh2-лимфоциты  –  преимущественно 
CCR3 [12]. 

Макрофагальные воспалительные белки – 
MIP (la; 1β; Зa; Зβ), экспрессируясь в основном 
на активированных моноцитах/макрофагах, реже 

на фибробластах, клетках эпителия, гладкомы-
шечных клетках сосудов, проявляют свой эффект 
путем связывания с внеклеточными протеогли-
канами и лигирования хемокиновых рецепто-
ров CCR1 (лиганд CCL3) и CCR5 (лиганды CCL3 
и CCL4). Рецепторы к белкам семейства MIP (la; 
1β; Зa; Зβ) имеются также на дендритных клетках 
и тромбоцитах [7, 11]. 

Фракталкин – единственный представитель 
семейства CX3C-хемокинов представлен на 
моноцитах, эндотелиоцитах как в растворимой, 
так и в мембраносвязанной с муцинами форме и 
играет важную роль в хемотаксисе клеток врож-
денного (моноциты, NK-клетки) и адаптивного 
(Т-лимфоциты) иммунитета [4]. 

Хроническое перенапряжение голосовых 
складок либо воздействие токсических факто-
ров, компонентов желчи и соляной кислоты при 
рефлюксе приводит не только к повышению 
проницаемости сосудистого эндотелия, накопле-
нию жидкостного компонента в интерстиции и 
строме голосовых складок, но и активации кле-
ток, участвующих в тканевом и иммунном го-
меостазе, например фибробластов, моноцитов, 

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ ХЕМОКИНОВ В ТКАНЯХ ЭКССУДАТИВНЫХ ПОРАЖЕНИЙ ПРОСТРАНСТВА РЕЙНКЕ,  
Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CONCENTRATION OF CHEMOKINES IN THE TISSUES OF EXUDATIVE LESIONS OF REINKE’S SPACE,  
Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатель, пг/мг 
белка

Index, pg/mg protein

ЭППР
Exudative lesions of Reinke’s space

Полипы голосовых складок
Vocal cord polyps Группа 3

Узелки голосовых 
складок
Group 3

Nodules of the vocal 
folds

(n = 7)

Группа 4
Отек Рейнке

Group 4
Reinke’s edema

(n = 14)

Группа 1
Ангиоматозный 

тип 
Group 1

Angiomatous type
(n = 10)

Группа 2
Миксоидный тип

Group 2
Mixoid type

(n = 9)

Фракталкин
Fractalkin

3,1 
(2,2-3,8)*

8,3 
(4,6-10,1) 

4,7 
(3,3-7,3)*

12,5 
(8,4-14,4) 

IL-8 13,6 
(10,5-16,2)*

5,2
(3,8-7,2)

21,3 
(12,5-23,2)*

7,2 
(5,6-10,4)

I-TAC 15,6 
(12,1-17,1)*

4,2
(2,1-6,5) 

11,2
(10,5-13,6)*

3,7
(2,6-6,7)

MIP-1aa 2,2 
(1,8-6,4)*

12,6
(8,4-14,3)

6,0
(4,8-8,8)*

14,3
(12,8-18,6)

MIP-1ββ 6,5
(4,4-9,1)*

17,3
(15,1-20,4)

5,5
(4,3-10,9)*

14,1
(12,8-23,5) 

MIP-3aa 3,3
(1,8-3,2)*

10,2
(8,5-16,1) 

6,9
(4,3-8,7)*

14,3
(9,8-18,2)

Примечание. * – значимые, согласно критерию Манна–Уитни (р ≤ 0,02), различия с группой 2 и 4.
Note. *, significant, according to the Mann–Whitney test (p ≤ 0.02) differences with group 2 and 4.
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эндотелиоцитов. В строме голосовых складок 
популяция фибробластов, относящихся к факто-
рам врожденного иммунитета, достаточно мно-
гочисленна, способна при активации изменять 
свой фенотип на воспалительный и увеличивать 
секреторную активность [8]. Имеются данные 
о способности фибробластов модулировать па-
ракринную сигнализацию макрофагов во время 
ранней экспрессии провоспалительных цитоки-
нов (TNFa, IL-6, IL-12) и последующей экспрес-
сии хемокинов и факторов роста (IL-8, I-TAC, 
MCP-1, TGF-β) [10]. Именно фибробласты мо-
гут детерминировать степень и продолжитель-
ность ответа макрофагов. Морфометрическими 
исследованиями, выполненными нами ранее, 
показано, что представительство фибробластов 
в тканях «плотных» новообразований, в частно-
сти в ангиоматозных типах полипов и голосовых 
узелках наибольшее среди всех форм экссудатив-
ных поражений пространства Рейнке, вероятно, 
именно поэтому в данных новообразованиях 
выявлена наибольшая концентрация указанных 
выше хемокинов. При этом нельзя исключать 
определенную роль в стимуляции фибробластов 
взаимодействия TLR последних с молекулярны-
ми паттернами бактериальной стенки, поскольку 
гортань расположена на пересечении дыхатель-
ной системы и желудочно-кишечного тракта и 
микрофлора на просветной поверхности голосо-
вой складки может при повреждении (например 
фонотравме) проникать в эпителий и активиро-
вать врожденные механизмы защиты в собствен-
ной пластинке. Фибробласты одними из первых 
встречаются с инфекционными агентами, по-
скольку конститутивно экспрессируют TLR 1, 
TLR  2, TLR  3, TLR  4, TLR  5, TLR  6, TLR  9 [10]. 
В литературе описана гипотеза об изменении 
фенотипа фибробластов на воспалительный при 
повреждении микрососудов и воздействии пер-
вичных медиаторов воспаления, таких как ци-
клооксигеназа-2, HIF-1a, протеазы (MMP-2, 
MMP- 9), белки (фибронектин, декорин), спо-
собных менять сигнализацию и активировать 

факторы врожденного иммунитета, например 
дендритные клетки, макрофаги, NK-клетки [8, 
9]. Подобный механизм описан также и при «мяг-
ких» полипах (миксоидный) и отеке Рейнке, в су-
пернатанте которых нами зафиксировано повы-
шение концентрации СС-хемокинов (MIP la; 1β; 
Зa; Зβ) и фракталкина, которые продуцируются 
преимущественно моноцитами, эндотелиоцита-
ми, что отражает включение реакций иммунного 
реагирования при формировании данной пато-
логии [5, 9]. 

Изучение секреторной активности основных 
представителей стромы голосовых складок, в 
частности представителей дифферона фибробла-
стов, важно также с точки зрения участия послед-
них в процессах регенерации и ремоделирования 
тканей, как при формировании самой патоло-
гии, так и после оперативного удаления новооб-
разований, поскольку избыточное образование 
внеклеточного матрикса при повышенной сти-
муляции коллагенообразующей функции фи-
бробластов, например, факторами роста TGF-a, 
TGF-β может привести к стойкому нарушению 
голосообразующей функции и впоследствии 
профессиональной непригодности. 

Заключение
Таким образом, при изучении экспрессии 

хемокинов в тканях экссудативных поражений 
пространства Рейнке зафиксированы особен-
ности, заключающиеся в преобладании со-
держания СХС-хемокинов в тканях «плотных» 
новообразований и повышение концентрации 
СС-хемокинов и CX3C-хемокинов в тканях 
«мягких» новообразований, содержащих боль-
шую долю жидкостного компонента в строме. 
При этом следует учесть, что концентрация ци-
токинов стандартизирована и пересчитана на 
1  мг белка. Подобное распределение содержания 
хемокинов может свидетельствовать о преобла-
дающем значении клеток-продуцентов при фор-
мировании отдельных видов новообразований 
голосовых складок. 
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ОТДЕЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ 
РЕАКТИВНОСТИ ПРИ ХИРУРГИЧЕСКОЙ АЛЬТЕРАЦИИ  
ЛОР-ОРГАНОВ
Коркмазов М.Ю., Дубинец И.Д., Ленгина М.А., Коркмазов А.М., 
Корнова Н.В., Рябенко Ю.И.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Приводятся сведения по изучению и применению оптического излучения в различных 
спектральных диапазонах при лечении заболеваний ЛОР-органов. Рассматриваются отдельные во-
просы иммунологических преобразований слизистой оболочки полости носа в ответ на хирургиче-
скую альтерацию в ранних сроках послеоперационного периода. С целью повышения эффективно-
сти послеоперационной реабилитации пациентов, перенесших ринохирургические вмешательства, в 
комплексной терапии использована низкочастотная ультразвуковая кавитация в сочетании с фото-
хромотерапией. Проведена оценка клинико-иммунологической эффективности лечения пациентов, 
основанная на изучении клинико-функциональной картины, на ранних сроках послеоперационного 
периода и стабилизации цитокинового профиля. В результате обоснована возможность использова-
ния оптического излучения в различных спектральных диапазонах, на основе изучения физических 
характеристик светового излучения с разъяснением механизмов воздействия на поврежденную сли-
зистую оболочку, для реализации воспалительного ответа на хирургическую травму и восстановления 
иммунологических отклонений. Работа проведена с целью привлечения научного интереса к неме-
дикаментозным методам ранней реабилитации лиц, перенесших ринохирургические вмешательства. 

Ключевые слова: цитокины, средний отит, риносептопластика, оптическое излучение, фотохромотерапия, 
низкочастотная ультразвуковая кавитация, регенерация

DISTINCT INDEXES OF IMMUNOLOGICAL REACTIVITY 
IN SURGICAL ALTERATION OF ORL ORGANS
Korkmazov M.Yu., Dubinets I.D., Lengina M.A., Korkmazov A.M., 
Kornova N.V., Ryabenko Yu.I.
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. The data are provided on applications of optical radiation at various spectral ranges in the treatment 
of disorders of ORL organs. Some issues of pathophysiological and immune changes of nasal mucosa in 
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response to surgical alteration are considered for the early postoperative period. In order to increase efficiency 
of postoperative rehabilitation in the patients subjected to rhinosurgical interventions, we have used low-
frequency ultrasonic cavitation in combination with photochromotherapy in complex treatment schedules. 
Assessment of clinical and immunological effects of this treatment was performed as based on the study of 
clinical and functional pattern at the early stages of postoperative period and stabilization of the cytokine profile. 
In general, an opportunity of using optical radiation at different wavelength was confirmed, as shown by studies 
of physical characteristics of light irradiation, explaining the mechanisms of action on the damaged mucous 
membrane, to apply inflammatory response to surgical trauma and restore immunological abnormalities. The 
work was carried out in order to draw attention to the non-drug methods of early rehabilitation of persons 
subjected to rhinosurgical interventions.

Keywords: cytokines, otitis media, rhinoseptoplasty, optical radiation, photochromotherapy, ultrasonic cavitation, regeneration

Введение
В настоящее время неуклонный рост чис-

ла пациентов, нуждающихся в ЛОР-хирургии, с 
расширением показаний и объемов оператив-
ного вмешательства влечет значительные соци-
ально-экономические, спортивные и производ-
ственные проблемы для регионов [12, 14]. Так, 
например, девиация носовой перегородки и со-
пряженные заболевания носа и околоносовых 
пазух составляют более 30% от всех плановых го-
спитализированных больных в оториноларинго-
логические отделения для оперативного вмеша-
тельства. В этом контексте, послеоперационное 
пособие после ринохирургических вмешательств 
предполагает совершенствование медикамен-
тозной и немедикаментозной лечебной такти-
ки [1]. По медикаментозной терапии накоплен 
значительный опыт, выпущены методические 
рекомендации и учебные пособия, преподаются 
на курсах повышения квалификации оторино-
ларингологов, аспирантам и ординаторам [5, 11]. 
В то же время недостаточно литературных ис-
точников относительно физиотерапевтических 
технологий, и поэтому требуется дополнительное 
изучение вопроса. 

Одним из старейших и безопасных лечебно-
профилактических направлений медицины явля-
ется физиотерапия. Применяется как самостоя-
тельно, так и в совокупности с другими методами 
лечения и особенно эффективна в составе ком-
плексной терапии. Механизмы воздействия фи-
зиотерапии направлены на снятие воспаления, 
иммуномодуляцию, обезболивание, противоал-
лергический и бактерицидный эффект, борьбу 
с гипоксией и т. д. [4]. Для послеоперационного 
лечения оториноларингологических больных, 
особый интерес в последние десятилетия стали 
приобретать высокоэффективные физиотера-
певтические низкочастотные ультразвуковые и 
биорезонансные технологии, низкоинтенсивная 
фотохромотерапия в различных оптических диа-
пазонах и т. д. [6]. Данные литературы свидетель-
ствуют о возможности использования видимого 
оптического излучения в комплексной терапии 
пациентов на ранних стадиях послеоперацион-

ного периода у лиц, перенесших ринохирургиче-
ские вмешательства. 

Предпосылкой к изучению возможности ис-
пользования у пациентов немедикаментозной 
терапии явились литературные данные, сви-
детельствующие о получении положительных 
биологических эффектов в раннем послеопера-
ционном периоде, вследствие преобразования 
энергии фотонов при взаимодействии с тканями 
на другие виды энергии (механическую, тепло-
вую, химическую и т. д.), которые в свою очередь 
запускают физико-химические и биологические 
реакции [3,  7,  13,  15]. Для полного понимания 
механизмов действия электромагнитных коле-
баний на больной орган и получаемом при этом 
эффекте необходимо изучить историю, физиче-
ские характеристики, оказываемое влияние на 
больной орган и область применения. Описание 
целительного воздействия солнечных инсоляций 
на больной организм встречается в трудах Гиппо-
крата (460-377 до н. э.). Результатом изучения, на-
чиная с тех исторических времен, явилось целое 
направление, получившее в медицине название 
фототерапия (от греч. photos – свет). К настояще-
му времени весь спектр электромагнитных излу-
чений, начиная от инфразвуковых волн и закан-
чивая космическими лучами, изучен физиками. 
В медицине актуальны для изучения оптические 
диапазоны, включающие 10% ультрафиолетовых 
лучей, 40% видимого спектра и 50% инфракрас-
ных лучей. 

В хронологическом порядке, наибольший 
интерес ученых к фотохромотерапии, как раз-
новидности физиотерапии, был проявлен в пер-
вой половине прошлого столетия. Так, лауреат 
Нобелевской премии Finsen N. (1901) выпустил 
первую книгу «Светолечение» и спустя один год 
французские ученые Rieder H. и Marcuse J. до-
полнили и переиздали эту книгу. Через четыре 
года доктор Bie V. (1906), написал учебно-мето-
дическое пособие «Применение света в медици-
не», Кондрашов В.И. (2001), опираясь на работы 
Hausmann W. (1929) в работе «Руководство по 
светолечению» отразил основные успехи, достиг-
нутые Европейскими специалистами [4]. 
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В настоящее время световое излучение рас-
сматривается в трех основных спектральных 
диапазонах: видимое световое (760-410  нм), 
ультрафиолетовое (400-180 нм) и инфракрас-
ное (760-400). Таким образом, на пораженный 
участок при проведении физиотерапевтических 
процедур воздействуют две силы: свет как поток 
частиц (квантов) и свет как волна. Длина волны 
определяет глубину проникновения в ткани, на-
пример, инфракрасные проникают на 250 мм, 
видимый свет (наибольшее у красного цвета) от 
9 до 12 мм, а ультрафиолетовые на 5-6 мм. По-
ток частиц зависит от длины волны и становит-
ся больше, чем меньше длинна волны по закону 
Гротгуса–Дрейпера. При попадании излучения в 
ткани, молекулы переходят в возбужденное со-
стояние за счет переноса энергии световых кван-
тов с получением электролитической диссоци-
ации с ионизацией молекул облучаемой ткани, 
объясняя воздействие инфракрасного спектра, 
где энергии квантов хватает для усиления колеба-
ний молекул тканей. Энергия квантов ультрафи-
олетового спектра ионизирует и разрушает кова-
лентные связи молекулы тканей. Таким образом, 
излучение видимого светового спектра способно 
передавать энергию молекулам поврежденного 
органа и тем самым стимулировать биохимиче-
ские реакции на этапе регенерации тканей. Как 
правило, в зависимости от выбранного цветово-
го излучения проявляется фототерапевтический 
эффект с первичной фотоакцепцией энергии 
световых квантов с последующими механизма-
ми перехода на другие физиологические про-
цессы, проявляющиеся синдромами адаптации 
к энергии светового излучения. На тканевом 
уровне, в области хирургической альтерации, 
как правило наблюдается улучшение показате-
лей регионарного кровообращения и стабили-
зация гемодинамики, нормализация трофики в 
тканях, повышение синтеза структурных белков 
и ферментов, восстановление цитокинового дис-
баланса, иммуномодуляция и т. д. [2, 8, 9, 10]. 
Как видим, получаемые эффекты предопреде-
ляют целенаправленное воздействие на течение 
репаративных процессов на всех его уровнях. 
Детальное изучение вышеуказанных процессов 
привело к разработке и выпуску самых востре-
бованных, светодиодных аппаратов, создающих 
световые волны красного, желтого, зеленого, 
синего спектра. Востребованность определяется 
возможностью аппаратов излучать так называ-
емый «чистый» монохромный свет, полностью 
исключая инфракрасные компоненты для дости-
жения лечебного эффекта. В литературе имеются 
сведения о поглощении красного (длина волны 
760-620 нм) спектра излучения молекулами фер-
ментов антиоксидантной системы, цитохромок-
сидазы, супероксиддисмутазы и индукторами ре-
паративной регенерации. Изменения активности 
молекул приводят к стимуляции фибробластов 

образованию соединительной ткани и усилении 
регенерации. В то же время выработка цитокинов 
регулирует фагоцитарную активность, производ-
ство арахидоновой кислоты, тонус сосудов, ПОЛ. 
Клиническая эффективность красного излуче-
ния заключается в изменении болевой чувстви-
тельности, снижении импульсной активности 
нервов, снижении воспалительных реакций за 
счет повышения фагоцитоза и успешно приме-
няется при миозитах, невралгиях, плохо зажи-
вающих ранах, трофических язвах и т. д. В то же 
время ограничено количество литературных ис-
точников, по изучению воздействия фотохромо-
терапии на процессы репарации и регенерации 
поврежденной слизистой оболочки и поэтому, 
дальнейшее изучение терапевтического воздей-
ствия светового излучения в различных спектрах 
оптического диапазона, что и явилось целью ис-
следования для повышения результативности по-
слеоперационной реабилитации.

Цель исследования – изучение влияния НУЗ 
кавитационного орошения с фотохромотерапией 
в ранние сроки послеоперационного периода у 
ринохирургических больных по содержанию ци-
токинов.

Материалы и методы
В соответствии с поставленной целью, работа 

выполнена за период с 2021 по 2022 год на кли-
нических базах кафедры оториноларингологии. 
Всего обследовано и подверглись ринохирурги-
ческим вмешательствам 68 пациентов с различ-
ными деформациями перегородки носа (ДПН). 
Проведенный статистический анализ отчетных 
документов показал, что из общего количества 
пациентов 37,1% составили лица, обратившиеся 
за хирургической помощью в ЛОР-стационары 
ЛПУ Челябинска с верифицированным диагно-
зом «ДПН». Все пациенты контрольной группы 
и группы исследования жаловались на назальную 
обструкцию, быструю утомляемость, ринорею, 
цефалгии боли, чувство заложенности и шум в 
ушах. Кроме того, частыми жалобами были про-
студные заболевания, дизосмии, нарушение сна, 
храп и синдром СОАС, понижение слуха, арте-
риальные гипертензии. Группу исследования со-
ставили 35 пациентов, и 33 пациента составили 
контрольную группу. Исследование проводилось 
с соблюдением критериев включения и исклю-
чения. В стационарных условиях, всем пациен-
там выполнены внутриносовые хирургические 
вмешательства – риносептопластика, септопла-
стика по методике M.N. Cottle с подслизистой 
остеоконхотомией или деструкцией высоко-
энергетическим лазером. Операция завершалась 
двусторонней тампонадой носа, на одни сутки 
тампонами Tampograss (Германия) для профилак-
тики возможных гематом и кровотечений с дав-
лением, не превышающим 42 мм рт. ст. Основной 
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задачей послеоперационном ведении пациентов 
было максимально щадящее отношение к опери-
рованным поверхностям. Для этого проводили 
анемизацию оперированных полостей два раза 
в день, элиминировали сгустки крови, раневое 
отделяемое промыванием физиологическим рас-
твором 0,9%-ного хлорида натрия. Закапывали 
масляные капли при наличии геморрагических 
корок, применяли противоотечные, секретомо-
торные, секретолитические препараты для про-
филактики синехий, в течении 5-7 дней приме-
няли альфа-адреномиметики, НПВС, препараты, 
восстанавливающие кислотно-щелочной баланс, 
нормализующие обмен веществ, уменьшающие 
отек тканей и т. д. 

В дополнение, пациентам группы исследова-
ния проводили низкочастотное ультразвуковое 
кавитационное орошение (НУЗ) оперирован-
ных полостей аппаратом «УЗОЛ-01 “Ч” КАВИ-
ТАР Фотохром» с частотой 29 кГц и амплитудой 
5-25 мкм. При этом температура подачи рас-
твора составляла 37 °С, а плотность мощности 
излучения 50 мВт с экспозицией по 3 минуты с 
каждой стороны. Поскольку аппарат снабжен 
для проведения светолечения встроенным све-
тодиодным комплексом АФС, то одновременно 
по завершении процедуры НУЗ терапии про-
водили фотохромотерапию 3-5 минут с длиной 
волны 450±10 нм (синий свет) и дозой излучения 
3 Дж/ см2 ежедневно в течении 7-8 дней.

Характер и особенности воспалительного от-
вета на ринохирургическую альтерацию опреде-
ляли по локальному высвобождению цитокинов 
(IL-1β, IL-10, IL-8, TNFa) в центрифугирован-
ных промывных смывах назального секрета в 
группах пациентов. Весь полученный матери-
ал подвергался статистической обработке про-
граммным обеспечением Statistica 6.0 for Windows. 
Проверку на нормальность распределения коли-
чественных показателей проводили с исполь-
зованием критерия Колмогорова–Смирнова. 
Определяли среднее арифметическое (М), ошиб-
ку среднего арифметического (m). Достоверность 
различий при отсутствии нормального распреде-
ления определяли с применением критерия Ман-
на–Уитни. 

Результаты и обсуждение
Общеизвестно, что ведущими медиаторами 

в развитии локальной воспалительной реакции 
на хирургическую альтерацию ответственны ци-
токины IL-1: IL-1a, IL-1β. Основной механизм 
действия указанных цитокинов направлен на 
регуляцию воспалительных трансформаций сли-
зистой оболочки оперированных полостей носа, 
повышение функциональной активации тучных 
и эндотелиальных клеток, фагоцитов, фибробла-
стов. Так, у всех обследуемых не выявлено значи-
мых изменений содержания IL-1β у пациентов 

до хирургического вмешательства, в то время как 
значимое повышение на ранних сроках послео-
перационного периода уровня IL-1β  приходит-
ся на 7-е сутки лечения. В цифровых выраже-
ниях содержание IL-1β до ринохирургического 
вмешательства в контрольной группе составило 
1,58±0,02 пг/мл, в то время как в основной груп-
пе показатель составил 1,88±0,04 пг/мл. Уже че-
рез одни сутки содержание IL-1β в контрольной 
группе повысилось в 2,28 раза, а в основной – в 
1,77 раза. В течение последующих дней наблю-
далась тенденция к увеличению, и уже через не-
делю в основной группе показатели уровня IL-1β 
пришли в норму.

Касательно содержания IL-8 к концу первых 
суток после удаления тампонов отмечено повы-
шение в основной группе. Данный показатель 
характеризует, что высвобождение выполняю-
щих еще и хемоаттрактантную функцию цито-
кинов IL-1β и TNFa потенцирует повышение 
синтеза IL-8. Подтверждением является относи-
тельное снижение уровня IL-8 у ринохирургиче-
ских больных на 7-е сутки в основной группе до 
0,90±0,01 пг/мл, что практически не отличалось 
от показателей контрольной группы (р ≥ 0,05). 
По-видимому, прослеживаемое к концу первых 
суток (после удаления тампонов) повышение 
уровня провоспалительных цитокинов связано с 
рекрутированием большого количества клеток-
продуцентов провоспалительных цитокинов – 
нейтрофильных гранулоцитов, макрофагов, ко-
торые участвуют в репаративных и защитных 
процессах. Относительно содержания IL-10 у 
ринохирургических больных отмечено снижение 
ниже пороговых значений с момента удаления 
тампонов до конца третьих суток (72 часа), что 
подтверждает недостаточность иммунного ответа 
на постхирургический альтеративный стресс, что 
в свою очередь провоцирует процессы наруше-
ния репарации. В этом контексте положительное 
воздействие на репаративные процессы НУЗ ка-
витации в сочетании с фотохромотерапией под-
тверждается нормализацией содержания IL-10 
к 7-м суткам от начала лечения. Познавательны 
показатели содержания одного из регуляторов 
иммунного гомеостаза IFNγ, через 24, 48 часов у 
ринохирургических больных после удаления там-
понов, которые снизились в контрольной группе 
на 1,81±0,34 и в основной группе на 1,71±0,18 
раза. По-видимому, снижение уровня IFNγ в 
первые сутки после удаления тампонов является 
показателем, вследствие снижения продуцентов 
IFNγ- Th1 после оперативного вмешательства, 
недостаточности иммунного ответа. И в этом 
случае достоверная нормализация уровня IFNγ 
на 7-е сутки отмечена у пациентов основной 
группы. 

Показатели содержания IL-2 через одни сутки 
после удаления тампонов снизились в контроль-
ной группе в 1,81 раза, а в основной группе на 
1,47 раза. В данном случае, усиление индукции 
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растворимого рецептора для IL-2 (IL-2Р), мо-
жет быть одной из причин падения концентра-
ции IL- 2. Как правило, появляющийся в первые 
сутки IL- 2Р уже на третьи сутки после удаления 
тампонов достигает своего пика и к этому сроку 
отмечается и максимальное снижение способно-
сти лимфоцитов продуцировать IL-2. 

Выводы 
Таким образом, НУЗ кавитационное ороше-

ние оперированных полостей в сочетании с фо-

тохромотерапией с оптической длиной волны 
450±10 нм на ранних сроках послеоперацион-
ного периода у ринохирургических больных по-
тенцирует процессы нормализации содержания 
цитокинов и прежде всего существенному уве-
личению содержания IL-2, IL-10, IFNγ, сниже-
нию содержания IL-1β, IL-10, IL-8, TNFa. По-
лученные результаты могут служить показанием 
использования НУЗ кавитационного орошения 
оперированных полостей в сочетании с фотохро-
мотерапией у ринохирургических больных.
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ОЦЕНКА ПАРАМЕТРОВ МИТОХОНДРИЙ CD4+Т-
ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ МЕТОДОМ 
ПРОТОЧНОЙ ЦИТОФЛЮОРИМЕТРИИ
Королевская Л.Б., Сайдакова Е.В., Шмагель К.В.
Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук – филиал 
ФГБУН «Пермский федеральный исследовательский центр Уральского отделения Российской академии наук», 
г. Пермь, Россия

Резюме. Митохондрии играют ключевую роль в жизненно важных функциях клетки: производ-
стве энергии, метаболизме, клеточном дыхании, продукции активных форм кислорода, делении и 
гибели. Нарушение функций этих органелл ассоциировано с развитием различных заболеваний. 
Важными показателями состояния митохондрий являются их масса и мембранный потенциал. Для 
оценки этих параметров используют различные флюорохром-меченые зонды, которые можно детек-
тировать методом проточной цитометрии. Возможность использования флуоресцентных митохон-
дриальных красителей совместно с мечеными моноклональными антителами открывает широкие 
перспективы для изучения метаболических параметров разнообразных клеток иммунной системы. 
Целью данного исследования была оценка состояния митохондрий CD4+Т-лимфоцитов методом 
проточной цитофлюориметрии. Для демонстрации различий параметров митохондрий в качестве 
групп сравнения были взяты ВИЧ-инфицированные пациенты, получающие антиретровирусную 
терапию (n = 21), и относительно здоровые добровольцы (n = 23). Объектом исследования служили 
мононуклеарные клетки, выделенные из периферической крови. Методом проточной цитометрии 
с использованием коммерческих митохондриально-селективных красителей MitoTracker Green и 
MitoTracker Orange были определены, соответственно, масса и заряд мембраны митохондрий в об-
щем пуле CD4+Т-лимфоцитов, а также в субпопуляциях наивных клеток и клеток памяти. Показано, 
что как у ВИЧ-инфицированных, так и неинфицированных субъектов масса и заряд митохондрий 
в наивных CD4+Т-лимфоцитах ниже, чем в клетках памяти. Установлено, что по сравнению со здо-
ровыми донорами у ВИЧ-инфицированных больных повышена масса митохондрий в общем пуле 
CD4+Т-лимфоцитов и в субпопуляции клеток памяти, что, однако, не сопровождается ростом заряда 
мембраны органелл. Таким образом, цитофлюориметрическое определение массы и мембранного 
потенциала митохондрий с использованием красителей MitoTracker Green и MitoTracker Orange яв-
ляется относительно легким, быстрым и информативным способом предварительной оценки состо-
яния органелл в клетках. 

Ключевые слова: митохондрии, CD4+Т-лимфоциты, проточная цитометрия
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FLOW CYTOMETRY ASSESSMENT OF MITOCHONDRIAL 
INDICES IN CD4+T CELLS FROM PERIPHERAL BLOOD
Korolevskaya L.B., Saidakova E.V., Shmagel K.V.
Institute of Ecology and Genetic of Microorganisms, Perm Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy  
of Sciences, Perm, Russian Federation

Abstract. Mitochondria play a key role in the vital functions of the cell, i.e., energy production, metabolism, 
respiration, generation of reactive oxygen species, cell division and death. Impairment of these mitochondrial 
functions is associated with emergence of various diseases. Their amounts and membrane potential are 
important indices of the mitochondrial condition. To assess these parameters, various fluorochrome-labeled 
probes are used, which are detectable by flow cytometry. The opportunity of using fluorescent mitochondrial 
dyes, together with labeled monoclonal antibodies, opens up new prospects for studying the metabolic 
parameters in various immune cells. The aim of the present study was to assess the mitochondrial state in 
CD4+T lymphocytes by flow cytometry. To search for the differences in mitochondrial indexes, a group of 
HIV-infected patients receiving antiretroviral therapy (n = 21) and healthy volunteers (n = 23) were compared. 
Mononuclear cells isolated from peripheral blood were under the study. Using flow cytometry and commercial 
mitochondria-selective dyes MitoTracker Green and MitoTracker Orange, we determined, respectively, the 
mitochondrial mass and membrane charge in the total CD4+T lymphocyte pool, as well as in the naive and 
memory cell subsets. It has been shown that the mitochondrial mass and charge in naive CD4+T lymphocytes 
are lower than in memory cells, both in HIV-infected and uninfected subjects. Moreover, we have established 
that the HIV-infected patients have an increased mitochondrial mass in total CD4+T lymphocyte pool and 
in their memory cell subset, as compared with healthy donors. That increase, however, was not accompanied 
by the higher membrane charge. Thus, the analysis of mitochondrial mass and membrane potential using 
flow cytometry and MitoTracker Green/MitoTracker Orange dyes is relatively easy, fast, and informative for 
preliminary assessment of the mitochondrial state.

Keywords: mitochondria, CD4+T lymphocytes, flow cytometry

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания «Механизмы регуляции им-
мунной системы» (номер гос. регистрации 
АААА-А19-119112290007-7).

Введение
Митохондрии являются древнейшими ор-

ганеллами клетки, участвующими в ее жизнен-
но важных функциях, в том числе производстве 
энергии, обмене веществ, клеточном дыхании, 
продукции активных форм кислорода, пролифе-
рации и гибели [2]. Необходимость удовлетво-
рять метаболические и энергетические потреб-
ности клетки делает митохондрии динамичными: 
они способны к модификации формы и размера, 
в ходе чего могут изменяться масса и число ор-
ганелл в клетке [2,  9]. Объем митохондрий может 
составлять до 20-25% от общего объема клетки. 
Важным показателем функционального состоя-
ния митохондрий является их трансмембранный 
потенциал. Он возникает при переносе протонов 
через комплексы электрон-транспортной цепи 
в межмембранное пространство и служит про-
межуточной формой хранения энергии, исполь-
зуемой аденозинтрифосфат (АТФ)-синтазой для 

образования АТФ [10]. Нарушение функции ми-
тохондрий ассоциировано с воспалением, нейро-
дегенеративными расстройствами, злокачествен-
ными заболеваниями, диабетом, старением [1].

Для исследования заряда и массы митохон-
дрий используются флюорохром-меченые зон-
ды, способные спонтанно проникать в клетку [4, 
10]. Так, для оценки мембранного потенциала 
митохондрий применяют катионные липофиль-
ные красители [4]. Катионы притягиваются к от-
рицательному потенциалу, формируемому вдоль 
внутренней мембраны митохондрий, и, таким об-
разом, предпочтительно накапливаются в функ-
ционально активных митохондриях [6, 10]. Как 
следствие, более поляризованные митохондрии 
будут содержать больше красителя [12]. С другой 
стороны, для определения массы митохондрий 
важно использовать красители, чувствительность 
которых не зависит от поляризационного статуса 
органелл [4]. Флюоресценция клеток, окрашен-
ных таким типом реагентов, прямо пропорци-
ональна содержанию в них митохондрий (массе 
органелл), что обеспечивается за счет ковалент-
ного связывания красителя с белками митохон-
дрий [4, 11].
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Одним из методов детекции сигналов от флю-
орохром-меченых зондов, окрасивших мито-
хондрии, является проточная цитометрия. Этот 
высокочувствительный, относительно легкий и 
быстрый метод позволяет исследовать суспен-
зии клеток в режиме «поштучного» анализа. 
Кроме того, сочетание флюорохром-меченых 
зондов с окрашиванием поверхностных марке-
ров дает возможность оценить статус митохон-
дрий в различных популяциях клеток, например 
Т-лимфоцитах различной степени зрелости. Это 
особенно актуально при изучении метаболиче-
ских параметров клеток иммунной системы при 
ВИЧ-инфекции, аутоиммунных, онкологиче-
ских заболеваниях. Для демонстрации различий 
параметров митохондрий в качестве групп срав-
нения были взяты ВИЧ-инфицированные и не-
инфицированные субъекты.

Целью данной работы было исследование со-
стояния митохондрий CD4+Т-лимфоцитов мето-
дом проточной цитометрии.

Материалы и методы
Объектом исследования были мононукле-

арные клетки, полученные из периферической 
крови ВИЧ-инфицированных пациентов, при-
нимающих противовирусные препараты (ВИЧ+; 
n = 21), и относительно здоровых добровольцев 
(ВИЧ-; n = 23). Каждый участник подписал ин-
формированное согласие. План работы был одо-
брен этическим комитетом Пермского краевого 
центра по борьбе со СПИД и инфекционными 
заболеваниями (рег. № IRB00008964). Забор кро-
ви проводили в вакуумные пробирки, содержа-
щие ЭДТА (Weihai Hongyu Medical Devices Co 
Ltd, Китай). Уровень вирусной нагрузки ВИЧ 
в плазме крови определяли набором Versant 
HIV- 1 RNA 3,0 assay b на анализаторе Versant 440 
(Siemens, Германия). Мононуклеарные клетки 
выделяли центрифугированием двукратно разве-
денной крови (раствор фосфатно-солевого буфе-
ра Дульбекко (DPBS); Gibko, США) в градиенте 
плотности Диаколла (1,077 г/мл; Диаэм, Россия). 
Выделенные клетки помещали в термоинакти-
вированную эмбриональную телячью сыворот-
ку (ЭТС; Biowest, Колумбия), содержащую 10% 
диметилсульфоксида (AppliChem, Германия), и 
подвергали контролируемому замораживанию в 
жидком азоте. Перед проведением исследования 
клетки размораживали.

Идентификацию жизнеспособных Т-лим-
фоцитов проводили на проточном цитофлю-
ориметре Fortessa (Becton Dickinson, США) с 
применением моноклональных антител анти-
CD3-AF700 (Becton Dickinson, США), анти-
CD45RA-BV650 (Biolegend, США), анти-CD4-
Qdot605 и витального красителя LIVE/DEAD® 

Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, 
США). Субпопуляции CD45RA+ и CD45RA- 
CD4+Т-лимфоцитов относили, соответственно, 
к наивным элементам и клеткам памяти.

С использованием митохондриально-селек-
тивных красителей MitoTracker™ Green FM и 
MitoTracker™ Orange CM-H2TMRos (Invitrogen, 
США) устанавливали массу и трансмембранный 
потенциал митохондрий соответственно. Кра-
ситель MT Green в виде нефлюоресцентного в 
водных растворах соединения спонтанно вхо-
дит в клетку через поверхностную мембрану и 
избирательно накапливается в митохондриях. 
Оказавшись под внутренней мембраной мито-
хондрий, реагент взаимодействует с остатками 
цистеина в составе митохондриальных белков, 
в результате чего переходит во флюоресцентную 
форму с максимумом эмиссии в зеленой обла-
сти спектра [11]. Флюоресценция MT Green не 
зависит от трансмембранного потенциала мито-
хондрий и прямо пропорциональна массе орга-
нелл [11]. Липофильный катионный краситель 
MT Оrange (нефлуоресцентная восстановленная 
форма тетраметилрозамина) также спонтанно 
проникает через билипидные мембраны, в том 
числе поверхностную мембрану клетки, наруж-
ную и внутреннюю мембрану митохондрий; на-
капливается в зоне с высокой концентрацией 
протонов (под внутренней мембраной митохон-
дрий), где окисляется до флюоресцентной фор-
мы [4]. Этот эффект сопровождается изменением 
свечения клетки: при снижении концентрации 
протонов (понижение мембранного потенциа-
ла) уменьшается накопление красителя и, как 
следствие, снижается интенсивность свечения. 
Растворы реагентов готовили согласно инструк-
циям производителя. К мононуклеарным клет-
кам вносили MT Green и MT Orange в конечных 
концентрациях 25 нМ и 500 нМ соответственно. 
После инкубации проб (+37 °С, 30 мин) клетки 
отмывали центрифугированием в DPBS. Оса-
док ресуспендировали в DPBS и окрашивали 
клетки поверхностными флюорохром-мечены-
ми антителами и витальным красителем. После 
инкубации (30 мин, комнатная температура, за-
щищенное от света место) клетки отмывали цен-
трифугированием в избыточном объеме раствора 
DPBS/2% ЭТС. Осадок ресуспендировали в рас-
творе DPBS/2% ЭТС и проводили цитофлюори-
метрический анализ.

Математическую обработку данных выполня-
ли в программе FlowJo VX (FlowJo LCC, США). 
Статистический анализ осуществляли с исполь-
зованием непараметрических методов. В выбор-
ке рассчитывали медиану (Me) и интерквартиль-
ный размах (Q0,25-Q0,75). Достоверность различий 
определяли методом Манна–Уитни. Статистиче-
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ские расчеты и построение графиков выполняли 
с использованием программы Statistica 6. 

Результаты и обсуждение
ВИЧ-инфицированные пациенты более 3 лет 

получали антиретровирусную терапию (АРТ), 
эффективность которой подтверждалась пода-
влением репликации вируса: вирусная нагрузка 
ВИЧ в крови < 50 копий/мл (предел чувствитель-
ности тест-системы). Группы ВИЧ+ и ВИЧ- были 
сопоставимы по возрасту и полу (p > 0,05). Чис-
ленность CD4+Т-лимфоцитов у ВИЧ+ была су-
щественно ниже, чем у здоровых лиц: 534 (438-
656) мкл-1 и 885 (772-1262) мкл-1 (p < 0,001).

При исследовании трансмембранного потен-
циала и массы митохондрий CD4+Т-лимфоцитов 
было установлено следующее. Медиана интен-
сивности свечения потенциал-чувствительного 

красителя MT Оrange у ВИЧ+ была сопоставима 
с таковой в группе ВИЧ- (p > 0,05; рис. 1). Ана-
логичные данные были получены при оценке по-
казателей в наивных элементах и клетках памяти 
(p > 0,05). При этом в последних заряд мембраны 
митохондрий был выше, что оказалось справед-
ливым для обеих исследованных групп (p < 0,05).

Цитофлюориметрический анализ показал, что 
CD4+Т-лимфоциты ВИЧ-инфицированных и 
неинфицированных субъектов существенно от-
личались способностью накапливать краситель 
MT Green в митохондриях. Средняя интенсив-
ность свечения клеток в группе ВИЧ+ была выше, 
чем у ВИЧ- (p < 0,05; рис. 2), что свидетельствова-
ло о более высокой массе митохондрий в CD4+Т-
лимфоцитах ВИЧ-зараженных лиц. При этом, 
хотя медиана яркости свечения MT Green в наи-
вных CD4+Т-клетках у ВИЧ+ была выше соот-

Рисунок 1. Оценка трансмембранного потенциала 
митохондрий CD4+Т-лимфоцитов с использованием 
красителя MitoTracker Orange 
Примечание. По оси абсцисс указаны группы сравнения: ВИЧ-
инфицированные (ВИЧ+) и неинфицированные (ВИЧ-)  
субъекты. По оси ординат показана медиана яркости 
флюоресценции (MFI: Median Fluorescence Intensity) 
MitoTracker Orange в клетках с функционально активными 
митохондриями. Представлены медианы (горизонтальные 
линии внутри прямоугольников), интерквартильные 
интервалы (прямоугольники) и 10-90%-ные размахи 
(вертикальные отрезки). Статистические расчеты выполнены 
по методу Манна–Уитни.
Figure 1. Assessment of mitochondrial transmembrane potential 
in CD4+T cells using the MitoTracker Orange dye
Note. The x-axis shows the comparison groups: HIV-infected 
(HIV+) and uninfected (HIV-) subjects. The y-axis shows the median 
fluorescence intensity (MFI: Median Fluorescence Intensity) of 
MitoTracker Orange in cells with functionally active mitochondria. 
Medians (horizontal lines within boxes), interquartile ranges (boxes), 
and 10-90% ranges (vertical bars) are shown. Statistical calculations 
were made using the Mann–Whitney method.

Рисунок 2. Исследование массы митохондрий в CD4+Т-
лимфоцитах с использованием красителя MitoTracker 
Green 
Примечание. По оси абсцисс указаны группы сравнения: ВИЧ-
инфицированные (ВИЧ+) и неинфицированные (ВИЧ-)  
субъекты. По оси ординат показана медиана яркости 
флюоресценции (MFI: Median Fluorescence Intensity) 
MitoTracker Green в клетках, содержащих краситель 
в матриксе митохондрий. Представлены медианы 
(горизонтальные линии внутри прямоугольников), 
интерквартильные интервалы (прямоугольники) и 10-90% 
размахи (вертикальные отрезки). * – p < 0,05; ** – p < 0,01 
(U-критерий Манна–Уитни).
Figure 2. Study of mitochondrial mass in CD4+T lymphocytes using 
MitoTracker Green dye
Note. The x-axis shows the comparison groups: HIV-infected 
(HIV+) and uninfected (HIV-) subjects. The y-axis shows the median 
fluorescence intensity (MFI: Median Fluorescence Intensity) of 
MitoTracker Green in cells containing the dye in the mitochondrial 
matrix. Medians (horizontal lines within boxes), interquartile ranges 
(boxes), and 10-90% ranges (vertical bars) are shown. *, p < 0.05; **, 
p < 0.01 (Mann–Whitney U test).
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ветствующей величины, установленной у ВИЧ-, 
статистически значимых различий между груп-
пами выявлено не было (p > 0,05). В отличие от 
наивных элементов CD4+Т-лимфоциты памяти 
накапливали больше MT Green в митохондриях, 
что проявлялось увеличением флюоресценции 
клеток. Этот эффект был отмечен как у ВИЧ+ 
(p < 0,01), так и в группе ВИЧ- (p < 0,05). Вместе 
с тем сниженная относительно ВИЧ+ интенсив-
ность свечения красителя в CD4+Т-лимфоцитах 
памяти здоровых лиц свидетельствовала о более 
высокой массе митохондрий в данной субпо-
пуляции клеток у ВИЧ-позитивных субъектов 
(p < 0,01).

Таким образом, в настоящей работе нами по-
казана возможность использования митохондри-
ально-селективных красителей MitoTracker Green 
и MitoTracker Orange для относительно быстрой 
оценки состояния митохондрий методом проточ-
ной цитометрии. Нами установлено, что у полу-
чающих АРТ ВИЧ-инфицированных пациентов 
по сравнению со здоровыми донорами увеличе-
на масса митохондрий CD4+Т-лимфоцитов, что, 
однако, не сопровождается ростом мембранного 
потенциала органелл. Ранее рядом авторов также 
не было выявлено отличий между показателями 
мембранного потенциала митохондрий CD4+Т-
лимфоцитов у ВИЧ-инфицированных субъек-
тов, находящихся на АРТ, и здоровых лиц [8, 14]. 
При этом если одни исследователи отмечали от-
сутствие различий в массе митохондрий CD4+Т-
клеток [8], то другие, напротив, указывали на бо-
лее высокую массу органелл у ВИЧ-позитивных 
больных, получающих АРТ [14].

Необходимо отметить, что оба использован-
ных нами красителя обладают не только ранее 
описанными преимуществами, но и недостатка-
ми. Так, MitoTracker Green связывается с белка-
ми, локализованными на внутренней мембране 
органелл и, по-видимому, интенсивность свече-
ния клетки после окрашивания данным реаген-
том будет в большей мере коррелировать с пло-
щадью поверхности внутренней мембраны, чем 

с общей массой митохондрий [4, 11]. Это может 
быть критически важным, поскольку не только 
разные клетки отличаются составом мембранных 
белков и их расположением, но и одинаковые 
клетки могут иметь различное метаболическое 
состояние [13]. Более того, было показано, что 
трансмембранные АТФ-связывающие кассетные 
транспортеры (ATP-binding cassette transporters, 
ABC), выводящие из клетки различные субстра-
ты, обладают способностью выкачивать краси-
тель MitoTracker Green из CD4+Т-лимфоцитов [5].

Исходя из вышеизложенного, для более кор-
ректной оценки состояния митохондрий ме-
тодом проточной цитометрии (в дополнение к 
определению массы и заряда органелл) необхо-
димо также исследовать их функциональные па-
раметры. К таковым можно, например, отнести 
уровень продукции митохондриями активных 
форм кислорода; выход в цитоплазму цитох-
рома при нарушении проницаемости мембра-
ны органелл; определение митохондриального 
транскрипционного фактора А (mitochondrial 
transcription factor A, TFAM) – белка, связанного 
с транскрипцией и репликацией митохондриаль-
ной ДНК [3, 7, 8]. Для цитофлюориметрического 
исследования этих параметров существуют раз-
личные флюорохром-меченые зонды.

Заключение
Таким образом, нами показано, что по 

сравнению со здоровыми донорами у ВИЧ-
инфицированных субъектов повышена масса 
митохондрий в общем пуле CD4+Т-лимфоцитов 
и в субпопуляции клеток памяти. Вместе с тем 
увеличение массы органелл не сопровождается 
ростом заряда мембраны митохондрий. В целом, 
цитофлюориметрическое определение массы и 
мембранного потенциала митохондрий с исполь-
зованием митохондриально-селективных кра-
сителей MitoTracker Green и MitoTracker Orange 
является относительно легким, быстрым и ин-
формативным способом предварительной оцен-
ки состояния органелл в клетках.
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ОЦЕНКА ИММУНОМОДУЛИРУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ 
BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM 791 НА МОДЕЛИ КЛЕТОК 
ВРОЖДЕННОГО И АДАПТИВНОГО ИММУНИТЕТА 
В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VITRO
Костоломова Е.Г.1, Тимохина Т.Х.1, Перунова Н.Б.1, 2, 
Полянских Е.Д.1, Сахаров Р.А.1, Комарова А.В.1
1 ФГБОУ ВО «Тюменский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
России, г. Тюмень, Россия  
2 Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Оренбург, Россия

Резюме. В последние десятилетия накоплены данные об иммунотропной активности бифидоф-
лоры, основанные на влиянии дано группы бактерий на изолированные лимфоидные фолликулы, 
дендритные клетки, агрегаты В-клеток, про- и противовоспалительтные цитокины и хемокины, а 
также участие бифидофлоры в дискриминация «чужеродного материала» при формировании микро-
симбиоценоза. Актуальность исследований связана не только с фундаментальной проблемой симби-
оза человека и микробиоты, но и с перспективой практического применения полученных знаний в 
направлении создания пробиотиков, влияющих на иммунную систему. В работе приведены резуль-
таты исследования влияния супернатанта и бактериальных клеток штамма Bifidobacterium bifidum 791 
(B. bifidum 791) на модели мононуклеарных клетки (МНК) периферической крови человека. В работе 
использовали эталонный штамм B. bifidum 791 (Всероссийская коллекция промышленных микроорга-
низмов ФГУП ГосНИИ «Генетика», № депонента АС-1247), использующийся при производстве про-
биотика «Бифидумбактерин» (ЗАО «Экополис», г. Ковров). МНК выделяли из периферической крови 
20 здоровых доноров. Для окрашивания МНК использовали моноклональные антитела CD4, CD8, 
CD3, CD25, CD69, CD56 (Beckman Coulter, США). Анализ субпопуляционного состава проводили 
методом многоцветной проточной цитометрии на приборе Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США). 
Эксперименты проводили в двух повторах. Исследования показали, что пробиотические штаммы 
обладают активизирующим и модулирующим действием на иммунокомпетентные клетки. Исследу-
емый штамм B. bifidum 791 оказывал иммуномодулирующее действие на клетки неспецифического 
и адаптивного иммунитета: увеличивал % CD69+ клеток в субпопуляции CD3+CD8+Т-лимфоцитов, 
CD69 (%) и CD25 (%) NK-клетками, а также усиливал активацию цитотоксических лимфоцитов. Су-
пернатант бифидобактерий оказывал более выраженное влияние на МНК (увеличивает экспрессию 
CD69 Th-клетками, индуцировал экспрессию CD25 Т-цитотоксическими клетками и увеличивал 
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экспрессию CD69 (%) и CD25 (%) NK-клетками), в сравнении с бактериальными клетками B. bifidum 
791. Полученные данные способствуют пониманию механизмов иммунорегуляторного влияния нор-
мобиоты (на модели бифидобактерий) при формировании симбиотических взаимодействий «микро-
биота – хозяин» и вносят вклад в развитие нового направления – «инфекционная симбиология». 
Дальнейшее исследование иммуномодулирующей активности бифидофлоры имеет перспективу раз-
вития в направлении поиска и отбора штаммов бифидобактерий с целью создания новых пробиотиче-
ских препаратов таргетного действия.

Ключевые слова: Bifidobacterium bifidum, мононуклеарные клетки, субпопуляция лимфоцитов, иммунорегуляция, 
пробиотики

IN VITRO EVALUATION OF IMMUNOMODULATORY ACTIVITY 
OF BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM 791 IN THE CELL MODEL 
OF INNATE AND ADAPTIVE IMMUNITY
Kostolomova E.G.a, Timokhina T.Kh.a, Perunova N.B.a, b, 
Polyanskikh E.D.a, Sakharov R.A.a, Komarova A.V.a
a Tyumen State Medical University, Tyumen, Russian Federation  
b Instutute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg, Russian Federation 

Abstract. Over recent decades, multiple data were accumulated on immunotropic activity of Bifidum flora, 
based on effects of these bacteria on isolated lymphoid follicles, dendritic cells, B-cell aggregates, pro- and anti-
inflammatory cytokines and chemokines, as well as participation of bifidoflora in the recognition of “non-self” 
during the development of microsymbiocenosis. The relevance of research in the field is associated both with 
fundamental issues of human host/microbiota symbiosis, but also with the prospects of practical application of 
the knowledge gained towards design of probiotics that affect the immune system. This article presents the results 
concerning effects of supernatant and bacterial cells of Bifidobacterium bifidum 791 (B. bifidum 791) strain in the 
model of human peripheral blood mononuclear cells (MNCs). We used the reference strain B. bifidum 791 (Russian 
Collection of Industrial Microorganisms from the GosNII Genetika Federal State Enterprise, Deposition 
No. AS-1247), which is used in production of the probiotic drug “Bifidumbacterin” (CJSC Ecopolis, Kovrov). 
Mononuclear cells (MNCs) were isolated from peripheral blood of 20 healthy donors. MNCs were stained 
with monoclonal antibodies for CD4, CD8, CD3, CD25, CD69, CD56 (Beckman Coulter, USA). Analysis of 
the cellular subsets was performed by multicolor flow cytometry with Cytomics FC500 instrument (Beckman 
Coulter, USA). The experiments were carried out in duplicate. The studies have shown that probiotic strains 
have an activating and modulating effect upon immunocompetent cells. The studied B. bifidum 791 strain had 
an immunomodulatory effect on the cells of nonspecific and adaptive immunity: it increased the percentage 
of CD69+ cells in the subpopulation of CD3+CD8+T lymphocytes, CD69 (%) and CD25 (%) NK cells, and 
promoted activation of cytotoxic lymphocytes. The supernatant of bifidobacteria had a more pronounced effect 
on MNCs. E.g., it increased the expression of CD69 by Th cells, induced the expression of CD25 by T cytotoxic 
cells, and increased the CD69 and CD25 expression (%) by NK cells compared to B. bifidum 791 bacterial 
cells. These data contribute to understanding the mechanisms of immunoregulatory influence of normobiota 
(in the Bifidobacteria models) by formation of symbiotic interactions “microbiota – host” and contribute to 
the development of a new research area, i.e., “infectious symbiology”. Further study of immunomodulatory 
activity of bifidoflora has the prospectives of searching and selection of Bifidobacteria strains, in order to create 
new targeted probiotic preparations.

Keywords: Bifidobacterium bifidum, mononuclear cells, lymphocyte subpopulation, immunoregulation, probiotics
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Введение
Функции бифидофлоры разнообразны, но 

основной является поддержание гомеостаза хо-
зяина. Бифидофлоре принадлежит ведущая роль 
в синтезе биологически активных веществ, улуч-
шении процессов всасывания и гидролиза жи-
ров, белкового и минерального обмена [1, 6].

В последние десятилетия накоплены данные 
об иммунотропной активности бифидобакте-
рий. Показан вклад бифидобактерий в развитие 
и функционирование изолированных лимфоид-
ных фолликулов, специализированных кишеч-
ных структур, составленных из дендритных кле-
ток и агрегатов В-клеток. В физиологических 
условиях штаммы бифидобактерий повышают 
колонизационную резистентность, подавляют 
воспалительные реакции и апоптоз [9]. Показа-
но, что первичная дискриминация «чужеродного 
материала» бифидобактериями – инициальный 
этап последующего «сигналинга» в регуляции 
иммунного гомеостаза хозяина. Дальнейшие эта-
пы регуляции осуществляются через дендритные 
клетки непосредственно бифидобактериями, их 
метаболитами с последующим воздействием на 
дифференцировку наивных CD4+T-лимфоцитов 
и поддержанием оптимального цитокинового ба-
ланса кишечного биотопа человека [2]. Установ-
лено, что при взаимодействии специфической 
молекулы бифидобактерий, MAMP, с PRR, пред-
ставленным на мембране эпителиальных/иммун-
ных клеток, в основном, определяет клеточную 
структуру слизистой оболочки кишечника [12].

В различных исследованиях отмечено уве-
личение продукции широкого спектра про- и 
противовоспалительных цитокинов, сопрово-
ждающееся стимуляцией лейкоцитов крови при 
назначении пациентам пробиотиков содержащих 
бифидобактерии. Подтверждением иммуномоду-
лирующей функции бифидобактерий являются 
данные зарубежных авторов о влиянии бифидо-
содержащих пробиотиков не только на индук-
цию, но и подавление выработки провоспали-
тельтных цитокинов и хемокинов [1, 7,  10]. 

С учетом вышеизложенного, интерес к даль-
нейшим исследованиям иммуномодулирующих 
свойств пробиотических бактерий очевиден. Это 
связано не только с фундаментальной проблемой 
симбиоза человека и микробиоты, но и с пер-
спективой практического применения получен-
ных знаний в направлении создания пробиоти-
ков, влияющих на иммунную систему в желаемом 

направлении. Данный факт требует разработки 
моделей для оценки иммуномодулирующего 
влияния бактерий с целью скрининга штаммов, 
способных оказывать влияние на иммунитет че-
ловека. Несмотря на то, что модели in vitro имеют 
важные ограничения, они позволяют провести 
предварительный скрининг эффектов, которые 
бактериальные клетки или их фракции могут 
оказывать на различные компоненты иммунно-
го ответа [8]. В большинстве моделей in vitro, ос-
нованных на иммунных клетках, используются 
мононуклеарные клетки периферической крови 
(МНК).

Целью настоящего исследования явилось из-
учение влияния супернатанта (СН) и бактериаль-
ных клеток (БК) штамма B. bifidum 791 на модели 
мононуклеарных клетки периферической крови 
человека (МНК).

Материалы и методы
В работе использовали эталонный штамм 

B. bifidum 791 (Всероссийская коллекция про-
мышленных микроорганизмов ФГУП ГосНИИ 
«Генетика», № депонента АС-1247), использую-
щийся при производстве пробиотика «Бифидум-
бактерин» (ЗАО «Экополис», г. Ковров). Ранее 
была доказана антимикробную активность экзо-
метаболитов данного препарата [4]. 

Для получения СН и БК исследуемого 
штамма, рабочую концентрацию B. bifidum 791 
(5 × 107 КОЕ/мл) инокулировали на дно пробир-
ки с 9 мл бульона Шедлера (HIMEDIA, Индия). 
Пробирки инкубировали в термостате при тем-
пературе 37  °C в течение 48 часов. Для получе-
ния супернатанта (экзометаболитов) бульонные 
культуры бифидобактерий центрифугировали 
при 3000 об/мин в течение 30 минут, надосадоч-
ную культуральную жидкость отделяли от кле-
ток и стерилизовали через мембранные филь-
тры (Millipore, 0,22 мкм). С целью получения 
суспензии бактериальных клеток B. bifidum 791, 
осадок, полученный после центрифугирования 
бульонной культуры, дважды отмывали 0,9% 
физиологическим раствором хлорида натрия. 
Далее готовили бактериальную взвесь на 0,9%-
ном физиологическом растворе хлорида натрия 
с концентрацией микроорганизмов 109 КОЕ/мл 
(3 McF).

Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли в 
стерильных условиях из периферической крови 
20 практически здоровых доноров (10 мужчин и 
10 женщин). Кровь забирали из локтевой вены 
в стерильную вакуумную пробирку с К3ЭДТА. 
МНК получали методом градиентного центрифу-
гирования (400 g) в градиенте плотности фиколл-
верографин (Pharmacia, Швеция) – 1,077 г/см3. 
МНК доведенные до 2 × 106 клеток/мл, инкуби-
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ровали в 24-луночных планшетах в присутствии 
бактерий в соотношении 1:1 и экзометаболитов в 
полной культуральной среде в течение 72 ч при 
37 °C в атмосфере 5% CO2. Нестимулированные 
МНК использовали в качестве отрицательного 
контроля. 

Для окрашивания МНК использовали моно-
клональные антитела CD4, CD8, CD3, CD25, 
CD69, CD56 (Beckman Coulter, США). Анализ 
субпопуляционного состава проводили методом 
многоцветной проточной цитометрии на прибо-
ре Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США). 

Эксперименты проводили в двух повторах. 
Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили средствами пакета Statistica 10 
(StatSoft, США). Статистические результаты вы-
ражали в виде средней ошибки средней величи-
ны (m). Различия считались статистически до-
стоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Для оценки влияния бифидобактерий наим-

мунокомпетентные клетки, супернатант и кле-
точные экстракты бактерий B. bifidum 791 соинку-
бировали с МНК в соотношении 1:1. Результаты 
оценивали методом многоцветной проточной 
цитометрии. 

На первом этапе с целью создания модели in 
vitro было проведено исследование жизнеспо-
собности МНК с использованием витального 
красителя 7AAD после 72 часов инкубации с СН 
и БК B. bifidum 791. Установлено, что жизнеспо-
собность иммунокомпетентных клеток составила 
91±2,6% при соинкубации с полной инкубаци-
онной средой, 74±3,9% – с СН B. bifidum 791 и 
49±5,1% – с КЭ B. bifidum 791. Далее, исследова-
ние влияния бифидобактерий на маркеры акти-
вации и активность NK-клеток оценивали только 
в жизнеспособных клетках. Маркеры активации 
и пролиферация Т-лимфоцитов обычно являют-
ся параметрами для оценки иммунной функции 
CD69 и CD25 представляют собой клеточные 
молекулы, экспрессия которых может быть инду-
цирована на Т-клетках, В-клетках, NK-клетках и 
других клетках путем стимуляции патогенами во 
время воспаления или митогенами. Следователь-
но, их поверхностная экспрессия может быть ис-
пользована для оценки активации лимфоцитов. 

На втором этапе исследований клетки окра-
шивали соответствующими комбинациями флуо-
ресцентно меченных мышиных моноклональных 
антител против человека для различия субпопу-
ляций лимфоцитов. При оценке иммуномодули-
рующей активности бифидобактерий на модели 
МНК in vitro, было установлено, что супернатант, 
и суспензия бактериальных клеток исследуемого 
штамма бифидобактерий были способны уве-

личивать экспрессию CD69 Т-клетками (CD3+, 
составляющие 79% лимфоцитов) (p > 0,05). При 
этом БК B. bifidum 791 не влияли на экспрессию 
CD69 (в CD3+CD4+Th-клетками (составляю-
щими 51% лимфоцитов от CD3+), а СН иссле-
дуемого штамма – незначительно увеличивали 
экспрессию CD69 Th-клетками (3,24±0,98% и 
0,69±0,2% соответственно) (р < 0,05). Примеча-
тельно, что и бактериальные клетки и суперна-
тант B. bifidum 791 увеличивали % CD69+ клеток 
в субпопуляции CD3+CD8+Т-лимфоцитов, в нор-
ме составляющих 27% популяции Т-лимфоцитов 
(6,88±2,13% и 11,34±2,29% против 1,92±0,64% в 
контроле соответственно) (p < 0,05). 

Также было выявлено, что БК и СН B. bifidum 
791 преимущественно усиливали активацию ци-
тотоксических лимфоцитов, что, по-видимому, 
является общей чертой пробиотических штам-
мов и подтверждается данными зарубежных ис-
следователей [5]. Бактериальные клетки исследу-
емого пробиотического штамма бифидобактерий 
не влияли на экспрессию CD25 Т-клетками, 
Th или Ts-клетками. При этом супернатант 
B. bifidum 791 индуцировал экспрессию CD25 
Т-цитотоксическими клетками (7,62±1,33% про-
тив 2,59±0,88% в контроле) (р < 0,05). 

Известно, что NK-клетки являются компо-
нентом неспецифического иммунного ответа, 
участвующего в разрушении опухолевых клеток 
и инфицированных вирусом клеток и составля-
ют примерно 15% лимфоцитов. В эксперименте 
было получено значительное увеличение экс-
прессии CD69 (%) и CD25 (%) NK-клетками при 
сокультивировании как с БК, так и с СН иссле-
дуемого штамма бифидобактерий: полученные 
значения варьировали от 57,55 до 82,52% и от 8,08 
до 22,26% соответственно при значениях в кон-
трольных пробах 4,0 и 0,19 соответственно. 

В настоящее время большинство пробиоти-
ческих продуктов и препаратов создается на ос-
нове бифидобактерий, являющихся «ключевым» 
звеном кишечной микробиоты человека и вы-
полняющих многофункциональную роль в под-
держании гомеостаза хозяина. Это обусловлено 
тем, что бифидобактерии обеспечивают «устой-
чивость к заселению» (колонизации) тканей и 
органов человека патогенными и условно-пато-
генными микроорганизмами, обладают иммуно-
тропной активностью и огромным потенциалом 
метаболических функций, что позволяет рассма-
тривать их как эффективный «биокорректор» и 
основу для создания лечебно-профилактических 
препаратов [2, 11]. 

В проведенном исследовании установлено, что 
пробиотический штамм B. bifidum 791, использу-
ющийся в производстве бифидосодержащих пре-
паратов, оказывает иммуномодулирующее дей-
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ствие на клетки неспецифического и адаптивного 
иммунитета. При этом результат воздействия на 
МНК различался при воздействии бактериаль-
ных клеток и супернатанта бифидобактерий. По-
лученные данные подтверждают значение супер-
натанта культур бифидобактерий в поддержании 
иммунного гомеостаза, показанный ранее на мо-
дели микросимбиоценоза кишечника человека, 
реализуемый через цитокиновый и антицитоки-
новый профиль хозяина [1]. 

Исследования показали, что пробиотические 
штаммы способны оказывать активизирующее 
и модулирующее воздействие на иммунокомпе-
тентные клетки, что, возможно обеспечивает за-
щиту против кишечных инфекций [3]. 

Таким образом, полученные материалы спо-
собствуют пониманию механизмов иммуноре-
гуляторного влияния нормобиоты (на модели 
бифидобактерий) при формировании симбиоти-
ческих взаимодействий «микробиота – хозяин» 
и вносят вклад в развитие нового направления – 
«инфекционная симбиология». С другой сторо-
ны, дальнейшее развитие исследований имеет 
практическую значимость, поскольку исполь-

зование предложенной модели можно исполь-
зовать для отбора штаммов бифидобактерий с 
высокой иммуномодулирующей активностью с 
целью создания пробиотических препаратов тар-
гетного действия. 

Выводы
1. Разработана модель in vitro сокультивиро-

вания МНК и клеточного концентрата B. bifidum.
2. Пробиотический штамм 791 оказывает 

иммуномодулирующее действие на клетки не-
спецефического и адаптивного иммунитета: 
увеличивает % CD69+ клеток в субпопуляции 
CD3+CD8+Т-лимфоцитов, CD69 (%) и CD25 (%) 
NK-клетками, а также усиливает активацию ци-
тотоксических лимфоцитов. 

3. Супернатант бифидобактерий оказывает 
более выраженное влияние на МНК (увеличивает 
экспрессию CD69 Th-клетками, индуцирует экс-
прессию CD25 Т-цитотоксическими клетками и 
увеличивает экспрессию CD69 (%) и CD25 (%) 
NK-клетками), в сравнении с бактериальными 
клетками B. bifidum 791.
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ОЦЕНКА ДИНАМИКИ ИЗМЕНЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА 
СЕРОПОЗИТИВНЫХ ПАЦИЕНТОВ ПО АНТИТЕЛАМ ПРОТИВ 
SARS-CoV-2 В ТЕЧЕНИЕ ДВУХ С ПОЛОВИНОЙ ЛЕТ 
РАЗВИТИЯ ПАНДЕМИИ COVID-19
Крицкий И.С.1, Зурочка В.А.1, 2, Ху Д.3, Сарапульцев А.П.1, 2

1 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Южно-Уральский государственный университет» (национальный исследовательский 
университет), г. Челябинск, Россия  
3 Хуачжунский университет науки и технологий, Ухань, Китай

Резюме. Серология, являясь оперативным и относительно недорогим методом определения 
COVID-19, может играть важную роль в борьбе с пандемией SARS-CoV-2. Целью исследования было 
изучение динамики изменения количества серопозитивных пациентов по антителам против SARS-
CoV-2 в течение двух с половиной лет развития пандемии COVID-19.

В исследовании приняли участие 6051 человек. Среди них было 2840 женщины и 3211 мужчины. 
Средний возраст составил 41,68±0,17 (M±SEM). Все участники исследования на момент проведения 
анализа являлись жителями Челябинской области. Сбор данных осуществлялся в период с 01.06.2020 
по 18.01.2022. Серопозитивность оценивалась с помощью тестирования на антитела IgG, IgM и IgA 
(АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск, Россия) против SARS-CoV-2 методом «непрямого» двухэтапного 
иммуноферментного анализа (ИФА).

В ходе исследования за весь период было получено 27 (20,45%) отрицательных, 99 (75%) положи-
тельных и 6 (4,55%) сомнительных результатов ИФА на IgA к SARS-CoV-2; 2433 (42,35%) отрица-
тельных, 3245 (56,48%) положительных и 67 (1,17%) сомнительных результатов ИФА на IgG, и 2710 
(70,41%) отрицательных, 996 (25,88%) положительных и 143 (3,72%) сомнительных результатов ИФА 
на IgM. В целом наибольшая доля положительных результатов была выявлена у иммуноглобулинов 
класса A. Был определен волновой характер распределения плотности всех антител-положительных 
пациентов, не связанный с пиковыми значениями распределения заболеваний COVID-19 в Челя-
бинской области. Большая часть волн серопревалентности была обнаружена раньше волн заболева-
емости SARS-CoV-2. Установлена положительная взаимосвязь серопозитивности IgG и IgM против 
SARS-CoV-2 с возрастом и женским полом. 

В целом серологические методы исследования и регулярный мониторинг антител против SARS-
CoV-2 могут играть важную роль в оценке распространенности пандемии коронавируса и иммунного 
ответа на инфекцию внутри популяции.

Ключевые слова: антитела, иммунитет, иммуноферментный анализ, серопозитивность, SARS-CoV-2, COVID-19
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DYNAMICS OF CHANGES IN THE NUMBER OF SARS-CoV-2 
SEROPOSITIVE PATIENTS OVER TWO YEARS OF THE 
COVID-19 PANDEMIC
Kritsky I.S.a, Zurochka V.A.a. b, Hu D.c, Sarapultsev A.P.a, b

a Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation  
b South Ural State University (National Research University), Chelyabinsk, Russian Federation  
c Huazhong University of Science and Technology, Wuhan, China

Abstract. Serological assays, being rapid and relatively inexpensive methods for detecting COVID-19, may 
play an important role in combating the SARS-CoV-2 pandemic. The aim of the present study was to assess 
dynamics of changes in the number of seropositive patients for SARS-CoV-2 antibodies over 2.5 years of the 
evolving COVID-19 pandemic. The study included 6051 persons (2840 women and 3211 males). Their mean 
age was 41.68±0.17 years (M±SEM). At the time of this survey, all participants were residents of the Chelyabinsk 
region. General information was collected over the period from 06/01/2020 to 01/18/2022. Seropositivity for 
SARS-C0V-2 was assessed by test kits for IgG, IgM and IgA antibodies (JSC Vector-Best, Novosibirsk, Russia) 
against SARS-CoV-2 using “indirect” two-stage enzyme immunoassay (ELISA). Over the entire period, 27 
cases were seronegative (20.45%); 99 samples were positive for IgA to SARS-CoV-2 (75%), and 6 samples 
(4.55%) yielded questionable ELISA results. IgG testing for SARS-Cov-2 antibodies was negative in 2433 cases 
(42.35%); 3245 samples (56.48%) were positive, and 67 specimens provided (1.17%) doubtful results using 
ELISA tests. IgM antibodies were not revealed in 2710 (70.41%) cases; 996 were positive (25.88%), and 143 
specimens (3.72%) yielded doubtful results by ELISA technique. In general, the highest proportion of positive 
results was found in class A immunoglobulins. The wave-like distribution of the density among all antibody-
positive patients was revealed, which, however, was not associated with peak values   of COVID-19 morbidity in 
Chelyabinsk Region. Most waves of seroprevalence were detected before the waves of SARS-CoV-2 infection. 
A positive relationship was established between IgG and IgM seropositivity against SARS-CoV-2 with age and 
female gender. Conclusion. In general, serological testing and regular monitoring of antibodies against SARS-
CoV-2 may play an important role in assessing its prevalence during the coronavirus pandemic and immune 
response to the infection at a population level.

Keywords: antibodies, immunity, enzyme immunoassay, seropositivity, SARS-CoV-2, COVID-19

Работа выполнена по гранту РФФИ и NSFC, 
20-515-55003.

Введение
11 марта 2020 года ВОЗ объявила новую ко-

ронавирусную инфекцию SARS-CoV-2, впервые 
обнаруженную в китайском городе Ухань в де-
кабре 2019 года, пандемией. Вирус быстро рас-
пространился по множеству стран, приводя к 
высоким уровням заболеваемости и смертности. 
Спустя более чем два года, по оценке Всемир-
ной организации здравоохранения (ВОЗ) во всем 
мире было зарегистрировано более 500 миллио-
нов подтвержденных случаев заболевания и бо-
лее 6 миллионов случаев смерти. 

В настоящее время «золотым стандартом» 
подтверждения COVID-19, одобренным ВОЗ [5], 
является метод амплификации нуклеиновых кис-
лот с помощью полимеразной цепной реакции с 

обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) в реальном 
времени. В то же время данный метод диагно-
стики имеет ряд ограничений. Так, проведение 
методики ПЦР требует хорошо подготовленного 
персонала, а также сложного и дорогостояще-
го оборудования, которое обычно находится в 
крупных лабораториях с высокими требования-
ми по биобезопасности. При этом ОТ-ПЦР те-
стирование занимает достаточно много времени, 
требуя от нескольких часов до 2-3 дней для полу-
чения окончательных результатов [12]. Наконец, 
чувствительность и точность отдельных наборов 
для проведения ОТ-ПЦР может вызывать сомне-
ния [11]. В этом случае появление ложноотрица-
тельных результатов может объясняться ошибка-
ми на преаналитическом этапе тестирования (во 
время сбора, хранения, транспортировки и обра-
ботки биологических образцов), а также тем, что 
эффективность тестирования во многом опреде-
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ляется временными рамками и слишком раннее 
или слишком позднее тестирование может при-
вести к неверным результатам [8].

В то же время, в связи с большим влиянием 
SARS-CoV-2 на сферу глобального здравоохра-
нения и серьезными последствиями, которые 
испытывают медицинские учреждения во всем 
мире, для сдерживания и контроля коронавирус-
ной инфекции (COVID-19) требуются надежные, 
эффективные и недорогие средства диагностики. 
Это приводит к активному развитию и широко-
му применению других методов лабораторной 
диагностики SARS-CoV-2. Большую часть из 
них можно разделить на две категории. Первая, к 
которой относится амплификация нуклеиновых 
кислот методом ПЦР, а также ряд других анали-
зов, направлена на обнаружение вируса либо его 
частей в биологических образцах пациента. Та-
кие методы иногда называют «прямыми». Вторая 
группа методов направлена на оценку иммунного 
ответа, возникающего вследствие инфицирова-
ния (в том числе определение вирусоспецифи-
ческих антител – серологические методы). Се-
рологические методы в основном используются 
для характеристики гуморального иммунного от-
вета и обычно предназначены для обнаружения 
человеческих антител IgA, IgM и IgG на SARS-
CoV-2  [9]. Выработка специфических антител 
(сероконверсия) имеет определенные временные 
рамки, которые могут помочь определить стадию 
и тяжесть инфекционного заболевания. Так, в ис-
следовании, опубликованном в июле 2020 года, 
сероконверсия IgM и IgG в ответ на SARS-CoV-2 
наблюдалась у более 80% участников в среднем 
через 8 и 10 дней после проявления симптомов. 
При этом пиковые значения величины IgM были 
выше у пациентов, поступивших в отделение ин-
тенсивной терапии [7]. В другом исследовании 
сероконверсия отмечается с 15-го дня от начала 
заболевания – антитела IgM и IgG выявлялись 
у 94,3% и 79,8% пациентов, соответственно [15]. 
Имеются данные о среднем времени сероконвер-
сии для IgA, IgM и IgG в 13, 14 и 14 дней соответ-
ственно, в то время как самый ранний случай се-
роконверсии при этом наблюдался у IgA – 2 дня 
после появления начальных симптомов [13, 14].

Несмотря на то, что в настоящее время се-
рологические методы исследования играют по 
большей мере вспомогательную роль по отно-
шению к тестам с амплификацией нуклеиновых 
кислот в диагностике COVID-19, они имеют це-
лый ряд преимуществ. Во-первых, эти методы 
могут дать более точную оценку распространен-
ности инфекции SARS-CoV-2, так как способ-
ны обнаружить антитела у переболевших лиц, 
не имеющих ПЦР-теста, или у бессимптомных 
пациентов [4, 15]. Во-вторых, человеческие анти-

тела более стабильны по сравнению с вирусной 
РНК, и поэтому серологические образцы менее 
подвержены порче на преаналитическом эта-
пе [12]. В-третьих, при использовании обычных 
96-луночных микропланшетов и автоматических 
устройств иммуноферментного анализа воз-
можности серологического тестирования зна-
чительно увеличиваются по сравнению с ПЦР-
тестированием [10], а рост производительности 
в условиях пандемии крайне необходим при диа-
гностике инфекции. Также, как было сказано 
ранее, с помощью серологических методов те-
стирования на COVID-19, при оценке кинетики 
выработки антител, можно определить тяжесть 
заболевания.

Таким образом, серология, являясь оператив-
ным и относительно недорогим методом опре-
деления COVID-19, может играть важную роль в 
борьбе с пандемией SARS-CoV-2, например при 
оценке распространенности инфекции или в ис-
следованиях иммунного ответа как у отдельных 
пациентов, так и у целых когорт [15].

Цель исследования – изучить динамику изме-
нения количества серопозитивных пациентов по 
антителам против SARS-CoV-2 в течение двух с 
половиной лет развития пандемии COVID-19.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 6051 чело-

век. Среди них было 2840 женщин и 3211 мужчин. 
Средний возраст составил 41,68±0,17 (M±SEM). 
Все участники исследования на момент прове-
дения анализа являлись жителями Челябинской 
области. Сбор данных осуществлялся в период с 
01.06.2020 по 18.01.2022. Серопозитивность оце-
нивалась с помощью тестирования на антите-
ла IgG, IgM и IgA против SARS-CoV-2 методом 
«непрямого» двухэтапного иммуноферментного 
анализа (ИФА). На все три иммуноглобулина вы-
полнили анализ 133 человека, тест на IgM и IgG 
выполнили 3561 человек, только на определение 
IgG – 2124 человека и только на определение 
IgM – 233 человека. На определение антител IgA 
и IgM или только IgA тестирование не выполня-
лось. 

Для ИФА периферическая кровь участников 
исследования была взята путем венепункции. 
Сбор крови осуществлялся в пробирки, содер-
жащие кремнезем и полимерный гель для отде-
ления сыворотки. Центрифугирование биомате-
риала проводилось при 1500g в течение 20 мин. 
Полученную сыворотку крови использовали для 
выявления антител в день взятия образца. Имму-
ноферментный анализ выполнялся с помощью 
реагентов D-5501 SARS-Cov-2-IgG-ИФА-BEST, 
D-5502 SARS-Cov-2-IgM-ИФА-BEST и D-5503 
SARS-Cov-2-IgA-ИФА-BEST (АО «Вектор-Бест», 
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г. Новосибирск, Россия). Для проведения анали-
за было необходимо 10 мкл сыворотки. Тестиро-
вание проводилось в соответствии с инструкция-
ми производителя. 

На первом этапе анализа специфические ан-
титела, содержащиеся в исследуемых образцах, 
связывались с иммобилизованным на поверх-
ности лунок планшета рекомбинантным анти-
геном SARS-CoV-2  –  рецептор-связывающим до-
меном (RBD) гликопротеина S (шиповидный 
белок SARS-CoV-2). На втором этапе конъюгат 
моноклональных антител к иммуноглобулинам 
человека с пероксидазой хрена взаимодейство-
вал с комплексами антиген-IgG/IgM/IgA. При 
инкубации с раствором тетраметилбензидина в 
течение 25 минут растворы в лунках содержали 
образовавшиеся комплексы антиген-IgG/IgM/
IgA-конъюгат. Остановка реакции осуществля-
лась добавлением стоп-раствора (NH2SO4). По-
глощение при 450 нм, с эталонным значением 
620 нм, измеряли в считывающем устройстве для 
планшетов ELISA. Интенсивность окрашивания 
была пропорциональна концентрации антител к 
SARS-CoV-2 в анализируемом образце. Продол-
жительность анализа составляла около 2 часов.

Для оценки результатов проведенного ИФА 
был произведен расчет коэффициента позитив-
ности (КП). КП отображает, во сколько раз кон-
центрация антител превышает пороговое зна-
чение. Расчет КП осуществляется с помощью 
следующей формулы:

КП = 
Оптическая плотность образца

Оптическая плотность критическая

Результат анализа считался положительным, 
если КП был больше либо равен 1,1, и отрица-
тельным, если КП был меньше 0,8. Если значе-
ние КП было между 0,8 и 1,1 результат считался 
сомнительным [15].

Обработка и анализ данных осуществлялись 
с помощью R 3.1.1 12 (R Foundation for Statistical 
Computing, Венна, Австрия) и Microsoft Excel 
версии 14.0 [1]. Так как распределение в количе-
ственных данных было ненормальным (p-value 
теста Шапиро–Уилка < 0,05), то использованные 
статистические критерии были непараметриче-
скими.

Результаты и обсуждение
В ходе исследования за весь период было по-

лучено 27 (20,45%) отрицательных, 99 (75%) по-
ложительных и 6 (4,55%) сомнительных резуль-
татов ИФА на IgA к SARS-CoV-2; 2433 (42,35%) 
отрицательных, 3245 (56,48%) положительных 
и 67 (1,17%) сомнительных результатов ИФА на 
IgG, и 2710 (70,41%) отрицательных, 996 (25,88%) 

положительных и 143 (3,72%) сомнительных ре-
зультатов ИФА на IgM. В целом наибольшая доля 
положительных результатов была выявлена у им-
муноглобулинов класса A.

Получившееся распределение плотности по-
ложительных результатов всех исследуемых ан-
тител и заболеваемости в Челябинской области 
за период пандемии представлено на рисунке  1. 
Дополнительно на графике двумя вертикальны-
ми пунктирными линиями были добавлены даты 
обнаружения в России вариантов коронавиру-
са, имеющих наиболее сильное влияние на рас-
пространенность COVID-19 в нашей стране –  
«Дельта» (Панго-линия B.1.617.2, дата обнару-
жения в РФ – начало апреля 2021 года) и «Оми-
крон» (Панго-линия B.1.1.529, дата обнаружения 
в Челябинской области – 17.01.2022); и серой то-
чечной линией была добавлена дата начала вак-
цинации в России (15.10.2020). Визуально отме-
чается мультимодальность у всех представленных 
распределений, с разным количеством пиков. 
Для нахождения соответствующих пиков был ис-
пользован пакет R "multimode" [1].

Первый пик заболеваемости определяется 21 
июня 2020 года с плотностью 0,0006. Последую-
щие пики серопозитивности IgG были 17 ноября 
2020 года (плотность = 0,0019), а IgM – 3 ноября 
2020 года (плотность = 0,0051). Так как анализы 
на IgA проводились нами только с 7 июля 2021 
года, частота положительных результатов на этот 
тип антител против SARS-CoV-2 не отражает 
первую «волну» заболеваемости COVID-19. 

Второй пик заболеваемости в Челябинской 
области определяется 22 декабря 2020 года с 
плотностью 0,001. Последующий пик серопо-
зитивности IgG зафиксирован 2 июля 2021 года 
(плотность = 0,0061), IgM – 8 июля 2021 года 
(плотность = 0,0028), IgA – 15 августа 2021 года 
(плотность = 0,0107). 

После третьего пика заболеваемости, за-
фиксированного 20 августа 2021 года (плот-
ность = 0,0012), резкие повышения серопозитив-
ности были определены 24 октября 2021 года для 
IgG (плотность = 0,003), 28 октября 2021 года для 
IgM (плотность = 0,0038) и 27 октября 2021 года 
для IgA (плотность = 0,0076).

Четвертый пик заболеваемости зафиксирован 
30 ноября 2021 года (плотность  =  0,002). После 
него резкого повышения серопозитивности ни в 
одном из типов антител не было обнаружено.

Самый высокий пик заболеваемости 14 фев-
раля 2022 года, плотность которого составила 
0,0144, не попал в наш временной интервал ис-
следования серопревалентности. 

Таким образом, время определения пиков се-
ропозитивности IgG составляло от 65 до 192 дней, 
IgM от 122 до 196 дней и IgA от 68 до 236 дней 
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после ориентировочных пиков заболеваемости 
в Челябинской области. Так как эти временные 
промежутки намного выше указанных в научной 
литературе сроков сероконверсии, рассматривать 
полученную нами серопревалентность как кол-
лективный иммунный ответ на условные волны 
ПЦР-положительных пациентов, указанных на 
официальном интернет-ресурсе по противодей-
ствию распространению коронавирусной инфек-
ции в Челябинской области, вероятнее всего, не 
стоит. Тест Спирмена на поиск корреляции по-
недельной и помесячной частоты заболеваемо-
сти COVID-19 с серопозитивностью каждого из 
антител на SARS-CoV-2 также не имел статисти-
ческой значимости. Но при этом и ПЦР-тесты, 
и полученные нами результаты ИФА отображают 
сильное повышение плотности распределения 
после появления в России варианта коронави-
руса, квалифицируемого ВОЗ, как вызывающего 
беспокойства – «Дельта». Дополнительно стоит 
отметить, что пики серопревалентности опреде-
ляются несколько раньше пиков высокой плот-
ности ПЦР-позитивных результатов. Можно 
предположить, что либо наше ИФА-тестирова-
ние отражает распространенность среди бессим-
птомных пациентов, либо характеризует не толь-
ко распределение антител против SARS-CoV-2 у 
зараженных пациентов, но и учитывает иммуно-
глобулины, синтезированные в результате вакци-
нации.

Связь между возрастом и результатом ИФА 
была изучена с помощью рангового теста Спирме-

на на корреляцию. Была обнаружена статистиче-
ски значимая положительная взаимосвязь между 
возрастом и значением КП для IgM (коэффици-
ент корреляции = 0,1, p-value < 0,001) и IgG (ко-
эффициент корреляции = 0,16, p-value < 0,001). 
Для IgA корреляция не имела статистической 
значимости (коэффициент корреляции = 0,14, 
p-value = 0,12). Сравнение возраста между груп-
пами людей с положительным, отрицательным и 
сомнительным результатом ИФА была проведена 
тестом Краскела–Уоллиса с множественными 
сравнениями тестом Вилкоксона и поправкой 
Бонферрони. 

Для IgM против SARS-CoV-2 различия были 
статистически значимы для теста Краскела–Уол-
лиса (H = 39,44; df = 2; p-value < 0,001) и всех 
множественных сравнений (p-value поправлен-
ный < 0,05) кроме сравнения между группой 
«Положительные» и группой «Сомнительные» 
(p-value поправленный = 0,4). При этом средние 
значения возраста составили (M±SEM, в годах): 
отрицательный ИФА – 40,03±0,25, положитель-
ный ИФА – 42,38±0,41, сомнительный ИФА – 
44,2±1,08. 

Для IgG против SARS-CoV-2 результат теста 
Краскела–Уоллиса имел статистическую значи-
мость (H = 82,35; df = 2; p-value < 0,001). Множе-
ственные сравнения при этом показали значимые 
различия только между группой с положитель-
ным и отрицательным результатом (p-value по-
правленный < 0,001). Средние значения возраста 
составили 40,1±0,25 для отрицательного ИФА, 

Рисунок 1. Распределение плотности серопозитивных на SARS-CoV-2 результатов ИФА, сделанных в ходе 
настоящего исследования, и заболеваемости, зарегистрированной в Челябинской области
Figure 1. Distribution of the density of SARS-CoV-2 seropositive ELISA results obtained during this study and the incidence 
registered in the Chelyabinsk
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42,88±0,24 для положительного ИФА, 41,63±1,59 
для сомнительного ИФА. 

Для IgA против SARS-CoV-2 тест Краскела–
Уоллиса не определил наличия статистически 
значимых различий между группами (H = 4,13; 
df = 2; p-value = 0,13). 

Положительная взаимосвязь между возрастом 
и серопревалентностью IgM и IgG, которая может 
быть объяснена большей концентрацией провос-
палительных цитокинов у пожилых людей, так 
же отмечается и в других исследованиях [6]. 

Распределение результатов ИФА в зависимо-
сти от пола участников исследования представле-
но в таблице 1. 

Как видно из представленных в таблице 1 дан-
ных, процент сероположительных женщин для 
всех типов антител превышает процент серопо-
зитивных мужчин, что согласуется с результата-
ми других исследований [2,  6,  15]. Все различия 
в соотношениях были проверены Хи-квадратом 
Пирсона. В результате статистических расче-
тов значимы были различия в распределении 
ИФА по полу на IgM (Хи-квадрат = 14,81; df = 2; 
p-value < 0,001) и IgG (Хи-квадрат = 53,54; df = 2; 
p-value < 0,001). Различия в соотношениях IgA 
между мужчинами и женщинами не имели стати-
стическую значимость (Хи-квадрат = 1,19; df = 2; 
p-value = 0,55). 

Между участниками исследования мужского и 
женского пола мы сравнили КП изучаемых анти-
тел тестом Вилкоксона. Для IgM (W = 1956365, 
p-value < 0,001) и для IgG (W = 4704211, 
p-value < 0,001) различия в КП между мужчинами 
и женщинами были статистически значимы. При 
этом средние значения КП (M±SEM) для IgM 
составили 1,66±0,08 у мужчин и 1,69±0,09 у жен-
щин. Для IgG – 6,54±0,18 и 8,91±0,17 у мужчин и 
женщин соответственно.

Для IgA различия между мужчинами и женщи-
нами в КП статистической значимости не имели 
(W = 2064,5; p-value = 0,74), а средние значения 
составили 5,09±0,82 у мужчин и 4,56±0,68 у жен-
щин. 

Проведенное исследование отобразило карти-
ну изменения распространенности антител IgA, 
IgM и IgG в популяции Челябинской области в 
период пандемии SARS-CoV-2. 

Необходимо отметить, что выявленное рас-
пределение положительных результатов имело 
мультимодальный, «волновой» характер, с не-
сколькими пиками за весь изучаемый времен-
ной промежуток. Пики в распределении антител, 
имеющие самую высокую плотность серопо-
зитивных анализов, определялись спустя неко-
торое время после появления Дельта-вариан-
та коронавируса. Дельта-вариант SARS-CoV-2 

ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИФА НА АНТИТЕЛА К SARS-CoV-2 ПО ПОЛУ УЧАСТНИКОВ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

TABLE 1. DISTRIBUTION OF ELISA RESULTS FOR ANTIBODIES TO SARS-CoV-2 BY GENDER OF STUDY PARTICIPANTS
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Female 13 17,33% 1005 37,44% 1104 67,24%

Положительный
Positive

Мужской
Male 41 71,93% 1592 52,01% 531 24,06%

Женский
Female 58 77,33% 1653 61,59% 465 28,32%

Сомнительный
Doubtful

Мужской
Male 2 3,51% 41 1,34% 70 3,17%

Женский
Female 4 5,33% 26 0,97% 73 4,45%
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классифицируется ВОЗ, как вариант, вызываю-
щий беспокойство – те генетические мутации, 
что присутствует в этом варианте патогена, при-
вели к резким изменениям в количестве забо-
левших и умерших от COVID-19, как в России, 
так и во всем мире [3]. При сравнении дат пред-
полагаемых пиков серопревалентности, с датой, 
характеризующей повышенную плотность рас-
пределения ПЦР-положительных результатов 
тестирования в Челябинской области, после на-
чала распространения Дельта-варианта SARS-
CoV-2, было обнаружено более раннее начало 
нарастания ИФА-положительных пациентов, что 
может характеризовать передачу инфекции сре-
ди зараженных людей, не имеющих симптомы 
COVID-19. При рассмотрении других «волн» с 
повышенной плотностью распределения ИФА и 
ПЦР анализов, пики серопозитивных результа-
тов, возникающие после пиков заболеваемости, 
оцениваемые методом ПЦР, имеют достаточно 
большие временные дистанции, из-за чего рас-
сматривать повышение антител после зареги-
стрированной «золотым стандартом» высокой 
частоты встречаемости COVID-19, как результат 
сероконверсии, не стоит. Возможно, пики серо-
превалентности, полученные в результате тести-
рования отражали иммунный ответ пациентов 
на проведенную вакцинацию. Также в ходе на-
шего исследования мы установили положитель-
ную взаимосвязь серопозитивности с возрастом 
и женским полом для IgM и IgG против SARS-

CoV-2, что согласуется с результатами наших 
исследований и данными литературы, согласно 
которым у женщин в среднем отмечается более 
выраженный иммунный ответ как в ответ на ин-
фекцию, так и на вакцинацию [2, 15].

В заключение хочется отметить, что сероло-
гические методы исследования и регулярный 
мониторинг антител против SARS-CoV-2 могут 
играть важную роль в оценке распространенно-
сти пандемии коронавируса и иммунного ответа 
на инфекцию внутри популяции, поэтому пери-
одический скрининг соответствующих иммуно-
глобулинов может быть полезен.

Выводы
1. Распределение положительных результа-

тов серологической диагностики SARS-CoV-2 в 
Челябинской области в период 2020-2022 годы 
имело мультимодальный, «волновой» характер, с 
несколькими пиками, что, по-видимому, опреде-
лялось сменой превалирующих штаммов вируса 
и темпами вакцинации жителей региона.

2. Сероположительные результаты (IgM и 
IgG) достоверно чаще определялись среди жен-
щин, чем среди мужчин, а также у лиц старшей 
возрастной группы.

3. Результаты мониторинга антител против 
SARS-CoV-2 могут иметь практическое примене-
ние для оценки динамики распространения ин-
фекции и эффективности политики вакцинации.
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ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДА КК1 НА ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ 
ПАРАМЕТРЫ У ПАССИВНО КУРИВШИХ БЕРЕМЕННЫХ 
КРЫС И ИХ ПОТОМСТВА
Кузьмичева Н.А., Михайлова И.В., Пушкарева Л.А., 
Филиппова Ю.В., Бондаренко А.И., Синеговец А.А., Смолягин А.И.
ФГБОУ ВО «Оренбургский государственный медицинский университет», г. Оренбург, Россия

Резюме. В настоящее время активно ведутся экспериментальные исследования по изучению вли-
яния низкомолекулярных медиаторов полипептидной природы на иммунную систему с целью на-
правленного конструирования новых иммуномодулирующих лекарственных средств. В то же время 
остается недостаточно изученным вопрос о специфическом влиянии отдельных групп пептидов на 
иммунную систему экспериментальных животных и их потомства, что делает актуальным исследо-
вания в данном аспекте. В работе была проведена оценка влияния пептида – гомолога фрагмента 
АКТГ15-18 (лабораторный шифр КК1) на иммунологические показатели беременных крыс и их потом-
ства на модели воздействия пассивного табакокурения.

Исследованы иммунологические показатели у 96 беременных крыс Вистар массой 200-300 г, под-
вергшихся пассивному табакокурению и получавших синтетический пептид КК1, являющийся 
структурным аналогом последовательности фрагмента АКТГ15-18 (Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide), 
а также у их потомства на 14-й день от рождения (76 крысят). Опытные крысы подвергались фумига-
ции табачным дымом по 8 часов ежедневно с 1-го по 20-й день беременности. Синтетический пептид 
КК1 беременным крысам вводили в виде водного раствора в дозе 40 мкг/кг, через день, один раз в 
сутки на протяжении 10 дней, начиная со второй недели беременности.

У всех животных определялись масса тела, тимуса и селезенки, количество лейкоцитов, тимоцитов, 
спленоцитов, миелокариоцитов, циркулирующих иммунных комплексов определяли в соответствии 
с лабораторными методами исследования экспериментальных животных. Статистическая обработка 
проводилась с помощью непараметрических методов. Группы сравнивали с помощью U-критерия 
Манна–Уитни с использованием пакета прикладных программ Statistica for Windows v. 9.0, StatSoft 
Inc. Различия считали достоверными при р < 0,05.

Введение пептида КК1 как контрольным, так и опытным беременным крысам сопровождалось 
разнонаправленными изменениями количества клеток в лимфоидных органах. В основе положи-
тельной тенденции сдвигов иммунологических параметров при воздействии пептида КК1 лежит 
возможное снижение последствий токсического действия табачного дыма за счет противовоспали-
тельного эффекта данного препарата, а также его способности к ограничению развития свободно-
радикальных реакций. Показано, что изучаемый пептид способствует положительной динамике ряда 
иммунологических параметров у экспериментальных животных, подвергнутых пассивному курению. 
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Целесо образным является дальнейшее изучение механизмов иммунотропного действия пептидов- 
гомологов фрагмента АКТГ15-18.

Ключевые слова: беременные крысы, пассивное курение, иммунологические показатели, синтетический пептид КК1

EFFECT OF THE KK1 PEPTIDE ON IMMUNOLOGICAL 
PARAMETERS IN PASSIVELY SMOKING PREGNANT RATS AND 
THEIR OFFSPRING
Kuzmicheva N.A., Mikhailova I.V., Pushkareva L.A., Filippova Yu.V., 
Bondarenko A.I., Sinegovets A.A., Smolyagin A.I.
Orenburg State Medical University, Orenburg, Russian Federation

Abstract. Currently, experimental studies are actively conducted to assess the effects of low-molecular-
weight polypeptide mediators on the immune system, in order to design new immunomodulatory drugs. 
However, the specific effects of individual peptides on the immune system of experimental animals and their 
offspring remains insufficiently studied, thus requiring relevant research in this aspect. Our study evaluated the 
effect of the peptide homologue of the of adrenocorticotropic hormone fragment (15-18) (laboratory code, 
KК1) on immunological parameters of pregnant rats and their offspring using experimental models of passive 
maternal smoking exposure. 

The immunological parameters were studied in 96 pregnant Wistar rats weighing 200-300 g, exposed to 
passive tobacco smoking and receiving a synthetic peptide KK1, which is a structural analogue of the ACTH15-18 
sequence fragment (Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide), as well as probable effect on their offspring tested on 
the 14th day after birth (76 rats). Experimental rats were fumigated with tobacco smoke for 8 hours daily from 
the 1st to the 20th day of pregnancy. Synthetic peptide KK1 was administered to pregnant rats in the form of an 
aqueous solution at a dose of 40 mcg / kg / day five times a day for 10 days. Weights of whole body, thymus and 
spleen were determined in all animals, the number of leukocytes, thymocytes, splenocytes, myelocaryocytes, 
circulating immune complexes were assessed in accordance with common protocols for experimental laboratory 
animals. The data were analyzed by Mann–Whitney U test. The significance level was set at p < 0.05.

Administration of the KK1 peptide to both control and experimental pregnant rats was accompanied by 
multidirectional changes in the number of cells in lymphoid organs. The positive trend of shifts in immunological 
parameters when exposed to the peptide KK1 seems to be based on the possible reduction of the consequences 
of the toxic effect of tobacco smoke due to the anti-inflammatory effect of this drug, as well as its ability to 
limit the development of free radical reactions. It is shown that the studied peptide contributes to the positive 
dynamics of multiple immunological parameters in experimental animals subjected to passive smoking. Further 
studies are required to assess the mechanisms of immunotropic action of the ACTH15-18 peptide homologue.

Keywords: rats, pregnancy, second-hand smoke, immunological parameters, synthetic peptide KK1

Введение
Среди биорегуляторов иммунной системы 

представляют интерес низкомолекулярные ме-
диаторы полипептидной природы – пептидные 
гомологи первичной аминокислотной последо-
вательности АКТГ15-18, которые используются 
для модуляции активности иммунной системы 
с целью лечения целого ряда патологических со-
стояний и заболеваний. Продемонстрированные 
в ряде работ их антигипоксические, антиишеми-
ческие [10,  11], церебропротекторные, нейро-

протекторные свойства [2, 3] и антиоксидантный 
эффект [5, 6] характеризуют данные пептидные 
соединения, как перспективные стресспротек-
торные средства. Вместе с тем исследования 
практически не коснулись оценки иммунотроп-
ных свойств данных пептидов на моделях воз-
действия ксенобиотиков. Одним из широко рас-
пространенных воздействий ксенобиотиков на 
организм является пассивное табакокурение [4, 
9, 13, 14]. В связи с этим особый интерес может 
представлять не только воздействие пептида, 
являющегося структурным аналогом последо-
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вательности фрагмента АКТГ15-18 на животных, 
но и модель, на которой можно изучить влияние 
данного пептида на иммунологические показате-
ли беременных крыс, подвергнутых пассивному 
табакокурению и их потомства, что и составило 
цель данной работы. 

Материалы и методы 
Экспериментальные исследования были вы-

полнены на 96 половозрелых крысах Вистар мас-
сой 200-300 г и на 76 крысятах в возрасте 14 дней 
от рождения. Животных содержали на стандарт-
ном пищевом рационе без ограничения доступа 
к воде. Пептидный гомолог фрагмента АКТГ15-18  
(лабораторный шифр КК1) синтезирован в 
ФГУП «Гос.НИИ ОЧБ» ФМБА России и любез-
но предоставлен членом-корреспондентом РАН, 
профессором А.С. Симбирцевым. Все живот-
ные были разделены на 12 групп. 1-я группа – 24 
контрольных самки, 2-я – 13 куривших крыс, 
3-я – 10 крыс, получавших пептид КК1, 4-я – 8 
куривших крыс, получавших пептид КК1. 5-8-ю 
группы составили самки на 20-й день беременно-
сти: 5-я – 14 беременных самок, 6-я – 7 беремен-
ных самок, 7-я – 13 беременных куривших самок, 
8-я – 7 беременных куривших крыс, получавших 
пептид КК1. В 9-ю, 11-ю группы вошли крыся-
та от некуривших самок, в 10-ю, 12-ю группы – 
крысята от самок, подвергавшихся пассивному 
табакокурению. 11-ю, 12-ю группы составили 
крысята от самок, получавших пептид КК1 во 
время беременности. Крысят выводили из экс-
перимента на 14-й день от рождения. Животным 
контрольных (1-я, 2-я, 5-я, 7-я) групп вводили 
интраназально физиологический раствор в рав-
ных объемах с остальными группами. Животным 
3-й, 4-й, 6-й, 8-й групп вводили тетрапептид КК1 
интраназально в виде водного раствора в дозе 40 
мкг/кг, через день, 1 раз в сутки на протяжении 
10 дней. Беременным самкам физиологический 
раствор или пептиды КК1 вводили 5 раз начиная 
со второй недели беременности. Отсчет сроков 
беременности самок 5-8-й групп вели с момен-
та обнаружения сперматозоидов в вагинальных 
мазках. Опытные крысы 5-й, 6-й, 7-й, 8-й груп-
пы подвергались фумигации табачным дымом по 
8 часов с 1-го по 20-й день беременности. Кон-
трольные крысы в аналогичный период поме-
щались в камеру, вентилируемую атмосферным 
воздухом без табачного дыма. Животные содер-
жались в стандартных условиях, при двенадцати-
часовом световом режиме и свободном доступе к 
воде и корму. Эвтаназию осуществляли дислока-
цией шейных позвонков под эфирным наркозом. 
Массу крыс, тимуса и селезенки, количество лей-
коцитов, тимоцитов, спленоцитов, миелокарио-
цитов, циркулирующих иммунных комплексов 

(ЦИК) определяли в соответствии с лаборатор-
ными методами исследования эксперименталь-
ных животных [1]. Эксперименты были проведе-
ны с учетом этических норм и рекомендаций по 
гуманизации работы с лабораторными животны-
ми, отраженными в «Европейской конвенции по 
защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других целей» (Страс-
бург, 1998); приказом МЗ РФ N267 от 19.06.2003 
«Об утверждении правил лабораторной прак-
тики». 

Статистическая обработка проводилась с по-
мощью непараметрических методов. Результаты 
представлены в виде медианы и интерквартиль-
ного размаха – Mе (Q0,25-Q0,75). Группы сравни-
вали с помощью U-критерия Манна–Уитни с 
использованием пакета прикладных программ 
Statistica for Windows v. 9.0, StatSoft Inc. (США). 
Различия считали достоверными при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение 
Сравнение иммунологических показателей 

проводилось по отношению к параметрам кон-
трольных животных (1-я группа). 

Как видно из данных таблицы 1, пассивное 
курение крыс (2-я гр.) приводило к негативно-
му эффекту, выражающемуся в снижении массы 
животных, тимуса и селезенки, а также количе-
ства тимоцитов, спленоцитов и миелокариоци-
тов. Введение пептида КК1 некурившим крысам 
(3-я гр.) по сравнению с контрольными самка-
ми (1-я гр.) способствовало увеличению массы 
тимуса и селезенки. Аналогичное введение КК1 
курившим крысам (4-я гр.) снижало отрицатель-
ный эффект пассивного курения, выражающий-
ся в увеличении массы животных, тимуса и коли-
чества спленоцитов по отношению к параметрам 
курящих крыс (3-я гр.).

У беременных крыс 5-й, 6-й, 7-й, 8-й групп на 
20-й день беременности увеличена масса живот-
ных и селезенки, а также уровень ЦИК по срав-
нению с данными показателями у контрольных 
крыс (1-я гр.). Напротив, количество тимоцитов 
у беременных крыс всех групп, по сравнению с 
величиной данного показателя у животных 1-й 
контрольной группы, было снижено, с наимень-
шим содержанием данных клеток в тимусе пас-
сивно куривших крыс 7-й группы. Введение не-
курившим (6-я гр.) беременным крысам пептида 
КК1 приводило к увеличению числа лейкоцитов, 
спленоцитов и ЦИК, а также массы селезенки 
по сравнению с показателями 1-й группы. По 
сравнению с крысами 1-й группы введение пеп-
тида КК1 курившим беременным крысам (8-я 
гр.) также обладало иммуномодулирующим эф-
фектом, который выражался в увеличении числа 
лейкоцитов и ЦИК, массы крысы и селезенки, и, 
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ У ОБСЛЕДОВАННЫХ КРЫС 
ВИСТАР, Mе (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN THE EXAMINED WISTAR RATS,  
Mе (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

1-я 
группа
Group 1
n = 24

2-я 
группа
Group 2
n = 13

3-я группа
Group 3
n = 10

4-я 
группа
Group 4

n = 8

5-я 
группа
Group 5
n = 14

6-я группа
Group 6

n = 7

7-я 
группа
Group 7
n = 13

8-я группа
Group 8

n = 7

Масса крыс, г
Rat weight, g

200
(191-205)

160*
(157-165)

197 
(190,5-203,7)

177*
(173-185)

340*
(295-350)

300*
(295-320)

300*
(300-309)

305*
(305-318)

Лейкоциты, 
× 109

White blood 
cells, × 109 

5,0
(4,0-8,0)

5,8
(5,0-6,3)

6,5
(6,0-7,2)

4,5
(4,0-6,0)

7,5
(6,3-11,2)

10,8*
(7,40-11,69)

6,9
(5,7-7,3)

9,3*
(9,3-10,3)

Масса  
тимуса, мг
Thymus  
weight, mg

231
(212-305)

123*
(120-147)

352* 
(343-364)

180*
(156-191)

235
(198-293)

248
(225-368)

236
(216-250)

255
(217-296)

Число 
тимоцитов,  
× 106/орган
Number of 
thymocyte,  
× 106/organ

448
(385-540)

208*
(161-218)

508
(365-677)

225*
(178-318)

300*
(240-465)

403
(392-424)

236*
(214-244)

321*
(306-338)

Масса  
селезенки, мг
Spleen  
weight, mg

497
(364-539)

317*
(305-328)

560*
(531-718)

346*
(321-377)

515*
(477-720)

590*
(582-634)

561*
(543-572)

617*
(617-629)

Число 
кариоцитов, 
× 106/орган
Number of 
karyocytes,  
× 106/organ

546
(401-636)

251*
(209-284)

428
(363-530)

389
(321-487)

580
(483-708)

695*
(684-747)

540
(435-583)

595
(533-681)

Число 
миелокарио-
цитов,  
× 106/орган 
Number of 
myelocaryo-
cytes,  
× 106/organ

81
(61-105)

58*
(39-70)

74
(52-90)

57*
(53-65)

60*
(44-72)

57
(52-74)

65
(62-725)

48*
(41-50)

Циркули-
рующие 
иммунные 
комплексы, 
у. е.
Circulating 
immune 
complex, c. u.

65
(53-69)

76
(66-99)

79
(74-97)

88
(70-96)

114*
(106-123)

101*
(91-109)

120*
(77-128)

117*
(108-125)

Примечание. * – статистически значимые различия (p < 0,05) с показателями 1-й контрольной группы; n – число 
животных в группе.
Note. *, significant differences (p < 0.05) with the control group 1; n, population number.
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напротив, снижало число тимоцитов, миелока-
риоцитов. У беременных куривших крыс (8-я гр.) 
при введении пептида КК1 отмечается значимое 
снижение выраженности миграции тимоцитов 
из тимуса при увеличении массы селезенки по 
сравнению с аналогичными показателями у бере-
менных куривших крыс (7-я гр.), не получавших 
пептид КК1, что говорит об ослаблении негатив-
ного изменения данного параметра. Вместе с тем 
важно отметить, что все изучаемые показатели 
куривших и некурившим беременных крыс, по-
лучавших пептид КК1, значимо не отличались от 
соответствующих показателей некуривших бере-
менных крыс (5-я гр.). 

В таблице 2 представлены иммунологические 
показатели родившихся крысят от куривших и 
некуривших самок, получавших пептид КК1. Как 
видно из данных таблицы, у крысят, родившихся 
от куривших крыс (10-я гр.), наблюдается тен-
денция к снижению массы тимуса и числа спле-
ноцитов на 13% по сравнению с контрольными 
животными 9-й группы. Введение пептида КК1 

контрольным крысам увеличивало массу крысят, 
тимуса, селезенки и, напротив, снижало количе-
ство спленоцитов у крысят 11-й группы. Важно 
отметить положительный эффект от введения 
КК1 беременным курившим крысам, который 
выражался в увеличении массы крысенка, тиму-
са, селезенки, а также числа миелокариоцитов у 
крысят 12-й группы.

Обсуждая полученные результаты, важно от-
метить, что эндогенная интоксикация самок 
крыс, вызываемая пассивным курением, обла-
дает отрицательным воздействием на показатели 
иммунной системы и способствовала развитию 
индуцированного варианта вторичного иммуно-
дефицитного состояния. Менее выраженный за-
щитный эффект КК1 у беременных крыс связан, 
вероятнее всего, со сложной перестройкой им-
мунной системы при беременности [12]. 

У крысят, родившихся от куривших самок, 
также отмечается тенденция к снижению мас-
сы тимуса и количества спленоцитов. Известно, 
что при действии токсикантов табачного дыма в 

ТАБЛИЦА 2. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ КРЫСЯТ, РОДИВШИХСЯ ОТ КОНТРОЛЬНЫХ И ПАССИВНО 
КУРИВШИХ КРЫС ВИСТАР, ПОЛУЧАВШИХ ПЕПТИД КК1, Mе (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. IMMUNOLOGICAL PARAMETERS OF BABY RATS BORN FROM CONTROL AND PASSIVELY SMOKING WISTAR  
RATS TREATED WITH PEPTIDE KK1, Mе (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

9-я группа
Group 9
n = 20

10-я группа
Group 11

n = 25

11-я группа
Group 11

n = 18

12-я группа
Group 12

n = 13
Масса крыс, г
Rat weight, g

20
(19-21)

21
(20-21)

25*
(23-27)

29*
(25-35)

Лейкоциты, × 109

White blood cells, × 109 
5,4

(4,5-6,4)
5,2

(4,6-6,2)
3,8

(3,6-5,1)
5,9

(4,7-7,3)
Масса тимуса, мг
Thymus weight, mg

75
(67-91)

65
(59-71)

103*
(101-120)

109*
(107-125)

Число тимоцитов,  
× 106/орган
Number of thymocyte, 
× 106/organ

116
(96-148)

115
(107-127)

170
(149-219)

140
(112-150)

Масса селезенки, мг
Spleen weight, mg

74
(68-82)

72
(68-75)

89*
(69-84)

98*
(87-116)

Число кариоцитов, 
× 106/орган
Number of karyocytes, 
× 106/organ

128
(91-153)

111
(100-128)

92*
(76-102)

95
(75-120)

Число 
миелокариоцитов, 
× 106/орган 
Number of 
myelocaryocytes,  
× 106/organ

14
(12-18)

17
(15-18)

14
(11-20)

26*
(17-33)

Примечание. * – статистически значимые различия (p < 0,05) с показателями 9-й контрольной группы; n – число 
животных в группе.
Note. *, significant differences (p < 0.05) with the control group 9; n – population number.
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наибольшей степени страдает лимфоидная ли-
ния клеток, так как их полигидроокисленные 
метаболиты аккумулируются в костном мозге и 
лимфоидных органах, вызывая гипоплазию цен-
тральных и периферических органов иммуните-
та [7, 8]. Видимый признак такого явления – это 
уменьшение клеточности в органах кроветворе-
ния и лимфоидных органах (селезенка, тимус), 
что установлено в настоящей работе. Введение 
пептида КК1 как контрольным, так и опытным 
беременным крысам сопровождалось разнона-
правленными изменениями количества клеток 
в лимфоидных органах. В основе положитель-
ной тенденции сдвигов иммунологических па-
раметров при воздействии пептида КК1 лежит 

возможное снижение последствий токсического 
действия табачного дыма за счет противовоспа-
лительного эффекта [10, 11] данного препарата, а 
также его способностью к ограничению развития 
свободно-радикальных реакций. 

Заключение
Таким образом, полученные результаты сви-

детельствуют о наличии положительной тен-
денции сдвигов иммунологических параметров 
при воздействии пептида КК1 на беременных 
крыс и их потомство. Целесообразным является 
дальнейшее изучение механизмов иммунотроп-
ного действия пептидов-гомологов фрагмента  
АКТГ15-18.
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Статьи представляются в редакцию че-
рез систему электронного издательства  
(http://rusimmun.ru) в соответствии с требованиями 
журнала «Российский иммунологический журнал» 
и «Инструкцией по подготовке и отправке статьи», 
представленной на сайте.

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

ного исследования. Допускается объем статьи до 20 
машинописных страниц, включая рисунки, табли-
цы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) мате-
риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности.

• Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования.

• Материалы и методы могут излагаться в виде от-
дельных фрагментов с короткими подзаголов-
ками.

• Все нетрадиционные модификации методов 
должны быть описаны с достаточной степенью 
подробности. Для всех используемых в рабо-
те реактивов, животных, клеточных культур и 
т.д. необходимо точно указывать производите-
лей и/ или источники получения (с названиями 
страны, фирмы, института).

• Результаты описываются в логической после-
довательности в виде отдельных фрагментов, 
разделенных подзаголовками, без элементов 
обсуждения, без повторения методических под-
робностей, без дублирования цифровых дан-
ных, приведенных в таблицах и рисунках.

• В обсуждении проводится детальный анализ по-
лученных данных в сопоставлении с данными 
литературы, что служит обоснованием выводов 
и заключений авторов.

• Раздел «Благодарности» не является обяза-
тельным, но крайне желателен. В этом разделе 
авторы могут выразить признательность ор-
ганизации, субсидировавшей проведение ис-
следований, коллегам, консультировавшим 
работу в процессе ее выполнения и/или написа-
ния, а также техническому персоналу за помощь 
в выполнении исследований. Благодарности за 
предоставление специфических реактивов или 
оборудования, как правило, помещаются в раз-
деле «Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование и 
публикуются в короткие сроки. Общий объем кра-
ткого сообщения ограничен 8 машинописными 
страницами, количество рисунков и/или таблиц не 
может быть более 3, а список использованных ли-
тературных источников не должен превышать 15. 
Титульный лист оформляется, как описано выше. 
Разделы краткого сообщения аналогичны выше-
описанным разделам оригинальной статьи, но не 
выделяются заголовками и подзаголовками, резуль-
таты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или могут быть рекомендованы 
одним из членов редколлегии. Более подробную 

информацию о правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазонова Т.А., 
Симбирцев А.С. Изучение влияния местного приме-
нения рекомбинантного человеческого интерлейки-
на- 1β на репарацию язвенных повреждений слизистой 
оболочки желудка // Цитокины и воспаление, 2012. 
Т. 11, № 1. С. 64-69. [Varyushina Е.А., Аlexandrov G.V., 
Sazonova Т.А., Simbirtsev А.S. Study of the effect of local 
application of recombinant human interleukin-1β in the 
repair of ulcerative lesions of gastric mucosa. Tsitokiny i 
vospalenie = Cytokines and Inflammation, 2012, Vol. 11, 
no. 1, pp. 64-69. (In Russ.)]
Описание статьи из книги (монографии):

Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-
нетические аспекты язвенной болезни желудка. М.: 
Анахарсис, 2009. 328 с. [Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. 
Clinical and pathogenetic aspects of gastric ulcer]. 
Мoscow: Аnachаrsis, 2009. 328 p.
Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

Wells S.M., Kantor A.B., Stall A.M. CD43(S7) 
expression identifies peripheral B-cell subsets. 
J. Immunol., 1994, Vol. 153, no. 12, pp. 5503-5515.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. 
Stites D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion & Lange, 
1994, pp. 66-79.

Ссылки на литературные источники в тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в квадратных скобках [1, 2, 3,…]. не 
допускаются ссылки на диссертации, авторефераты 
диссертаций, публикации в сборниках, методиче-
ские документы местного уровня. Количество ис-
точников не ограничено. В каждой ссылке приво-
дятся все авторы работы. Неопубликованные статьи 
в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы 
измерения

Для сложных терминов или названий, наиболее 
часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», а 
не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и рисун-
ков) не должно превышать восьми. При большем 
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количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдельных 
файлов.

Размеры иллюстраций:
• максимальная высота – 210 мм
• максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на от-

дельном листе (в отдельном файле на диске) через 
2 интервала. Нумерация таблиц дается арабскими 
цифрами отдельно от нумерации рисунков (гра-
фиков и фотографий). Название печатается над 
таблицей. Весь текст на русском языке, содержа-
щийся в таблице, включая единицы измерения, 
должен быть переведен на английский язык; при 
этом перевод следует помещать в ячейку с соот-
ветствующим русским текстом отдельной стро-
кой. Название таблицы и текст примечания к ней 
также должны быть переведены на английский 
язык и приведены под русским текстом с новой 
строки. Для пометок в таблицах следует исполь-
зовать одну или несколько (*). Пояснения печата-
ются после соответствующего количества (*) под 
таблицей. Единицы измерения, при необходимо-
сти, включаются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте ста-
тьи названия рисунков (графиков, фотографий) 
и таблиц размещаются сразу после абзаца, где 
на них дается первая ссылка. Все рисунки нуме-
руются последовательно арабскими цифрами по 
мере их использования в тексте статьи. Названия 
рисунков и подписи к ним выносятся в виде спи-
ска на отдельную страницу. В списке указывают-
ся: номер рисунка, название (с большой буквы), 
текст примечаний (для микрофотографий должно 
быть указано увеличение). Подписи к рисункам 
даются краткие, но достаточно информативные. 
Названия рисунков и примечаний к ним, нари-
суночные подписи, текст легенды должны быть 
переведены на английский язык и размещены под 
соответствующим текстом с новой строки. Рисун-
ки могут быть представлены в графических фор-
матах с расширением .tiff (разрешение не менее 
300 dpi при 100% масштабе), .eps или .ai. Изобра-
жения, встроенные в документы Word, не прини-
маются. Графики и диаграммы предоставляются 
вместе с таблицами, на основе которых они были 
созданы, или с численными обозначениями по-
казателей, отображаемых соответствующими гра-
фическими элементами (столбиками, секторами 
и т.п.) в виде файлов с расширениями .doc или, 
предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей в 

журнале «Российский иммунологический журнал» 
является бесплатной для авторов и учреждений, в 
которых они работают. Редакция может потребовать 
оплату в следующих случаях: 1) за публикацию цвет-
ных иллюстраций; 2) при большом количестве ил-
люстративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Рукопись может 
быть возвращена авторам, если она им не соответ-
ствует.

1. Направляя статью в журнал, авторы гаран-
тируют, что поданные материалы не были ранее 
опубликованы полностью или по частям, в любой 
форме, в любом месте или на любом языке. Так 
же авторы гарантируют, что статья не представ-
лена для рассмотрения и публикации в другом 
журнале. С момента принятия статьи к печати в 
журнале «Российский иммунологический жур-
нал» приведенный в ней материал не может быть 
опубликован авторами полностью или по частям 
в любой форме, в любом месте и на любом языке 
без согласования с руководством журнала. Ис-
ключением может являться: 1) предварительная 
или последующая публикация материалов статьи 
в виде тезисов или короткого резюме; 2) исполь-
зование материалов статьи как части лекции или 
обзора; 3) использование автором представлен-
ных в журнал материалов при написании диссер-
тации, книги или монографии.
Воспроизведение всего издания или части лю-

бым способом запрещается без письменного разре-
шения издателей. Нарушение закона будет пресле-
доваться в судебном порядке. Охраняется Законом 
РФ № 5351-1 «Об авторском праве и смежных пра-
вах» от 09.07.93 г.

2. Файл отправляемой статьи представлен в фор-
мате .doc, .docx, .rtf.
3. Помимо файла со статьей, предоставлены сле-
дующие файлы:
1) Файл с метаданными (при загрузке в систему 

ему присваивается имя «Метаданные»):
• Фамилия, имя, отчество, ученая степень, уче-
ное звание, должность автора, ответственного за 
дальнейшую переписку с редакцией (на русском 
и английском языках).
• Название учреждения, где работает ответствен-
ный автор (в русском и официально принятом 
английском вариантах).
• Почтовый адрес для переписки с указанием по-
чтового индекса (на русском и английском языках).
• Телефон, факс (с указанием кода страны и го-
рода), e-mail.
• Фамилия и инициалы остальных соавторов, их 
ученые степени, ученые звания, должности.
• Полное название статьи, направляемой в ре-
дакцию.
• Количество страниц текста, количество рисун-
ков, количество таблиц.
• Указать, для какого раздела журнала предна-
значена работа: оригинальные статьи, лекции, 
обзоры, «точка зрения», краткие сообщения, но-
вые иммунологические методы, случаи из прак-
тики, дневник иммунолога, книжное обозрение.
• Дата отправления работы.
2) Отсканированная копия файла с метаданны-

ми подписанная всеми авторами (при загрузке в си-
стему ему присваивается имя «Подписи авторов»)

3) Титульный лист (при загрузке в систему ему 
присваивается имя «Титульный лист»), по форме:

• название статьи (без использования каких-либо 
сокращений, на русском и английском языках);
• Фамилия, имя, отчество, ученая степень, уче-
ное звание, должность каждого из соавторов ста-
тьи (полностью, на русском и английском язы-
ках);
• подразделение и учреждение, в котором вы-
полнялась работа (В случае, если авторами ста-
тьи являются сотрудники разных учреждений, 
то последние нумеруются по порядку, начиная с 
единицы, и соответствующая цифра размещается 
после фамилии автора, представляющего данное 
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учреждение. Для маркировки авторов в англоя-
зычной части статьи вместо цифр используются 
латинские буквы (a, b, c, d и т.д.));
• сокращенное название статьи для верхнего ко-
лонтитула (не более 35 символов, включая про-
белы и знаки препинания, на русском и англий-
ском языках);
• не менее 6 ключевых слов на русском и англий-
ском языках (на русском и английском языках);
• адрес для переписки с указанием телефона, но-
мера факса и адреса e-mail.
4) Резюме (при загрузке в систему ему присваи-

вается имя «Резюме»). Предоставляется в виде одно-
го абзаца без ссылок и специфических сокращений. 
Объем – не менее 300 слов. Резюме в полном объ-
еме представляется также в переводе на английский 
язык. В отдельных случаях, по решению редакцион-
ной коллегии, может быть затребован развернутый 
вариант резюме на английском языке.

5) Рисунки, если они есть – каждый отдельным 
файлом (при загрузке в систему каждому рисунку 
присваивается имя «Рисунок_Порядковый номер 
рисунка. Название рисунка»).

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названиями 
рисунков

7) Таблицы, если они есть – каждая отдельным 
файлом (Название каждой таблицы должно быть 
приведены заголовком в файле с самой таблицей)

8) Файл с цитируемой литературой (при загруз-
ке в систему ему присваивается имя «Литература»), 
по следующей форме: таблица из четырех столбцов 
(альбомная ориентация), где:

Порядковый 
номер  
ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, 
где она опубли-
кована, выход-
ные данные

ФИО, название 
публикации и ис-
точника на англий-
ском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско-
язычные, 
затем 
на языках с  
латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязычное на-
звание публикации 
и источника, где она 
опубликована – для 
русскоязычных 
статей. В редких 
случаях, когда не 
существует офици-
альных англоязыч-
ных названий (это 
возможно для таких 
типов публикаций, 
как тезисы, книги 
и др.) – редакция 
просит предоставить 
их перевод, исполь-
зуя красный цвет 
шрифта. Для англо-
язычных публикаций 
и источников в этом 
столбце ставится 
прочерк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на официаль-
ном сайте изда-
ния, допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

4. Текст набран с одинарным межстрочным ин-
тервалом; используется кегль шрифта в 14 пун-
ктов; для выделения используется курсив, а не 
подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, 
графики и таблицы расположены в соответству-
ющих местах в тексте, а не в конце документа.
5. Текст соответствует стилистическим и библи-
ографческим требованиям, описанным в Пра-
вилах для авторов, расположенных на странице 
«О Журнале».
6. Если вы отправляете статью в рецензируемый 
раздел журнала, то вы согласны с требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о котором 
можно узнать из раздела Рецензирование, на 
странице «О Журнале».

Авторские права
Авторы, публикующие в данном журнале, согла-
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1. Авторы сохраняют за собой авторские права 
на работу и предоставляют журналу право пер-
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Creative Commons Attribution License, которая по-
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цию в этом журнале.

2. Авторы сохраняют право заключать отдельные 
контрактные договорённости, касающиеся неэк-
склюзивного распространения версии работы в 
опубликованном здесь виде (например, размеще-
ние ее в институтском хранилище, публикацию в 
книге), со ссылкой на ее оригинальную публика-
цию в этом журнале.

3. Авторы имеют право размещать их работу в 
сети Интернет (например, в институтском хра-
нилище или персональном сайте) до и во время 
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Приватность
Имена и адреса электронной почты, введен-

ные на сайте этого журнала, будут использованы 
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журналом, и не будут использованы для каких-
либо других целей или предоставлены другим ли-
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