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РЕЗЮМЕ

Цель. Цель работы заключалась в определении количества различных популяций клеток перифе-
рической крови у пациентов с бронхиальной астмой (БА) и здоровых индивидуумов до и во время 
ýкспериментальной риновирусной инфекции. 

Материалы и методы. Экспериментальная инфекция риновирусом 16-го типа (РВ16) была индуци-
рована у добровольцев, не имеющих антител к РВ16. Мононуклеары периферической крови от 8 
пациентов с легкой персистирующей БА (LPA), 12 с персистирующей БА средней тяжести (PAST) и 
6 здоровых добровольцев (норма), полученные за 14 сут до заражения и на 4-е сут после заражения, 
исследовались методом проточной цитометрии. B-клетки идентифицировали как CD19+. Моноциты 
классифицировали как CD19–, MHCII, CD14high. Клетки, охарактеризованные как MHCII, CD14neg-low, 
далее классифицировали как плазмоцитоидные (pDC) (CD123+) и миелоидные (mDC) дендритные 
клетки (CD11chigh).  

Результаты. Не выявлено различий между разными группами добровольцев по содержанию моно-
цитов, mDC и pDC в образцах крови до инфицирования. Однако мы обнаружили повышение уровня 
B-клеток в крови пациентов с БА по сравнению со здоровыми добровольцами (p < 0,05). Также на 
4-е сут после заражения РВ16 мы выявили снижение количества циркулирующих pDC в крови паци-
ентов с БА (LPA и PAST) по сравнению с исходным уровнем (p < 0,05).

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о повышенном миграционным потенциале цир-
кулирующих pDC при обострении вирус-индуцированных осложнений БА. Отсутствие изменений 
в количестве mDC во время инфекции мы объясняем тем, что разные популяции DC мигрируют к 
участкам аллергического воспаления в разные временные интервалы.   
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ABSTRACT

Aim. In this study we aimed to investigate circulating blood cells during experimental virus-induced 
asthma exacerbation vs baseline. 

Materials and methods. Rhinovirus 16 (RV16) experimental infections were induced in RV16-seronegative 
moderate and mild atopic asthmatic and healthy non-atopic subjects. PBMC from 8 mild, 12 moderate 
asthmatics and 6 normal subjects obtained at baseline (14 day) and at day 4 after infection with RV16 
were analyzed by flow cytometry. B-cells were identified as CD19+. Monocytes were identified as MHC II, 
CD14high cells. The MHC II, CD14neg-low cells were further classified by CD123 and CD11c expression into 
myeloid DC (CD11chigh, mDC), plasmacytoid DC (CD123+, pDC).

Results. There were no differences at baseline in frequencies of blood monocytes, mDC and pDC in 
asthmatic compared to normal subjects, but we found increased amount of B-cells in asthma group  
(p < 0.05).  At day 4 after RV16 infection we found decreased percentages of pDC in both moderate and 
mild asthmatics (p < 0.05) compared to baseline. 

Conclusion. These data suggest an increased migratory potential of circulating pDCs during virus-induced 
asthma exacerbation. In patients with asthma pDCs could be recruited to the airways. It is possible 
that the distinct subsets of DCs may be recruited at different time points to the effector sites of allergic 
inflammation.
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водили отбор проб крови: за 14 сут до ýкспери-
ментального заражения РВ16 (D-14) и на 4-е сут 
после заражения (D4).

Успешной ýкспериментальная вирусная ин-
фекция считалась в том случае, если у доброволь-
цев появлялись антитела к РВ16 и (или) в случае 
обнаружения РНК РВ16 в бронхоальвеолярном 
лаваже или назальных смывах. Эксперименталь-
ные данные, полученные от добровольцев, у ко-
торых не выявлено ни одного из перечисленных 
факторов, были исключены из анализа данных, 
полученных на 4-е сут после ýкспериментального 
заражения.

Исследование образцов методом проточной 
цитометрии. Образцы крови собирали в специ-
ализированные пробирки BD Vacutainer® CPT™ 
Mononuclear Cell Preparation Tube – Sodium 
Heparin, которые позволяют сепарировать мо-
нонуклеары от цельной крови непосредственно 
в самой пробирке и избегать дополнительных 
манипуляций с образцами. Моноциты перифе-
рической крови, полученные у добровольцев 
до и после ýкспериментальной РВ16-инфек-
ции, исследовались методом проточной ци-
тометрии. Для того чтобы исключить мерт-
вые клетки из анализа, использовался набор 
The LIVE⁄DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit  
(Invitrogen). 

Неспецифическое связывание антител пре-
дотвращали инкубацией клеток (15 мин, 4 °C) в 
среде, содержащей 10% человеческой сыворот-
ки. Далее каждый образец инкубировали в тече-
ние 30 мин при 4 °C в 100 мкл буфера для про-
точной цитометрии (фосфатно-солевой буфер, 
содержащий 2% фетальной сыворотки коров и  
10 мМ EDTA) с флуоресцентно меченными ан-
тителами к поверхностным антигенам. В рабо-
те была использована следующая панель анти-
тел: CD19-APC-Cy7 (клон HIB19), CD14-Pacific 
Blue (клон 1A4), HLA-DR-Qdot 605 (клон Tü36), 
CD11c- Alexa Fluor 700 (клон 3.9), CD123-PE (клон 
6H6). Все антитела предварительно титровали 
для определения оптимальной рабочей концен-
трации. После инкубации с антителами клетки 
фиксировались 2%-м раствором параформальде-
гида. Для анализа клеток использовался прибор 
D LSR II (BD Biosciences). Анализ полученных 
данных выполняли при помощи программного 
обеспечения lowJo software version 7.6.3 (Tree 
Star). Результаты выражали в виде процента ко-
личества положительных клеток. Для определе-
ния логических ограничений в качестве контро-
ля использовали способ Fluorescence Minus One, 
подразумевающий, что в пробе присутствуют все 

ВВЕДЕНИЕ
Антигенпрезентирующие клетки (АПК) игра-

ют ключевую роль в развитии адекватного им-
мунного ответа. В отличие от других АПК, та-
ких как моноциты, макрофаги и B-лимфоциты, 
дендритные клетки (DC) специализируются на 
презентации антигенов и инициации дифферен-
цировки наивных CD4 и CD8 Т-клеток [1]. В пе-
риферической крови были идентифицированы 
две основных группы DC: миелоидные (mDC) и 
плазмоцитоидные (pDC) [2]. У человека pDC об-
наруживаются в периферической крови, минда-
линах, спинномозговой жидкости и  слизистой 
оболочке носа, у пациентов с аллергией – после 
местного введения аллергена [3, 4]. Они часто 
ассоциируются с патологическим состояниями, 
такими как системная красная волчанка [5], зло-
качественными асцитами у больных с карцино-
мой яичников [6] и воспалительными заболева-
ния кожи [7]. 

Интерфероны I типа (ИФН-α/β) – ýто се-
мейство цитокинов с потенциальной противо-
вирусной активностью. Следует отметить, что 
pDC являются основным источником ИФНα при 
стимуляции вирусами [8] и они мигрируют в 
дыхательные пути при развитии острых респи-
раторных вирусных инфекций [9, 10]. Вирусные 
инфекции респираторного тракта являются са-
мой распространенной причиной обострения 
бронхиальной астмы (БА) [11]. Специфический 
механизм развития таких осложнений до сих пор 
не известен, однако многочисленные исследова-
ния указывают на дефицитный иммунный ответ 
у пациентов с БА, в частности у них отмечается 
сниженная продукция противовирусных ИФН I 
типа [12]. 

В связи с вышесказанным цель нашей работы 
заключалась в определении количества разных 
популяций клеток периферической крови (моно-
цитов, B-лимфоцитов, pDC и mDC) у больных БА 
и здоровых индивидуумов до и во время ýкспери-
ментальной риновирусной инфекции. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальная инфекция РВ16 типа про-

водилась на добровольцах, не имеющих антител 
к РВ16 типа (некурящие, возраст 18–55 лет). В 
ýкспериментах принимали участие: 6 здоровых 
добровольцев (норма); 20 пациентов с диагности-
рованной БА, из них 8 c легкой персистирующей 
БА (прием ингаляционных бета-2-агонистов ко-
роткого действия) – LPA; 12 с персистирующей 
БА средней тяжести (стероидозависимая астма) –  
PAST.  У каждого из добровольцев дважды про-

Bulletin of Siberian Medicine. 2019; 18 (1): 228–236

Хаитов Р.М., Никонова А.А., Хаитов М.Р.  и др. Моноциты, β-лимфоциты и дендритные клетки



231

Оригинальные  статьи

планируемые флуорохромы, кроме одного. Для 
настроек компенсации использовали BD™  Com-
pBeads. 

Статистический анализ. Статистиче-
скую обработку данных проводили при помо-
щи программного обеспечения GraphPad Prism 
version 4.0. Данные считались достоверными при 
р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Идентификация разных популяций клеток в 

образцах крови методом проточной цитометрии. 
Алгоритм анализа количества популяций кле-
ток в образцах крови представлен на рис. 1. Для 
идентификация pDC и mDC использовался ме-
тод исключения. Первичный анализ популяций 
лейкоцитов проводили с помощью диаграммы 

бокового – прямого (SS – FS) светорассеяния 
(рис. 1, а). Таким образом по морфологии кле-
ток была выделена популяция мононуклеарных 
клеток периферической крови (PBMC). Затем 
были дискриминированы слипшиеся клетки (ду-
плеты) и выделены популяции одинарных кле-
ток singlets1 и singlets2 (рис. 1, b, c), а также 
дискриминирована популяция мертвых клеток 
(рис. 1, d) и выделена популяция живых клеток 
(live). Далее (рис. 1, е) мы идентифицировали по-
пуляции СD19+ (В-клетки) и CD19– (не В-клет-
ки). Среди не B-клеток мы идентифицировали 
(рис. 1, f) популяцию моноцитов (monocytes MHC 
II, CD14high) и не моноцитов (non monocytes MHC 
II, CD14neg-low). Среди последних мы идентифи-
цировали (рис. 1, g) популяции pDC (CD123 high) 
и mDC (CD11c high).и mDC (CD11c high).и mDC (CD11c high).

Рис. 1. Алгоритм идентификации иммунных клеток среди мононуклеаров периферической крови: а – иденти-
фикация целевых клеток с помощью диаграммы бокового – прямого (FS – SS) светорассеяния; b, с – дискри-
минация дуплетов; d – мертвые клетки из анализа; е –популяция В-клеток СD19+; f – моноциты (CD19–, MHC 
II, CD14high); g – среди клеток, охарактеризованных как (CD19–, MHC II, CD14neg-low), идентифицировали 

популяции pDC (CD123 high) и mDC (CD11c high)

Fig.1. Gating strategy to identify immune cells in PBMC: а – аfter gating on target cells based on FSC vs SSC plot; b, 
с – gating on siglet cells; d – live cells; е – B-cells were identified as CD19+; f – monocytes were identified as MHC 
II, CD14high cells;  g – the MHC II, CD14neg-low cells were further classified into mDC and pDC by plotting them on 

CD123 vs CD11c plot. The mDC and pDC are the CD11c high and the CD123 subpopulations, respectively 
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Îöåíêà êîëè÷åñòâà ðàçíûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê 
â îáðàçöàõ êðîâè äî è ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîé 
èíôåêöèè ÐÂ16.  Ïðè îöåíêå êîëè÷åñòâà ìîíî -
öèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè è ìèåëîèäíûõ äåí -
äðèòíûõ êëåòîê (mDC) ó ðàçíûõ ãðóïï ïàöèåí -
òîâ ìû íå âûÿâèëè äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó 
ãðóïïàìè ïàöèåíòîâ äî è ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëü -
íîé èíôåêöèè (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Îäíàêî 
ìû âûÿâèëè äîñòîâåðíóþ ðàçíèöó â êîëè÷åñòâå 
Â-êëåòîê ìåæäó ãðóïïîé ïàöèåíòîâ ñ ïåðñèñòè -
ðóþùåé ÁÀ ñðåäíåé òÿæåñòè (PAST) è ãðóïïîé 
çäîðîâûõ äîáðîâîëüöåâ ( ð < 0,05) íà èñõîäíîì 
óðîâíå äî ýêñïåðèìåíòàëüíîé èíôåêöèè (D-14) 
(ðèñ. 2, à). Ýòà ðàçíèöà è äîñòîâåðíî áîëüøåå 
êîëè÷åñòâî B-êëåòîê ( ð < 0,05) òàêæå íàáëþäà -
þòñÿ ïðè ñðàâíåíèè îáùåãî êîëè÷åñòâà áîëüíûõ 
ÁÀ (Asthma = LPA + PAST) c ãðóïïîé «íîðìà» 
(ðèñ. 2, b). 

Íà 4-å ñóò ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî çàðàæå -
íèÿ (D4) ìû íàáëþäàëè òåíäåíöèþ ê óâåëè÷åíèþ 
êîëè÷åñòâà B-ëèìôîöèòîâ â ãðóïïå ïàöèåíòîâ ñ 
ëåãêîé ïåðñèñòèðóþùåé ÁÀ (LPA) ïî ñðàâíåíèþ 
ñ ãðóïïîé «íîðìà» ( ð = 0,055) (ðèñ. 2, ñ), êîòîðàÿ 
òàêæå ñîõðàíÿåòñÿ ïðè ñðàâíåíèè îáùåãî êîëè -
÷åñòâà ïàöèåíòîâ ñ ÁÀ è ãðóïïîé «íîðìà» ( ð = 
0,08) (ðèñ. 2, d). Äàëåå ìû îöåíèëè ñîäåðæàíèå 
B-êëåòîê â ïðåäåëàõ êàæäîé èç èçó÷àåìûõ ãðóïï 
äî è ïîñëå èíôåêöèè (ðèñ. 2, å–g), íî íå âûÿâèëè 
ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé.

Îñîáûé èíòåðåñ äëÿ íàñ ïðåäñòàâëÿëà ïîïóëÿ -
öèÿ ïëàçìîöèòîèäíûõ äåíäðèòíûõ êëåòîê (pDC). 
Ïðè ñðàâíåíèè êîëè÷åñòâà pDC ìåæäó ãðóïïàìè 
íà èñõîäíîì óðîâíå è íà 4-å ñóò ïîñëå çàðàæå -
íèÿ ìû íå îáíàðóæèëè äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ïî 
ýòîìó ïîêàçàòåëþ (ðèñ. 3, à–d). Îäíàêî ïðè ñðàâ -
íåíèè êîëè÷åñòâà pDC âíóòðè êàæäîé ãðóïïû ïà -
öèåíòîâ äî è ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èíôèöè -
ðîâàíèÿ ÐÂ16 ìû âûÿâèëè äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå 
êîëè÷åñòâà pDC â êðîâè ïàöèåíòîâ ñ LPA è PAST 
ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì (ðèñ. 3, å, f ) (ð < 0,05).  

ОБСУЖДЕНИЕ
Äëÿ äîñòèæåíèÿ öåëè íàøåãî èññëåäîâàíèÿ 

íàì ïðåæäå âñåãî ïðåäñòîÿëî îòðàáîòàòü ìåòî -
äèêó èäåíòèôèêàöèè ðàçíûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê, à 
èìåííî ìîíîöèòîâ, B-ëèìôîöèòîâ, pDC è mDC â 
îáðàçöàõ êðîâè ìåòîäîì ìíîãîïàðàìåòðè÷åñêîé 
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Äëÿ ýòîãî ìû èñïîëüçî -
âàëè ïîäõîäû, îïèñàííûå â ñòàòüÿõ P. Autissier 
è ñîàâò. [13] è D. Blimkie è ñîàâò. [14], à èìåí -
íî ïîïóëÿöèè èäåíòèôèöèðîâàëèñü ìåòîäîì èñ -
êëþ÷åíèÿ èëè negative gating. Àëãîðèòì ñîçäàíèÿ 
ëîãè÷åñêèõ îãðàíè÷åíèé ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 1 è 
îïèñàí â ðàçäåëå «Ìàòåðèàëû è ìåòîäû».

Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî òàê æå, êàê è 
àâòîðîâ îäíîé èç óïîìÿíóòûõ ïóáëèêàöèé [14], 
ìû ñòîëêíóëèñü ñ íåçíà÷èòåëüíûì ïðèñóòñòâèåì 
ôðàêöèè CD19+ êëåòîê â ïîïóëÿöèè ìîíîöèòîâ, 
mDC è pDC. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íåêî -
òîðûå íå Â-êëåòêè ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòü CD19 
è (èëè) íåêîòîðûå B-êëåòêè ìîãóò ýêñïðåññèðî -
âàòü CD11c, CD14 è (èëè) CD123, ÷òî è îáúÿñíÿ -
åò ïðèñóòñòâèå CD19+ êëåòîê ñðåäè ìîíîöèòîâ, 
mDC pDC.

Ïðè àíàëèçå ïîïóëÿöèé êëåòîê ìû íå âûÿâèëè 
ðàçëè÷èé â êîëè÷åñòâå ìîíîöèòîâ ïåðèôåðè÷å -
ñêîé êðîâè è mDC ìåæäó ãðóïïàìè ïàöèåíòîâ. 
Îäíàêî â êðîâè ïàöèåíòîâ ñ ÁÀ áûëî îáíàðóæå -
íî áîëüøåå êîëè÷åñòâî B-êëåòîê. Êàê óæå áûëî 
îòìå÷åíî, äëÿ èäåíòèôèêàöèè B-ëèìôîöèòîâ ìû 
èñïîëüçîâàëè ìàðêåð CD19. Îí ýêñïðåññèðóåòñÿ 
íà B-êëåòêàõ ñ ñàìûõ ðàííèõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ: îò 
ïðåäøåñòâåííèêîâ B-êëåòîê äî èõ òåðìèíàëüíîé 
äèôôåðåíöèðîâêè â ïëàçìàòè÷åñêèå êëåòêè èëè 
ôîëëèêóëÿðíûå äåíäðèòíûå êëåòêè. Êðîìå òîãî, 
CD19 èãðàåò âàæíóþ ðîëü â àêòèâàöèè B-êëåòîê 
[15]. Èçâåñòíî, ÷òî â ïàòîãåíåçå ÁÀ êëþ÷åâóþ 
ðîëü èãðàþò Th2- è Th17- êëåòêè, êîòîðûå äèô -
ôåðåíöèðóþòñÿ èç íàèâíûõ Ò-êëåòîê ïîä äåé -
ñòâèåì ñèãíàëîâ îò äåíäðèòíûõ êëåòîê. Â ñâîþ 
î÷åðåäü, Th2-êëåòêè èíäóöèðóþò ïðîäóêöèþ IgE 
B-êëåòêàìè ïîñðåäñòâîì ñòèìóëÿöèè èíòåðëåé -
êèíàìè (IL) 4 è 13. Â ñâÿçè ñ ýòèì óâåëè÷åííîå 
êîëè÷åñòâî B-ëèìôîöèòîâ â êðîâè ïàöèåíòîâ ñ 
ÁÀ âûãëÿäèò ëîãè÷íûì è ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè 
äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé [16, 17], êîòîðûå òàêæå 
îòìå÷àþò ïîâûøåíèå óðîâíÿ B-êëåòîê ïàìÿòè, 
ïëàçìàòè÷åñêèõ êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ IgE, ó 
ïàöèåíòîâ ñ àòîïèåé. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìû 
íå îáíàðóæèëè âëèÿíèÿ âèðóñíîé èíôåêöèè íà 
êîëè÷åñòâî Â-êëåòîê â êðîâè ó äîáðîâîëüöåâ èç 
ðàçíûõ ãðóïï.

Ïðè àíàëèçå ñîäåðæàíèÿ pDC ìû íå âûÿâèëè 
ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè äîáðîâîëüöåâ, îäíàêî 
íà 4-å ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ îòìå÷àëîñü äîñòîâåð -
íîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà pDC ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÀ 
êàê â ãðóïïå ñ LPA, òàê è â ãðóïïå ñ PAST.  Ìû 
ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ ïîâûøåííûì ìè -
ãðàöèîííûì ïîòåíöèàëîì öèðêóëèðóþùèõ pDC 
ïðè îáîñòðåíèè âèðóñ-èíäóöèðîâàííûõ îñëîæ -
íåíèé ÁÀ. Ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÀ pDC ìîãóò ìèãðè -
ðîâàòü â äûõàòåëüíûå ïóòè ê î÷àãó âîñïàëåíèÿ. 
Ñõîæèå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû â ðàáîòå E. Silver, 
â êîòîðûõ îòìå÷åíî äåôèöèòíîå êîëè÷åñòâî pDC 
â êðîâè äåòåé ñ ÁÀ, ïåðåíåñøèõ èíôåêöèþ ðåñïè -
ðàòîðíî-ñèíöèòèàëüíûì âèðóñîì, îäíàêî â äàí -
íîì èññëåäîâàíèè íå èçó÷àëîñü êîëè÷åñòâî pDC 
ó ýòèõ äåòåé äî çàðàæåíèÿ [18].     
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