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TNFα – многофункциональный плейтропный цитокин, которому придается особое значение в 
иммунопатогенезе ревматоидного артрита. При этом от уровня растворимых и экспрессии 
мембраносвязанных форм его рецепторов может в значительной степени зависеть эффективность 
действия иммуномодулирующего цитокина и его роль в развитии патологических состояний организма. 
По результатам исследования показан ряд достоверных отличий не только в проценте клеток, несущих 
рецепторы к TNFα, но и в абсолютном количестве экспрессируемых рецепторов на клетках различных 
субпопуляций иммунокомпетентных клеток в норме и при ревматоидном артрите, установлены 
корреляционные взаимосвязи этих показателей с сывороточными уровнями самого цитокина и его 
растворимых рецепторов. Обсуждаются механизмы и роль изменений в экспрессии рецепторов к 
TNFα на отдельных субпопуляциях лейкоцитов при иммунопатологическом состоянии и в сравнении 
с условно-здоровыми донорами.
Ключевые слова: TNFα, мембранносвязанные рецепторы, ревматоидный артрит

Tumor necrosis facTor-α membrane-bound and soluble recepTors  
in norm and in rheumaToid arThriTis 

A.A. Alshevskaya, F.F. Vasiliev, J.A. Lopatnikova, S.V. Sennikov

Research Institute of Clinical Immunology SB RAMS, Novosibirsk

TNFα – a multifunctional pleiotropic cytokine, considered to have a special significance in the immunopatho-
genesis of rheumatoid arthritis. Herewith the effectiveness of immunomodulatory cytokine and its role in the 
development of pathological states of the organism may depend largely on the content of soluble receptors and 
expression of membrane-bound receptors. The study shows several significant differences not only in the percent-
age of cells with TNFα receptors, but also in the absolute number of receptors expressed on cells from different 
subsets of immunocompetent cells in health and in rheumatoid arthritis, establishes correlation relationships 
of these parameters with serum contents of the cytokine and its soluble receptors. The mechanisms and the 
role of changes in the expression of TNFα receptors in different subsets of leukocytes in immunopathological 
state and in compare with healthy donors are discussed.
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Система цитокинов представляет собой уни-
версальную полиморфную регуляторную сеть 
медиаторов, предназначенных для контроля 
процессов пролиферации, дифференцировки и 
функциональной активности клеточных элементов 
в иммунной и других гомеостатических системах 
организма. Фактор некроза опухоли-α (TNFα) 
– провоспалительный цитокин, обладающий 
широким спектром биологической активности, 
оказывает влияние на различные типы клеток, и, 
соответственно, необходим в защите организма 
против бактериальных, грибковых, паразитарных 
и вирусных инфекций [4].

В силу его важности в развитии иммунологи-
ческих реакций биологическая активность этого 
медиатора имеет достаточно сложную регуляцию, 
включающую в себя два типа мембраносвязанных 
рецептора, регулирующих различные функции 
в клетке, и растворимые рецепторы I и II типа, 
которые ограничивают системные эффекты это-
го медиатора при выходе цитокина в системную 
циркуляцию при патологическом процессе. С 
активацией различных сигнальных путей связано 
участие TNFα в процессах клеточной пролифе-
рации и дифференцировки, выживания клеток, 
генерации тканей и тканевого микроокружения.

Рецепторы I типа экспрессируются почти все-
ми типами клеток и опосредуют главным образом 
воспалительные и цитотоксические эффекты 
TNFα. Рецепторы II типа экспрессируются пре-
имущественно клетками крови, лимфоидными и 
эпителиальными клетками и участвуют в реали-
зации пролиферативных процессов. Считают, что 
TNFR1 обеспечивает большинство биологических 
активностей TNFα, он активирует ядерный фактор 
транскрипции NF-κβ и c-jun N-терминальную кина-
зу; нокаут по гену TNFR1 приводит к выраженному 
иммунодефициту [12]. Известно, что рецептор I 
типа, связывая TNFα и передавая сигнал для акти-
вации генов TNFα через MAP-киназы (JNK/p38), 
принимает участие в аутокринной регуляции про-
дукции TNFα. Прямое проведение сигнала через 
TNFR2 ограничено, по-видимому, только клетками 
иммунной системы, но были высказаны предпо-
ложения, что рецептор II типа может приводить к 
активации рецептора I типа с последующей пере-
дачей сигнала в клетку. Известно также участие 
TNFR2 в восстановлении тканей и ангиогенезе.

Растворимые рецепторы являются мощными ре-
гуляторами активности цитокина. С одной стороны, 
они (особенно sTNFR1) могут нейтрализовать TNFα 
в системной циркуляции и ингибировать его биоло-
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гическую активность, блокируя антипролифератив-
ные эффекты цитокина и конкурируя с рецепторами 
TNFα на поверхности клеток, а также усиливать его 
паракринные эффекты [1]. С другой стороны, ком-
плексы рецепторов с TNFα можно рассматривать в 
качестве своеобразного пула связанного рецептора, 
из которого он постепенно высвобождается [11].

Иммунорегуляторный цитокин TNFα имеет 
большое значение в патогенезе многих заболе-
ваний, в том числе имеющих иммунологическую 
основу. Одним из таких заболеваний является и 
ревматоидный артрит [9]. Ревматоидный артрит 
(РА) – хроническое системное аутоиммунное 
заболевание соединительной ткани, сопровожда-
ющееся преимущественным поражением пери-
ферических суставов с развитием в них эрозивно-
деструктивных изменений и анкилозирования [6]. 

Этиология РА остается не до конца изученной, 
однако показано, что в его патогенезе принимают 
активное участие иммунные реакции, преиму-
щественно регулируемые Т-хелперами I типа, и 
генетически детерминированные аутоиммунные 
процессы, возникновению которых способствует 
дефицит Т-супрессорной функции лимфоцитов 
[2]. Инициальные воспалительные изменения про-
исходят в синовиальной оболочке суставов, куда 
«рекрутируются» иммунокомпетентные клетки, 
продуцирующие провоспалительные цитокины, а 
также антитела к компонентам синовии. При этом 
активация и агрессивная пролиферация синови-
альных клеток, а также суставных макрофагов 
модулируется различными колониестимулирую-
щими факторами (GM-CSF, G-CSF), цитокинами, 
продуктами метаболизма арахидоновой кислоты 
и другими медиаторными субстанциями [5, 6]. В 
частности, антиген-специфическая активация 
СD4 + Т-лимфоцитов по Th-l типу, характерная для 
ревматоидного артрита, приводит к гиперпродукции 
интерлейкина IL-2, интерферона-γ, IL-17, а также 
к дисбалансу между провоспалительными (TNFα, 
IL-1β , IL-6, IL-8 и др.) и противовоспалительными 
цитокинами (IL-4, IL-10, растворимый антагонист 
IL-16 и др.) с преобладанием продукции первых над 
вторыми [5] на системном уровне, что отражается 
в изменении показателей периферической крови.

Фактору некроза опухоли-α придается особое 
значение в иммунопатогенезе ревматоидного ар-
трита. Считается, что в дебюте заболевания пре-
валирует синтез именно этого цитокина, который 
обладает способностью запускать целый каскад 
иммунопатологических реакций (в том числе, сти-
мулировать продукцию других провоспалительных 
субстанций) [10, 13], а неконтролируемый синтез 
TNFα лежит в основе хронизации патологического 
процесса и прогрессирующих костных деструк-
тивных изменений. В частности, TNFα принимает 
участие в развитии клинических признаков вос-
паления (боль, лихорадка, снижение массы тела 
и др.), индуцирует экспрессию молекул адгезии, 
стимулирует неоангиогенез, пролиферацию фи-
бробластов, играющих важную роль в формиро-
вании ревматоидного паннуса, и т.д. [2].

Исследование экспрессии рецепторов к им-
мунорегуляторному цитокину TNFα на иммуно-
компетентных клетках и выявление корреляций 
с уровнями растворимых рецепторов и самого 
медиатора представляется необходимым для пони-
мания роли TNFα в регуляции иммунных реакций 
в норме и при патологических состояниях. При 
этом необходимо оценивать не только процент-
ное содержание клеток, несущих рецепторы, но и 
количество самих экспрессируемых рецепторов 
– поскольку в условиях сниженной экспрессии 
рецепторов активность функционирования цито-
кина может находиться на минимальном уровне; 
если же экспрессия рецепторов избыточна, то 
клеточные популяции будут активно реагировать 
на взаимодействие лиганд/антитело.

Целью настоящей работы было оценить из-
менения в экспрессии мембраносвязанных и 
растворимых рецепторов к TNFα в норме и при 
ревматоидном артрите.

материалы и метОды

Объект исследования – мононуклеарные клет-
ки, выделенные из цельной периферической крови 
условно-здоровых доноров (24 человека) (ОГУЗ 
«Новосибирский центр крови») и больных ревма-
тоидным артритом в стадии обострения (7 человек) 
ГБУЗ НСО «Государственная Новосибирская об-
ластная клиническая больница»). Исследование 
проводилось с добровольного информированного 
согласия всех больных и условно-здоровых доно-
ров; одобрено локальным этическим комитетом 
ФГБУ «НИИКИ» СО РАМН (протокол № 52 от 
23.06.2010 г.).

Выделение и культивирование фракции  
МНК ПК

МНК выделяли стандартно [3] из венозной 
крови путем центрифугирования в градиенте 
плотности фиколл-урографина (ρ = 1,077 г/л) (фи-
колл (Pharmacia Fine Chemicl, Sweden), урографин 
(Шеринг АО, Германия)). МНК ПК собирали из 
интерфазы и отмывали в среде RPMI-1640 (Биолот, 
Россия) дважды. МНК культивировали в объеме 
200 мкл в конечной концентрации 5 млн клеток/мл в 
среде RPMI-1640 с добавлением 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (Hyclone), гентамицина 80 мкг/
мл («Синтез»), 2мМ L-глутамина (ФГУН ГНЦ ВБ 
«Вектор»), Hepes (Sigma), 5 × 10–5 мМ меркаптоэта-
нола (Sigma) в 96-луночном планшете (TPP, Швей-
цария) в течение 24 часов в инкубаторе во влажной 
атмосфере при температуре 37 °С и концентрации 
СО

2
 5% в отсутствии и присутствии LPS (штамм 

055:B5) (в конечной концентрации 200 нг/мл).

Методы проточной цитофлуориметрии
Оценка фенотипических характеристик про-

водилась методом проточной цитометрии (цитоф-
луориметр FACSAria (BD, США)) с использованием 
антител anti-hCD3-APC, anti-hCD19 PЕCy7, anti-
hCD14 FITC (eBioscience), а также anti-hTNFRI-PЕ 
и anti-hTNFRII-PЕ (R&D Systems), для перевода 
значений интенсивности флуоресценции клеток, 
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экспрессирующих соответствующий маркер, в 
абсолютные показатели количества рецепторов 
TNFα I и II типов на клетках использовали кали-
бровочные частицы BD Quantibrite™ PE Beads 
(с учетом проверки работоспособности прибора 
CST-Beads (BD)). 

Определение уровня TNFα и его растворимых 
рецепторов в сыворотке крови

Уровень продукции медиаторов определяли в 
сыворотке крови иммуноферментным твердофаз-
ным анализом с использованием соответствующих 
наборов согласно инструкции производителя: 
sTNFRI, sTNFRII (RayBiotech, Inc., США) и альфа-
TNF (ЗАО «Вектор-Бест», Россия).

Статистическая обработка результатов
Результаты обрабатывались с помощью пакета 

прикладных программ SPSS-11.5. Полученные дан-
ные были подвергнуты проверке на нормальность 
распределения (тест Колмогорова – Смирнова), 
которая показала, что все распределения являются 
нормальными. Поэтому результаты представлены 
в виде среднего и ошибки среднего (M ± m), а 
дальнейшее сравнение выборок с определением 
достоверности различий проводилось с использо-
ванием параметрического t-критерия Стьюдента 
(отличия считались достоверными при p ≤ 0,05). 
Корреляции между исследуемыми параметрами 
устанавливались с использованием коэффициента 
корреляции Пирсона (при p ≤ 0,05).

результаты и Обсуждение

1. Определение экспрессии мембраносвязанных 
рецепторов I и II типа к TNFα на субпопуляциях 

интактных МНК 
В ходе работы оценивалось процентное содер-

жание клеток, экспрессирующих рецепторы I и II 
типа к TNFα (рис. 1) на различных популяциях им-

мунокомпетентных клеток периферической крови, 
а так же рассчитывалось абсолютное количество 
рецепторов на клетках (рис. 2).

Как видно из рис. 1 и 2, субпопуляции CD3, 
CD19 и CD14 позитивных клеток периферической 
крови различаются как по проценту клеток, экс-
прессирующих рецепторы, так и по абсолютному 
числу рецепторов к TNFα на клетках. На всех по-
пуляциях и во всех группах обследованных процент 
TNFR2 позитивных клеток достоверно выше про-
цента клеток, экспрессирующих TNFR1. 

При сравнении группы больных и условно-
здоровых доноров достоверные отличия выявле-
ны только по процентному содержанию клеток, 
экспрессирующих рецепторы к TNFα (рис. 1). 
Было показано, что в популяции моноцитов ус-
ловно-здоровых доноров отмечается достоверно 
более высокий процент клеток, экспрессирующих 
рецепторы I и II типа, по сравнению с больными 
ревматоидным артритом. 

Кроме того, в популяции В-лимфоцитов услов-
но-здоровых доноров отмечается достоверно мень-
ший процент клеток, несущих рецепторы II типа, по 
сравнению с больными ревматоидным артритом.

2. Определение экспрессии мембраносвязанных 
рецепторов I и II типа к TNFα на CD14+ клетках  

в спонтанных и стимулированных культурах 
мононуклеарных клеток

Для изучения изменений в экспрессии рецеп-
торов при стимуляции мононуклеарных клеток 
митогеном оценивалось процентное содержание 
позитивных клеток и абсолютное количество экс-
прессируемых рецепторов на моноцитах (CD14+) 
в культурах МНК человека: спонтанной и стиму-
лированной LPS 055:B5 (обладающего повышенной 
активностью в отношении клеток моноцитарно-
макрофагального ряда). Выбор для исследования 
популяции моноцитов обусловлен тем, что TNFα 
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рис. 1. Процент экспрессирующих TNFR1 и TNFR2 среди CD3, CD19 или CD14 позитивных клеток периферической крови 
условно-здоровых доноров (n = 24) и больных ревматоидным артритом (n = 7). Данные представлены как среднее 
и ошибка среднего (M ± m). Стрелками на рисунке указана достоверность отличий, p ≤ 0,05.
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наиболее активно действует на клетки именно 
моноцитарно-макрофагального ряда, и регуляция 
рецепторного аппарата на этой популяции имеет 
большое значение для развития иммунных реак-
ций. Данные представлены в таблице 1.

Была показана достоверная стимуляция экс-
прессии рецепторов на моноцитах под действием 
LPS в культурах МНК условно-здоровых доноров 
и больных РА при 24-часовом культивировании по 
сравнению со спонтанными культурами, с увеличе-
нием как процента клеток, несущих рецепторы, так 
и абсолютного количества экспрессируемых рецеп-
торов к TNFα. По проценту позитивных клеток в по-
пуляции моноцитов LPS-стимулированных культур 
не отмечалось значимых различий между группами 
условно-здоровых доноров и больных РА. Однако 
при этом наблюдаются достоверно более высокий 
уровень абсолютного количества рецепторов как I, 
так и II типа, в стимулированных культурах больных 
РА по сравнению со здоровыми донорами. 

3. Определение TNF и растворимых рецепторов

По результатам сравнения показателей между 
условно-здоровыми донорами и больными рев-
матоидным артритом, была выявлена тенденция 
(0,05 < p < 0,1) к более высокому содержанию TNFα 
в сыворотке крови больных РА (2,492 пг/мл) по 
сравнению со здоровыми донорами (0,836 пг/мл). 
При сравнении уровней растворимых рецепторов, 
в группах исследуемых показаны достоверно более 
высокие уровни сывороточного содержания рас-
творимого рецептора II типа по сравнению с рецеп-
тором I типа как у больных РА (3450,4 и 1031,4 пг/мл 
соответственно), так и у условно-здоровых доноров 
(2291 и 844,3 пг/мл соответственно). Так же показан 
достоверно более высокий уровень растворимого 
рецептора II типа в сыворотке крови больных РА по 
сравнению с условно-здоровыми донорами.

4. Определение корреляций между компонен-
тами системы TNFα

Проводился анализ корреляций между данны-
ми по уровням экспрессии мембраносвязанных 
рецепторов обоих типов, уровню содержания 
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рис. 2. Абсолютное содержание рецепторов TNFR1 и TNFR2 на субпопуляциях CD3, CD19 или CD14 позитивных клеток 
периферической крови условно здоровых доноров (n = 24) и больных РА (n = 7). Данные представлены как среднее 
и ошибка среднего (M ± m). Стрелками на рисунке указана достоверность отличий, p ≤ 0,05. 

Таблица 1
Относительное количество клеток, экспрессирующих TNFR1 и TNFR2, в субпопуляции моноцитов и абсолютное 

содержание рецепторов на моноцитах в спонтанной и стимулированной культурах МНК условно-здоровых 
доноров (n = 24) и больных РА (n = 7)

 
TNFR1 TNFR2 

% клеток число рецепторов 
на клетке % клеток число рецепторов  

на клетке 

Условно-здоровые 
доноры 

Спонтанная культура 3,6 ± 0,4 1660,4 ± 155,8 25,3 ± 4,6 2314,5 ± 196,9 
LPS-стимулированная 
культура 8,2 ± 1,8 2451 ± 386,5 82,6 ± 3,8 4192,2 ± 410,7 

Больные 
ревматоидным 
артритом 

Спонтанная культура 3,63 ± 0,8 1893,466 ± 234,2 27,9 ± 2,9 2461,4 ± 191,5 
LPS-стимулированная 
культура 5 ± 0,8* 3831,2 ± 571,8* 87,7 ± 3,1 6319,6 ± 708,4* 

 
 
примечание: данные представлены как среднее и ошибка среднего (M ± m). * –достоверные отличия в группе больных 

ревматоидным артритом по сравнению с показателями условно-здоровых доноров, p ≤ 0,01.
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растворимых рецепторов и содержанию TNFα с ис-
пользованием коэффициента Пирсона, значимыми 
считались корреляции при p ≤ 0,05.

У здоровых доноров содержание растворимых 
рецепторов I типа положительно коррелирует с ко-
личеством рецепторов I типа на интактных клетках 
в субпопуляции моноцитов. Была установлена кор-
реляция между процентным содержанием клеток, 
экспрессирующих рецепторы I и II типа, в популя-
ции интактных моноцитов, и также в спонтанной 
культуре МНК между I и II типом рецепторов, как 
по их абсолютному количеству, так и по проценту 
клеток, экспрессирующих данные рецепторы. 

У больных РА повышенный уровень содер-
жания TNFα связан отрицательной корреляци-
ей с уровнем экспрессии TNFR1 на интактных 
В-лимфоцитах и процентным содержанием моно-
цитов, экспрессирующих TNFR2. Установлено, 
что уровни растворимых рецепторов I и II типа 
положительно коррелируют между собой, что со-
гласуется с литературными данными [7]. 

заключение 

При анализе клеток в условиях поликлональ-
ной активации митогеном абсолютное количе-
ство рецепторов обоих типов на клетках LPS-
стимулированных культур моноцитов у больных 
достоверно больше по сравнению со здоровыми 
донорами. Это свидетельствует о том, что имму-
нокомпетентные клетки больных ревматоидным 
артритом более активно реагируют на введение 
в культуру липополисахарида, увеличивая абсо-
лютное количество экспрессируемых рецепторов 
к TNFα, что обусловлено их скомпрометированно-
стью в отношении развития провоспалительных 
реакций.

При сравнении показателей содержания рас-
творимых и экспрессии мембраносвязанных форм 
рецепторов был выявлен ряд взаимосвязей. Так 
как одним из способов образования растворимых 
рецепторов является слущивание с мембраны 
внеклеточной части мембраносвязанных рецеп-
торов, можно предположить, что высокий уровень 
sTNFR2 у больных РА и низкие уровни процентного 
содержания моноцитов, экспрессирующих рецеп-
торы II типа, связаны с усилением процесса шед-
динга рецепторов, которые в растворимой форме 
могут нейтрализовать повышенный уровень TNFα 
в сыворотке крови больных РА, снижая системные 
эффекты этого медиатора. 

При анализе корреляционных взаимосвязей 
между медиатором и уровнями мембраносвязан-
ных и растворимых рецепторов было показано, 
что у больных РА и условно-здоровых доноров 
отмечаются корреляции с противоположным зна-
ком. У здоровых доноров отмечена положительная 
корреляция между растворимым рецептором I типа 
и уровнем экспрессии его же на моноцитах, тогда 
как у больных ревматоидным артритом показана 
отрицательная корреляция между медиатором 
TNFα и мембраносвязанными рецепторами: для 
I типа по уровню экспрессии на В-лимфоцитах, а 

для рецептора II типа – по проценту позитивных 
клеток среди моноцитов. Таким образом, обнару-
женные различия в корреляционных взаимосвя-
зях между больными ревматоидным артритом и 
условно-здоровыми донорами свидетельствуют 
об изменениях в системе регуляции иммуномо-
дулирующего цитокина TNFα при протекании 
патологических реакций.

Полученные данные свидетельствуют о разли-
чиях в экспрессии рецепторов к TNFα на различ-
ных субпопуляциях иммунокомпетентных клеток 
в норме и при патологии, и о вовлеченности в па-
тологический процесс при ревматоидном артрите 
не только самого медиатора, но и его рецепторов. 
Результаты исследования позволяют говорить, 
что разная способность отдельных субпопуляций 
иммунокомпетентных клеток реагировать на 
медиатор TNFα связана как с разным процентом 
клеток этой субпопуляции, несущих рецепторы 
к TNFα, так и с разным количеством рецепторов, 
экспрессирующихся на клетках. Кроме того полу-
ченные данные по экспрессии рецепторов к TNFα 
в ответ на стимуляцию LPS свидетельствуют о 
значимой роли моноцитов в реакциях клеточной 
культуры в ответ на поликлональную активацию. 
При этом моноцитарные клетки больных РА имели 
достоверно более высокий уровень экспрессии 
мембраносвязанных рецепторов по сравнению 
со здоровыми донорами, что подтверждает ак-
тивную вовлеченность иммунокомпетентных 
клеток больных ревматоидным артритом в TNF-
опосредованные процессы.
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