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В последние годы большое количество исследований, посвященных изучению формирования иммунной системы на ранних 
этапах онтогенеза, направлено на расширение представлений механизмов врожденного и адаптивного иммунитета у 
недоношенных детей. Однако противоречивость литературных данных и отсутствие четких представлений о состоя-
нии иммунной системы детей различного гестационного возраста (ГВ) определяют актуальность дальнейшего изучения 
данной проблемы. С целью выявления особенностей фенотипической и функциональной характеристик клеток врожден-
ного и адаптивного иммунитета проведено обследование новорожденных различного ГВ: 22–27 нед (n = 15) – 1-я группа, 
28–32 нед (n = 29) – 2-я группа, 33–36 нед (n = 25) – 3-я группа и 37–41 нед (n = 25) – 4-я группа. Количество лимфоцитов 
(CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD95+CD3+, CD45RO+CD3+, CD45RA+CD3–) и моноцитов (HLA-DR+CD14+, CD282+CD14+, 
CD4+IFNγ+, CD4+IL4+) определяли с помощью метода проточной цитофлуориметрии. Установлено, что способность 
моноцитов к распознаванию паттернов патогенности микроорганизмов сформирована у детей к ГВ 22 нед. Особен-
ность детей ГВ 22–27 нед – неполноценность процессов презентации антигена и пролиферативной активности специ-
фических клонов лимфоцитов, сопряженная с повышенной спонтанной продукцией внутриклеточных цитокинов (IFN-γ+ 
и IL-4+) регуляторными CD4+-клетками. По достижении ГВ 28 нед процентное содержание активированных моно-
цитов, основных субпопуляций Т-лимфоцитов и количество цитокин-продуцирующих клеток соответствует возрасту 
доношенного ребенка. Полученные данные диктуют необходимость проведения дальнейших исследований, направленных 
на установление возрастных нормативных значений показателей иммунитета недоношенных детей.
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During last years, a large number of studies related to investigation of development of immune system at early stages of 
ontogenesis  are directed to expansion of concepts of mechanisms of inherent and adaptive immunity in premature newborns. 
However, discrepancy in publication data and absence of accurate conceptions about condition of immune system in children 
of various gestation age determine actuality of further investigation of this problem. The study was carried out to establish 
characteristics of phenotypic and functional characteristics of cells of inherent and adaptive immunity. The sampling included 
newborns of various gestation age: group I - 22-27 weeks (n=15), group II - 28-32 weeks (n=29), group III - 33-36 weeks (n=25), 
group IV - 37-41 weeks (n=25). The number of lymphocytes (CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD95+CD3+, CD45RO+CD3+, 
CD45RA+CD3-) and monocytes (HLA-DR+CD14+, CD282+CD14+, CD4+IFNγ+, CD4+IL4+) was detected using flow 
cytofluorometry technique. It is established that capacity of monocytes to discern patterns of pathogenicity of microorganisms is 
developed in children to gestation age of 22 weeks. The characteristic of children of gestation age of 22-27 weeks is deficiency 
of processes of presentation of antigen and proliferative activity of specific clones of lymphocytes associated with increased 
spontaneous production of intracellulary cytokines (IFN-γ+ и IL-4+) by regulative CD4+-cells. At reaching gestation age of 28 
weeks, the percentage content of activated monocytes, main populations of T-lymphocytes and number of cytokines-producing cells 
correspond to age of full-term child. The received data dictate necessity of implementation of further investigations directed to 
establishment of age normative values of indices of immunity of full-term children.
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Актуальность. В последние годы большое количе-
ство исследований, посвященных изучению формиро-
вания иммунной системы на ранних этапах онтогенеза, 
направлено на расширение представлений механизмов 
врожденного и адаптивного иммунитета у недоношен-
ных детей [1–6]. Оценка уровня экспрессии мембран-
ных рецепторов с использованием технологии имму-
нофенотипирования позволяет проанализировать про-
цессы распознавания патогенных микроорганизмов, 
пролиферации, дифференцировки, активации, апоптоза 
и межклеточной кооперации иммунокомпетентных кле-
ток [6].

Одна из основных функций моноцитов, экспресси-
рующих на своей поверхности рецептор CD14, – фаго-
цитоз, презентация антигена и продукция цитокинов, 
которые участвуют в костимуляции при активации ря-
да рецепторов, таких как β2-интегрины, IL-2R, а также 
HLA-DR [4]. От сигнальных молекул, в частности Toll-
подобных рецепторов (TLR), зависят продукция основ-
ных цитокинов, регулирование иммунных клеток, вы-
живание и пролиферация в очаге воспаления [7].

В литературе имеются данные о снижении способ-
ности мононуклеарных клеток в распознавании пато-
генов (низкий уровень экспрессии моноцитами TLR2, 
CD282 при рождении) у новорожденных с гестацион-
ным возрастом (ГВ) менее 32 нед [5, 8] и уменьшении 
количества цитокин-продуцирующих моноцитов пупо-
винной крови у детей ГВ 26–30 нед [9]. Согласно ре-
зультатам исследования других авторов, фагоцитарная 
функция моноцитов у новорожденных с ГВ 26–32 нед 
сопоставима с таковыми у доношенных детей и взрос-
лых людей [10].

Один из основных маркеров поздней активации – ре-
цептор HLA-DR+, уменьшение экспрессии которого им-
мунокомпетентными клетками указывает на нарушение 
процесса презентации потенциально чужеродных анти-
генов. В отдельных работах сообщают об отсутствии 
значимых различий в содержании CD14+HLA-DR+-
клеток пуповинной крови у глубоконедоношенных и до-
ношенных детей [5] и повышенном уровне экспрессии 
лимфоцитами, молекул HLA-DR, CD69 и CD25 у ново-
рожденных с ГВ менее 35 нед [11].

Некоторые авторы отмечают, что содержание по-
пуляций лимфоцитов периферической крови плодов 
в сроке 18–22 нед гестации практически соответству-
ет численности клеток крови доношенных новорож-
денных [12]. Аналогичные результаты получены при 
исследовании пуповинной крови детей с ГВ 23–27 и 
28–32 нед [1]. На незначительное повышение количе-
ства CD3+-, CD4+–CD8+-клеток и преобладание в общем 
пуле В-лимфоцитов у недоношенных детей, указывает  
Е.Л. Семикина и соавт. (2008) [8]. В то же время резуль-
таты, полученные J.C. Walker и соавт. (2011), свидетель-
ствуют о снижении основных популяций у детей ГВ до 
32 нед по сравнению с доношенными новорожденными 
[13]. Другие зарубежные исследователи указывают на 
повышенную долю Т-регуляторных клеток у недоно-
шенных детей ГВ менее 36 нед, связывая данный фено-
мен с возможными пренатальными факторами [3].

Таким образом, противоречивость литературных 
данных, отсутствие четких представлений о состоянии 
иммунной системы новорожденных детей различного 
ГВ определяют актуальность данной проблемы.

Цель исследования: оценить особенности фенотипи-
ческой и функциональной характеристик клеток врож-

денного и адаптивного иммунитета у новорожденных 
различного ГВ.

Материал и методы. Исследовано 79 образцов пу-
повинной крови, полученных от новорожденных с ГВ 
22–27 нед (n = 15), – 1-я группа, с ГВ 28–32 нед (n = 
29) – 2-я группа, с ГВ 33–36 нед (n = 25) – 3-я группа 
и с ГВ 37–41 нед (n = 25) – 4-я группа. Количествен-
ное содержание лимфоцитов (CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, 
CD95+CD3+, CD45RO+CD3+, CD45RA+CD3-) и моноцитов 
(HLA-DR+CD14+, CD282+CD14+, CD4+IFNγ+, CD4+IL4+) 
определяли по экспрессии поверхностных клеточных 
рецепторов с помощью метода проточной цитофлуори-
метрии. 

Критерии включения: недоношенные новорожден-
ные.

Критерии исключения: дети с врожденными порока-
ми развития, генетическими и хромосомными заболева-
ниями.

Все женщины подписывали информированное со-
гласие на проведение иммунологического обследования 
ребенка. Работа была одобрена этическим комитетом 
ФГБУ «НИИ ОММ» Минздрава России.

Cтатистическую обработку результатов исследова-
ния проводили с использованием пакетов прикладных 
программ «Microsoft Excel» (2007) и «Statistica for 
Windows 6.0» (StatSoft, США). Проведена проверка 
соответствия распределения количественных при-
знаков закону нормального распределения. Проверку 
статистических гипотез об отсутствии межгрупповых 
различий количественных признаков осуществляли с 
использованием процедуры однофакторного диспер-
сионного анализа (ANOVA). В случае, когда нулевую 
гипотезу о соответствии распределения признака за-
кону нормального распределения отвергали и прини-
мали альтернативную, данные представляли в виде 
медианы (Ме) и нижнего и верхнего квартилей (25 
и 75 процентилей, LQ и UQ). Проверку статистиче-
ских гипотез об отсутствии межгрупповых различий 
количественных признаков осуществляли с помощью 
непараметрического критерия Краскела–Уоллиса 
(Kruskel–Wallis); при отклонении нулевой гипотезы 
в ходе анализа проводили попарное сравнение групп.  
С целью преодоления проблемы множественных 
сравнений применяли поправку Бонферрони. Крити-
ческий уровень значимости различий (p), при котором 
нулевую гипотезу об отсутствии различий отвергали 
и принимали альтернативную, устанавливали равным 
0,017; при 0,05 < p < 0,017 констатировали тенденцию 
к изменению параметров.

Результаты и обсуждение. Один из начальных эта-
пов формирования иммунного ответа – процесс рас-
познавания патогенов. Ранний поверхностный мем-
бранный рецептор врожденного иммунитета – TLR2 
(CD282) – экспрессируется на поверхностях моноци-
тов, макрофагов, дендритных клеток, полиморфно-
ядерных лейкоцитов, некоторых В- и Т-клеток, в том 
числе Tregs (CD4+CD25+-регуляторные Т-лимфоциты). 
Его основная функция – распознавание бактериаль-
ных, грибковых, вирусных и некоторые других эн-
догенных веществ, что обусловливает поглощение 
объектов фагоцитоза, а также процессы клеточной 
активации. Исследование содержания CD282+CD14+-
моноцитов пуповинной крови не выявило статистиче-
ски значимых различий у детей исследованных групп, 
что может свидетельствовать о раннем характере 
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распознавания паттерн-ассоциированных образов 
неспецифичных антигенов уже при ГВ в 22–27 нед 
(табл. 1).

Полученные нами результаты исследования несколь-
ко отличаются от данных Н.Ю. Сотниковой и соавт. 
(2014), где продемонстрировано значимое снижение ре-
цепторов TLR-2 на моноцитах периферической крови у 
глубоко недоношенных детей и отсутствие достоверных 
различий у детей с ГВ 29–30 и 31–33 нед по сравнению с 
новорожденными ГВ 34–36 нед, что, по-видимому, свя-
зано с исследованием в различных биологических мате-
риалах [14].

Анализ уровня экспрессии активационных мар-
керов показал, что у недоношенных детей 1-й и 2-й 
группы отмечалось снижение абсолютного количества 
CD14+CD71+-клеток по сравнению с доношенными 
новорожденными; при этом доля моноцитов, экспрес-
сирующих трансферриновый рецептор, значимо не от-
личалась. У детей ГВ 33–36 нед достоверных различий 
в количестве активированных моноцитов не выявлено. 

Основная функция молекулы CD71–вовлеченность в 
клеточные процессы трансмембранного обмена железа 
[15]. При нарушении экспрессии рецептора возникает 
дефицит запасов внутриклеточного железа, которое рас-
ходуется для синтеза ДНК, иммунокомпетентные клетки 
задерживаются в G1 и не вступают в дальнейшие стадии 
клеточного цикла, что косвенно указывает на отсутствие 
их пролиферативной активности [6].

У детей меньшего ГВ (22–27 нед) наблюдали стати-
стически значимое снижение численности CD14+HLA-
DR+-клеток как по относительным, так и по абсолютным 
показателям по сравнению с показателями новорожден-
ных ГВ 33–36 и 37–40 нед, что согласуется с результата-
ми исследования, полученными A. Prosser и соавт. (2013) 
[4]. У недоношенных новорожденных ГВ 28–32 нед  
доля активированных моноцитов не отличалась от ана-
логичных значений доношенных детей, а абсолютное 
количество клеток было достоверно снижено. У детей с 
ГВ более 33 нед данные показатели были сопоставимы с 
доношенными новорожденными.

Т а б л и ц а  1
Уровень экспрессии маркеров врожденного иммунитета на поверхности моноцитов в исследованных группах

Показатели 1-я группа 2-я группа 3-я группа 4-я группа

CD71+ % 15 (7,5–23)**1–4 12,5 (9–21,25) **2–4 15,0 (9,5–19,0) 17,5 (13,25–21)

CD14+ абс. 0,21 (0,06–0,45) 0,24 (0,08–0,28) 0,6 (0,10–0,90) 0,78 (0,59–0,88)

HLA-R+CD14+ % 22 (14,5–36,5)**1–4, 1–3 39 (13,75–62,5)**2–3 57,0 (49,5–71,0) 53 (38–63,5)

абс. 0,28 (0,14–0,42)**1–4, 1–3 0,17 (0,17–0,54)**2–4 0,36 (0,29–0,51) 0,71 (0,58–0,74)

CD282+CD14+ % 39 (29,5–44,25) 41 (34,25–63,75) 48 (28,3–62,5) 59 (34–67)

абс. 0,3 (0,23–0,5) 0,24 (0,2–0,29) 0,31 (0,25–0,44) 0,33 (0,45–0,6)

П р и м е ч а н и е .  р1–4, 2–4, 3–4, 1–2, 2–3, 3–4 – уровень значимости различий между группами,* – р < 0,05, ** – р < 0,01.

Т а б л и ц а  2
Уровень экспрессии основных и активационных маркеров адаптивного иммунитета на поверхности лимфоцитов в исследованных 
группах

Показатели 1-я группа 2-я группа 3-я группа 4-я группа

CD3+ % 28 (15–30,5)**1–4, 1–3; *1–2 39,5 (26,5–44)**2–3 54,0 (41,3–56,8) 40 (33–57)

абс. 1,24 (0,5–1,65)*1–4 1,38 (0,8–1,595) 1,75 (1,16–2,31) 1,8 (1,15–2,28)

CD4+ % 14 (9,5–22)*1–4; **1–3 25,5 (17,25–34,5)**2–3 36,0 (30,3–40,5) 32 (27,5–43,0)

абс. 0,75 (0,35–1,17)*1–4 0,97 (0,565–1,205) 1,24 (0,83–1,63) 1,26 (0,82–1,77)

CD8+ % 6 (4–8)**1–4, 1–2, 1–3 12 (8,5–13,25)**2–3 13,5 (11,0–18,8) 12 (8–16)

абс. 0,26 (0,13–0,51)*1–4 0,39 (0,245–0,62) 0,55 (0,41–0,70) 0,54 (0,35–0,6)

CD19+ % 9 (4–11)**1–3 11,5 (8,25–15,5) 15,0 (10,5–17,0) 11 (8–15)

абс. 0,265 (0,132–0,9425) 0,41 (0,25–0,62) 0,57 (0,38–0,70) 0,35 (0,29–0,64)

CD16+CD56+ % 6 (3,5–7) 5,5 (3–10,5) 6 (5,0–9,0) 5 (3–8)

абс. 0,2 (0,10–0,36) 0,2 (0,085–0,39) 0,22 (0,13–0,33) 0,18 (0,13–0,35)

СD3+CD95+ % 1,87 (1–2,75)*1–2 1 (0,21–1,5) 0,78 (0,29–1,0) 1 (1–1,7)

абс. 0,04 (0,04–0,07) 0,03 (0,01–0,07) 0,03 (0,01–0,06) 0,04 (0,04–0,07)

CD3+СDRO+ % 2 (2–3) 2,5 (2–4) 5,0 (3,0–5,0) 4 (2–5)

абс. 0,11 (0,07–0,31) 0,11 (0,06–0,16) 0,16 (0,06–0,18) 0,14 (0,08–0,22)

CD3+СDRA+ % 9 (7–10)*1–4, 1–3 10 (7,5–12,25) 15,0 (8,0–19,0) 11 (9–14,5)

абс. 0,32 (0,17–0,81) 0,39 (0,28–0,45) 0,49 (0,35–0,68) 0,41 (0,28–0,64)

П р и м е ч а н и е .  р1–4, 2–4, 3–4, 1–2, 2–3, 3–4
 – уровень значимости различий между группами,* – р < 0,05, ** – р < 0,01.
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При проведении корреляционного анализа установ-
лена положительная связь между абсолютным содержа-
нием моноцитов с экспрессией рецептора HLA-DR и ГВ 
ребенка (r = 0,37, р = 0,005).

Известно, что наличие молекул HLA-DR на клеточ-
ной поверхности моноцитов обусловливает презентацию 
антигена иммунокомпетентным клеткам адаптивного им-
мунитета. В результате проведенных исследований уста-
новлено снижение численности CD3+-, CD4+- и CD8+-
субпопуляций в 1-й группе детей (ГВ 22–27 нед) в сравне-
нии с показателями доношенных новорожденных как по 
относительным, так и по абсолютным значениям (табл. 2).  
По сравнению с детьми ГВ 33–36 нед достоверное сниже-
ние регистрировали только по относительным показате-
лям. У недоношенных ГВ 28–32 нед значимых различий 
c 4-й группой не выявлено, однако относительно детей с 
ГВ 33–36 нед, наблюдали статистически значимое сниже-
ние доли основных популяций лимфоцитов.

Трансмембранный белок CD95 (Fas) известен как 
рецептор, играющий важную роль в физиологии апоп-
тоза, так как он необходим для трансдукции цитотокси-
ческого сигнала к активированным зрелым лимфоцитам 
под действием индукторного фактора на завершающей 
стадии иммунного ответа клетки [16, 17]. Проведенные 
исследования показали, что процентное содержание 
CD3+CD95+-лимфоцитов пуповинной крови доношен-
ных и недоношенных новорожденных было сопостави-
мо, что свидетельствует об отсутствии активированных 
CD4+- и CD8+-популяций. 

Рецепторы CD45RO и CD45RA в различной сте-
пени экспрессированы на разных типах лимфоцитов 
и характеризуют наивные лимфоциты и клетки па-
мяти человека [18]. Статистически значимых разли-
чий в уровне экспрессии вышеназванных рецепторов 
Т-лимфоцитами пуповинной крови детей в зависимо-
сти от ГВ не выявлено, однако у детей ГВ 22–27 нед по 
сравнению с показателями 3-й и 4-й группы отмечено 
снижение на уровне тенденции процентного содержа-
ния «наивных» клеток.

Известно, что взаимодействие Toll-like рецепторов 
с патоген-ассоциированными молекулярными паттер-
нами, присутствующими на поверхностях бактерий и 
вирусов, запускает передачу активационных сигналов, 
ведущих к выработке провоспалительных медиаторов 
межклеточного взаимодействия.

При исследовании спонтанной продукции цитоки-
нов в пуповинной крови недоношенных новорожден-
ных с ГВ 22–27 нед выявлено наибольшее относитель-
ное число IFN-γ+CD4+-клеток (по сравнению со 2-й, 3-й 

и 4-й группами). Доля IL-4+CD4+-лимфоцитов у детей 
1-й группы также статистически значимо превышала 
показатели новорожденных с ГВ 28–32 нед и на уровне 
тенденции – значения детей 3-й группы. В исследовании 
уровня внутриклеточных про- и противовоспалитель-
ных цитокинов при стимуляции значимых отличий не 
обнаружено (табл. 3).

Заключение. Таким образом, проведенные исследо-
вания показали, что относительное число моноцитов, 
экспрессирующих TLR2 у новорожденных с ГВ 22–27, 
28–32 и 33–36 нед, сопоставимо с показателями доно-
шенных детей, что свидетельствует об изначальной го-
товности к распознаванию потенциальных патогенов 
для дальнейшей презентации антигена клеткам адаптив-
ного иммунитета.

Установленное уменьшение процента активирован-
ных моноцитов у новорожденных ГВ 22–27 нед может 
стать причиной нарушения активации Т-клеток в ран-
нем неонатальном периоде. Нами показано уменьше-
ние количества CD3+-, CD4+- и CD8+-клеток на фоне 
сниженной экспрессии HLA-DR моноцитами пуповин-
ной крови, что служит, прежде всего, показателем не-
зрелости процессов пролиферации и дифференцировки 
основных субпопуляций лимфоцитов у детей 1-й груп-
пы. Тем не менее, повышение базального уровня IFN-γ+ 
и IL-4+-цитокин-продуцирующих клеток у глубоконедо-
ношенных детей свидетельствует о достаточно хорошо 
сформированной чувствительности CD4+-клеток к экс-
прессии основных рецепторов про- и противовоспали-
тельных цитокинов.

С увеличением ГВ ребенка повышается процент-
ное содержание моноцитов с поверхностным маркером 
HLA-DR в пуповинной крови и увеличивается, достигая 
к 28–32 нед гестации относительных значений доно-
шенных новорожденных. В этот период активизируют-
ся процессы пролиферации и дифференцировки клеток, 
численность популяций лимфоцитов аналогична уров-
ню доношенных детей.

Полученные нами данные диктуют необходимость 
проведения дальнейших исследований, направленных 
на установление возрастных нормативных значений по-
казателей иммунитета недоношенных детей при рожде-
нии, что позволит адекватно оценивать функциональ-
ную активность иммунокомпетентных клеток при фор-
мировании патологического процесса.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
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Т а б л и ц а  3
Уровень экспрессии рецепторов внутриклеточных цитокинов на поверхности CD4+-лимфоцитов в исследованных группах (стимули-
рованная и спонтанная продукция)

Показатели (%) 1-я группа 2-я группа 3-я группа 4-я группа

CD4+IFNγ+ сп. 1,22 (1,06–1,57)**1–4, 1–2, 1–3 0,6 (0,54–0,82) 0,57 (0,49–0,89) 0,78 (0,61–1,12)
ст. 1,41 (1,4–4,06) 1,64 (1,22–2,86) 1,71 (1,23–3,11) 1,85 (1,17–2,43)

CD4+IL4+ сп. 3,17 (1,2–4,25)**1–4, 1–2, 1–3 0,83 (0,83–2,28) 0,96 (0,76–1,49) 0,93 (0,54–1,48)
ст. 1,13 (0,59–3,32) 1,39 (1,35–1,60) 1,25 (0,77–3,0) 1,48 (0,73–2,55)

IFNγ+/IL4+ сп. 0,55 (0,38–0,84) 0,65 (0,65–0,71) 0,71 (0,49–0,9) 0,79 (0,52–1,07)
ст. 1,23 (1,22–1,3) 1,18 (0,76–1,77) 1,21 (0,80–1,81) 1,27 (0,87–2,11)

П р и м е ч а н и е . р1–4, 2–4, 3–4, 1–2, 2–3, 3–4 – уровень значимости различий между группами, * – р < 0,05, ** – р < 0,01; сп. – спонтанный; ст. – 
стимулированный.
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