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 Чечина О.Е., Рязанцева Н.В., Сазонова Е.В. и др. 

В статье приведены результаты комплексного исследования особенностей реализации апоптоза лимфоцитов при кле-

щевом энцефалите в острый период, а также в условиях длительной антигенемии вируса клещевого энцефалита. При кле-

щевом энцефалите отмечено повышение количества апоптотически измененных лимфоцитов, клеток, несущих на своей 

поверхности рецептор к фактору некроза опухолей типа I, а также клеток со сниженным трансмембранным потенциалом 

митохондрий. Обнаруженные изменения более выражены при острой форме нейроинфекции. 
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Results of the complex research of apoptosis realization of lymphocytes at acute tick-born encephalitis and during long antige-

nemia condition has been presented in this article. The acceleration of apoptosis, tumor necrosis factor I presentation and the de-

crease in mitochondrial transmembrane potential of lymphocytes were determined at tick-born encephalitis. Uncovered changes are 

more appeared at acute neuroinfection. 
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Введение 

В ходе эволюции в организме млекопитающих 

была сформирована сложнейшая многоуровневая сис-

тема поддержания постоянства внутренней среды, 

одним из значимых механизмов которой является 

апоптоз, направленный на устранение избыточных 

и (или) аномальных клеток, а также необходимая для 

нормального эмбриогенеза [7, 13]. 

К разнообразным внешним и внутренним факто-

рам, регулирующим запуск апоптотической про-

граммы, относят гормоны, цитокины, различные 

ксенобиотики, генетические особенности самой 

клетки, условия окружающей среды, в том числе и 

различные вирусы [1]. 

Изучение молекулярных аспектов реализации 

программированной гибели клетки в условиях вирус-

ной инфекции является актуальным вопросом. Уча-

стие апоптоза в удалении вируссодержащих клеток 

имеет важное биологическое значение, так как от его 

индукции во многом зависит исход инфекционного 

процесса [3, 10]. 

Известно, что запуск специфического противови-

русного иммунитета сопровождается активацией Т-

лимфоцитов, которые уничтожают инфицированные 

вирусом клетки и привлекают в очаг другие эффекто-

ры [6]. Однако на фоне пребывания персистирующего 

возбудителя в зараженных клетках, несмотря на вы-

раженный иммунологический ответ, происходит сбой 

в защитных системах организма [4]. Рассматривая при-

чины нарушения защитных механизмов в условиях 

заражения организма вирусом клещевого энцефалита 

(КЭ), следует отметить тропизм данного инфекта к 

лимфоидной ткани [2], а также его способность вме-
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шиваться в реализацию танатогенной программы им-

мунокомпетентных клеток [5, 8, 16].  

В то же время молекулярные механизмы моду-

ляции апоптоза клеток иммунной системы могут 

быть связаны с вызываемым вирусом клещевого эн-

цефалита дисбалансом Th1- и Th2- цитокинов [11, 

12]. Цитокины являются наиболее многочисленной 

группой биологически активных веществ, влияющих 

на процессы гибели клетки [7]. Одни цитокины (на-

пример, IL-2, -3, -4, IFN-α, факторы роста) могут 

запускать эндогенную программу защиты клеток от 

апоптоза [1, 7]. Другие цитокины (TNF, β-

токоферол, IL-1), напротив, обладают способностью 

индуцировать апоптоз. Эффект некоторых цитоки-

нов (например, IFN-γ, IL-10) может быть разнона-

правленным и зависеть как от типа клеток, так и от 

их функционального состояния [14]. Выраженный 

дисбаланс регуляторных цитокинов и нарушения 

регуляции программированной гибели иммуноком-

петентных клеток могут являться причиной развития 

многих патологических процессов, в том числе хро-

низации инфекции, вызванной вирусом КЭ. 

В связи с этим цель настоящей работы — оценить 

особенности реализации апоптоза лимфоцитов при 

клещевом энцефалите. 

Материал и методы 

Работа основана на результатах обследования 45 

пациентов (25 мужчин и 20 женщин, средний возраст 

(35  3) года), страдающих КЭ, включая 25 лиц с ост-

рым клещевым энцефалитом (ОКЭ) и 20 человек с 

антигенемией вируса КЭ (более 6 мес после острого 

периода КЭ). Диагноз «ОКЭ» устанавливали на осно-

вании присасывания либо факта наличия ползающих 

клещей, а также клинической картины заболевания 

(острое начало, инфекционный синдром, неврологиче-

ский статус). Верификацию диагноза осуществляли по 

результатам исследования клещей на присутствие ан-

тигена вируса КЭ, определения в сыворотке крови у 

пациентов его антигена и титра специфических анти-

тел классов М и G к указанному возбудителю методом 

иммуноферментного анализа (ИФА), а также по дан-

ным выявления РНК вируса КЭ с использованием по-

лимеразной цепной реакции. У лиц с антигенемией 

вируса КЭ через 6—24 мес после перенесенного в ли-

хорадочной форме ОКЭ в крови обнаруживался анти-

ген возбудителя, а также высокий титр специфических 

к нему IgG. 

В контрольную группу были включены 20 практи-

чески здоровых доноров с аналогичными характеристи-

ками по полу и возрасту, не страдавшие инфекционны-

ми заболеваниями и не предъявлявшие на момент об-

следования жалоб соматического профиля.  

Материалом исследования являлась венозная 

кровь обследованных лиц, взятая утром до приема 

пищи и стабилизированная гепарином (10—15 Ед/мл). 

Объектом исследования служили лимфоциты. Выде-

ленные из венозной крови стандартным методом на гра-

диенте плотности Ficoll-Paque (Pharmacia, Швеция) 

(ρ = 1,077 г/см
3
) клетки культивировали в течение 18 ч 

при температуре 37 С и 5% СО2 в полной культураль-

ной среде, состоящей из 90% RPMI-1640 (ЗАО «Вектор-

Бест», г. Новосибирск), 10% инактивированной эмбрио-

нальной телячьей сыворотки (ООО «Биолот», г. Санкт-

Петербург), 0,3 мг/мл L-глутамина.  

Клетки после культивирования ресуспендировали 

в аннексиновом буфере, содержащем аннексин V, ме-

ченный флюоресцин изотиоцианатом (ФИТЦ), и про-

пидий йодид (Beckman Coulter, США), инкубировали 

15 мин в темноте при комнатной температуре. Анализ 

образцов клеточных суспензий проводили на проточ-

ном цитофлюориметре Epics XL (Beckman Coulter) на 

основе определения параметров зеленой (FITC — 

530 нм) и оранжевой (пропидий йодид — 590 нм) 

флюоресценции.  

Регистрацию количества лимфоцитов, несущих ре-

цептор к фактору некроза опухолей α I типа (TNF-RI), 

осуществляли методом, основанным на взаимодействии 

соответствующих моноклональных антител (МКАТ)  

с мембранным рецептором к TNFα на лимфоцитах. 

После культивирования клетки отмывали фосфатным 

буфером (рН 7,2) и окрашивали стандартными МКАТ 

к рецепторам (TNF-RI), меченными фикоэритрином 

(PE) (R&D, США) в объеме 10 мкл. После 30 мин инку-

бации клетки подвергали проточной цитофлюоримет-

рии на цитофлюориметре Epics XL (Beckman Coulter), 

анализируя параметры оранжевой (PE — 585 нм) 

флюоресценции в гейте лимфоцитарных клеток. 

Регистрацию изменения величины мембранного по-

тенциала митохондрий проводили методом проточной 
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лазерной цитометрии с использованием набора реаген-

тов MitoScreen (BD Pharmigen, США). Суспензию 

лимфоцитов, содержащую 1 · 10
6
 клеток, центрифуги-

ровали 5 мин при 400g. К клеточному осадку добавля-

ли 0,5 мл раствора JC-I (5,5',6,6'-тетрахлоро-1,1’,3,3'-

тетраэтилбензимидазолилкарбоцианин йодид). Клетки 

ресуспендировали и инкубировали 10—15 мин при 

температуре 37 С, затем дважды отмывали буфе-

ром. Окрашенные JC-1 лимфоциты анализировали 

на проточном цитометре Epics XL (Beckman 

Coulter), определяя процентное содержание клеток 

со сниженным уровнем трансмембранного потенциа-

ла митохондрий (область зеленого спектрального све-

чения — 525 нм).  

Проверку нормальности распределения количест-

венных показателей проводили с использованием кри-

терия Колмогорова—Смирнова. Для каждого анализи-

руемого показателя вычисляли медиану Me и первый и 

третий квартили (Q1—Q3). Для определения достовер-

ности различий между независимыми группами исполь-

зовали непараметрический U-критерий Манна—Уитни. 

Статистически значимым принимали уровень 

p < 0,05. 

Результаты 

Оценка процентного содержания лимфоцитов, 

претерпевающих апоптотическую гибель, позволила 

установить, что у здоровых доноров количество кле-

ток в состоянии апоптоза достигало 1,69 (1,04—

3,08)% (таблица). У больных ОКЭ было зарегистриро-

вано десятикратное увеличение численности апопто-

тически измененных лимфоцитарных клеток относи-

тельно контрольных значений (р < 0,001) (таблица). У 

пациентов с антигенемией вируса КЭ отмечались 

сходные, хотя и не столь выраженные изменения дан-

ного показателя (р < 0,05). 

Оценка количества клеток, несущих на своей по-

верхности TNF-RI-рецептор, показала, что содержа-

ние TNF-RI-позитивных лимфоцитов у больных ОКЭ 

и у лиц с хронической антигенемией вируса КЭ в 4,6 и 

3,7 раза соответственно превышало контрольные зна-

чения (р < 0,001) (таблица).  

Определение доли клеток, приходящихся на лим-

фоциты со сниженным трансмембранным потенциа-

лом митохондрий, у больных ОКЭ показало статисти-

чески значимое повышение значения данного пара-

метра по сравнению со здоровыми лицами (таблица). 

Анализ результатов изучения целостности митохонд-

риальной мембраны лимфоцитов у пациентов с хро-

нической антигенемией вируса КЭ позволил также 

выявить возрастание численности клеток фракции 

мононуклеарных лейкоцитов с деполяризованной 

мембраной митохондрий относительно аналогичного 

показателя у здоровых лиц (р < 0,05) (таблица). 

 
Количество апоптотически измененных клеток, клеток, 

несущих  

на своей поверхности TNF-RI-рецепторы, а также клеток  

со сниженным трансмембранным потенциалом митохондрий  

у пациентов с КЭ (Me (Q1—Q3)), % 

Показатель 

Характеристика обследованных 

Здоровые 

доноры 
Больные ОКЭ 

Пациенты с хро-

нической антиге-

немией вируса КЭ 

Количество лимфо-

цитов в апоптозе 

1,69 

(1,04—3,08) 

18,70 

(11,20—21,60) 

р1 < 0,001 

5,72 

(5,43—6,01) 

р1 < 0,05; 

р2 < 0,001 

Количество TNF-RI-

положительных лим-

фоцитов 

3,31 

(1,58—4,15) 

15,30 

(13,40—19,04) 

р1 < 0,001 

12,46 

(10,77—17,62) 

р1 < 0,001; 

р2 > 0,05 

Количество лимфо-

цитов со сниженным 

трансмембранным 

потенциалом мито-

хондрий 

2,24 

(1,34—2,89) 

6,74 

(2,56—10,40) 

р1 < 0,05 

8,48 

(7,08—9,06) 

р1 < 0,05; 

р2 > 0,05 

 

П р и м е ч а н и е. р1 — достоверность различия показателя по 

сравнению с таковым у здоровых доноров; р2 — достоверность 

различия показателя по сравнению с таковым у больных острым 

клещевым энцефалитом. 

Обсуждение 

Выявленное в настоящем исследовании усиление 

программированной гибели лимфоцитов крови при 

клещевой нейроинфекции можно рассматривать как 

ответную специфическую реакцию клетки-хозяина на 

инфектоген, направленную на противостояние даль-

нейшей экспансии возбудителя [5]. С другой стороны, 

массовая гибель клеток, осуществляющих реализацию 

противовирусного иммунитета, может обусловливать 

неадекватность иммунного ответа, что позволяет ви-

русу длительно сохраняться в организме с формиро-

ванием хронического инфекционного процесса [15]. 
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Важную роль в реализации апоптоза иммунных 

клеток играет TNF-RI. Взаимодействие TNF-RI со 

своим лигандом TNFα ведет к запуску апоптоза [13]. 

Полученные нами результаты увеличения количест-

ва TNF-RI-несущих лимфоцитов у пациентов с КЭ 

свидетельствуют о заинтересованности рецепторно-

го пути в реализации программы гибели клетки. Вы-

явленные изменения были более выражены при ост-

рой форме нейроинфекции. Это подтверждает обна-

руженная корреляционная зависимость между 

количеством TNF-RI-несущих лимфоцитов и про-

центом клеток в апоптозе (r = 0,77; р < 0,05), то есть 

чем больше клеток имеют на своей поверхности ре-

цепторы, связывающие мощный активатор запуска 

танатогенной программы TNFα, тем вероятнее их 

вовлечение в апоптоз. Однако помимо проапоптоти-

ческого действия цитокина стоит учитывать и воз-

можность некоторого вклада инфекта в инициацию 

апоптоза при ОКЭ, так как в условиях длительного 

присутствия антигена вируса КЭ содержание апоп-

тотических лимфоцитов также превышало кон-

трольные значения, однако оно было снижено в 3 

раза по сравнению с соответствующим показателем 

у больных ОКЭ (см. таблицу). 

Кроме того, запуск программы апоптоза может 

осуществляться по митохондриальному пути. Данный 

факт подтверждает обнаруженное у пациентов с КЭ 

увеличение количества клеток со сниженным транс-

мембранным потенциалом митохондрий. Выявленные 

изменения могут являться следствием действия не-

скольких факторов. В частности, при взаимодействии 

TNF-RI со своим лигандом TNFα активируется каспа-

за-8, что способствует образованию пор в наружной 

мембране митохондрий и пор пермеабилизационного 

перехода, это ведет к нарушению работы дыхательных 

комплексов, опосредуя запуск апоптогенной програм-

мы [9, 13]. Еще одним фактором может служить нако-

пление в лимфоцитах активных форм кислорода, про-

дукция которых резко возрастает при острой вирусной 

инфекции. Причиной окислительного стресса также 

является TNFα, который в условиях воспаления через 

активацию фосфолипазы А2 стимулирует образование 

эйкозаноидов, способных ингибировать фермент, ме-

таболизирующий супероксид-анион, — митохондри-

альную MnSOD, что приводит к накоплению суперок-

сид-анионов и повреждению митохондриальных мем-

бран [17].  

Заключение 

Таким образом, полученные данные свидетельст-

вуют об участии TNFα в реализации апоптоза лимфо-

цитов крови при клещевом энцефалите. Молекуляр-

ные механизмы реализации данного вида клеточной 

гибели связаны с запуском рецепторного и митохон-

дриального путей. Обнаруженные изменения более 

выражены при острой форме нейроинфекции.  
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