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Рясенский Д.С., Асеев А.В., Эльгали А.И.

Состояние мембран мононуклеарных лейкоцитов у больных 
туберкулёзом лёгких

ФГБОУ  ВО  «Тверской государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 170100, Тверь, Россия

Обследовано 308 больных лекарственно-чувствительным (или с отсутствием сведений об устойчивости)  туберкулёзом 
лёгких без распада лёгочной ткани с целью определения особенностей изменения состава и структурной организации 
моноцитарных мембран до лечения, а также на фоне приёма химиотерапевтических препаратов по 1 стандартному 
режиму. Были использованы данные клинико-рентгенологического обследования больных, бактериоскопии, молекулярно-
генетического исследования, а также исследования  фосфолипидного спектра мембран мононуклеаров периферической 
крови. Для определения отдельных классов фосфолипидов  использовали тонкослойную  проточную хроматографию.  
Определяли следующие фракции фосфолипидов: суммарные лизофосфолипиды, сфингомиелин, фосфатидилинозитол, 
фосфатидилхолин, фосфатидилсерин, фосфатидилэтаноламин. Для оценки структурно функционального состояния 
мононуклеаров периферической крови при туберкулёзе нами были использованы коэффициенты активности фосфоли-
паз и проницаемости мембран. Выявлено, что при туберкулёзной инфекции наблюдается изменение функциональной 
активности и перестройка мембран мононуклеаров периферической крови, выражающаяся в повышении процентного 
содержания фосфатидилинозитола и фосфатидилэтаноламина и снижении уровня сфингомиелина, фосфатидилхолина 
и фосфатидилсерина. У больных туберкулёзом до лечения наблюдается снижение коэффициента проницаемости мем-
бран, а после проведения химиотерапии коэффициент проницаемости возвращается к норме. Противотуберкулёзная 
химиотерапия вызывает активацию фосфолипазы А2, что оказывает мембранодеструктивное воздействие на моно-
нуклеары периферической крови и ведёт к дезорганизации их мембран, выражающейся в накоплении лизофосфолипидов 
при одновременном снижении процентного содержания фосфатидилсерина и фосфатидилхолина. Токсический эффект 
противотуберкулезной химиотерапии не отражается на количестве моноцитов периферической крови, при этом проис-
ходит дезорганизация мембранных структур этих клеток и, вероятно, угнетение их функциональной активности.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  туберкулез; фосфолипиды; мононуклеары; клеточный иммунитет; противотуберкулёзная хи-
миотерапия.
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The state of membranes of mononuclear leukocytes in patients with tuberculosis of 
lungs
The Federal State Budget Educational Institution of Higher Education "The Tver State Medical University" of Minzdrav of 
Russia, 170100, Tver, Russia
The sampling of examined patients comprised 308 individuals with medication sensitive (or with absence of data about 
resistance) tuberculosis of lungs without decay of pulmonary tissue with purpose to detect characteristics of alteration of 
content and structural organization of monocytic membranes before treatment and also against the background of application of 
chemotherapy according 1 standard regimen. The data of clinical radiologic examination of patients, bacterioscopy, molecular 
genetic analysis and analysis of phospholipid spectrum of membranes of mononuclears of peripheral blood were used. To detect 
particular classes of phospholipids the thin-layer flow chromatography was applied. The following fractions of phospholipids 
were detected: aggregated lysophospholipids, sphingomyelin, phosphatidylinositol, phosphatidylcholine, phosphatidylserine, 
phosphatidylethanolamine. To evaluate structurally functional condition of mononuclears of peripheral blood under tuberculosis 
the coefficients of activity of phospholipase and membrane permeability were applied. It is established that in case of tuberculosis 
infection an alteration of functional activity and restructuring of membranes of mononuclears of peripheral blood is observed 
expressed by increasing of content percentage of phosphatidylinositol and phosphatidylethanolamine and in decreasing of level 
of sphingomyelin, phosphatidylcholine and phosphatidylserine. In patients with tuberculosis prior to treatment decreasing of 
coefficient of membrane permeability. After application of chemotherapy coefficient of membrane permeability returned to 
standard. The anti-tuberculosis chemotherapy gives rise to activation of phospholipase A2 that shows membrane destructive 
effect on mononuclears of peripheral blood and results in disorganization of their membranes manifesting in cumulation of 
lysophospholipids at simultaneous decreasing of percentage content of phosphatidylserine and phosphatidylcholine. The toxic 
effect of anti-tuberculosis chemotherapy has no effect on number of monocytes in peripheral blood. At that, disorganization of 
membrane structures of these cells and possible suppression of their functional activity occur.
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Введение. Туберкулёз – это длительно протекающее 
инфекционное заболевание, требующее комплексно-
го подхода к его лечению с использованием не только 
этиотропной терапии, но и различных методов патоге-
нетической коррекции возникающих в процессе лече-
ния патологических состояний. Многочисленными ис-
следованиями установлено, что туберкулёз протекает на 
фоне различных нарушений иммунитета, в особенности 
клеточного [1–5]. До XX века прошлого тысячелетия 
не существовало эффективных методов борьбы с этой 
болезнью, так как не были открыты химиотерапевти-
ческие препараты, способные угнетать развитие мико-
бактерий в организме человека. Появление этиотропной 
химиотерапии туберкулёза открыло новые перспективы 
развития лечения данного заболевания [6]. Однако на-
ряду с высокой эффективностью химиотерапия даёт  
ряд токсичных эффектов. Согласно данным отечествен-
ных исследований, почти у 90% больных туберкулёзом 
лёгких регистрируется развитие как минимум одной 
нежелательной побочной реакции. Наличие побочных 
эффектов, требующих изменения схемы специфической 
терапии или её временной отмены, по различным дан-
ным, регистрируется у 60–80% впервые выявленных 
больных, получающих химиотерапию [7, 8]. Хорошо 
изучено влияние противотуберкулёзных химиотерапев-
тических препаратов на нервную систему, печень, почки 
[9–11]. Особый интерес представляет изучение действия 
противотуберкулёзных препаратов на клеточное звено 

иммунного ответа. В литературе встречаются отдель-
ные работы, посвящённые изучению иммунного ответа 
в условиях применения противотуберкулёзных препара-
тов [12, 13]. Для улучшения показателей этиотропной 
терапии необходимо основываться на патогенетических 
механизмах иммунного ответа при туберкулёзе. Однако 
в основе эффективной деятельности клеточных реакций 
лежит структурная целостность иммуноцитов, важней-
шим компонентом которой является структурная орга-
низация клеточных мембран. Среди общих проявлений 
побочного действия противотуберкулёзных препаратов 
ведущим и, вероятнее всего, первоначальным  является 
изменение внутриклеточного метаболизма и нарушение 
структуры и функции плазмтической мембраны имму-
нокомпетентных клеток [14].

Изучение цитохимических особенностей липидного 
бислоя мононуклеаров позволит выявить закономерно-
сти структурно-функциональных нарушений у больных 
туберкулёзом лёгких, развивающихся под влиянием ка-
зеозного воспаления и  противотуберкулёзных химио-
препаратов.

Целью настоящего исследования явилось изучение 
соотношений липидных компонентов мембран монону-
клеаров периферической крови у больных туберкулёзом 
лёгких до лечения и на фоне приёма химиотерапевтиче-
ских препаратов.

Материал и методы. Нами было обследовано 308 
больных туберкулёзом лёгких, находившихся на ста-
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ционарном лечении в Тверском областном клиническом 
противотуберкулёзном диспансере с 2012 по 2016 г.  
Все обследованные относились к группе  лиц моло-
дого и среднего возраста (от 25 до 60 лет) по класси-
фикации, предложенной ВОЗ. В исследование вошли 
больные обоих полов в равном соотношении в соответ-
ствии с критериями включения-исключения. Критерии 
включения: добровольное информированное согласие, 
очаговый или инфильтративный туберкулёз лёгких без 
распада. Критерии исключения: отказ от продолжения 
лечения, выявление сопутствующей патологии (ВИЧ, 
вирусные гепатиты, психические заболевания), появле-
ние распада, выявление множественной лекарственной 
устойчивости или индивидуальной непереносимости 
препаратов 1-го ряда.

Контрольную группу (группа 1) составили 36 здо-
ровых добровольцев в возрасте от 24 до 58 лет, обоих 
полов в равном соотношении. Без диагностированной 
сопутствующей соматической и инфекционной патоло-
гии.

Вторую группу (группа 2) составили больные тубер-
кулёзом лёгких до начала проведения химиотерапии. В 
третью группу (группа 3) вошли больные после оконча-
ния интенсивной фазы противотуберкулёзной химиоте-
рапии по 1 стандартному режиму.

Диагноз туберкулёза и сведения о лекарственной чув-
ствительности подтверждены  рентгенологическими, 
микробиологическими и молекулярно-генетическими 
методами. Обследование выполняли на базе Тверского 
областного противотуберкулёзного диспансера. Опреде-
ление липидного спектра и его анализ проводили на базе 
Тверского государственного университета. 

Кровь для исследования забирали из перифериче-
ской вены утром натощак в пробирки с антикоагулян-
том. Далее клеточные элементы разделяли на гради-
енте плотности фиколл–верографин с последующей 
троекратной отмывкой физиологическим раствором. 
Чистоту полученного материала определяли микроско-
пически. Экстракцию липидов производили по Фолчу. 
В качестве экстрагирующей смеси использовали смесь 
хлороформа и метанола в соотношении 1:2, это позво-
ляло добиться наиболее полной экстракции минорных 
фракций фосфолипидов [15]. Концентрации липидно-
го экстракта добивались выпариванием под вакуумом 
при температуре 10ºC. Это позволяло избежать неже-
лательного окисления экстракта, а также свести к ми-
нимуму реакции взаимопревращения липидов in vitro. 
Для разделения полученной смеси на отдельные клас-
сы фосфолипидов использовали одномерную тонкос-

лойную проточную хроматографию. В качестве элюи-
рующей смеси использовали систему растворителей, 
состоящую из хлороформа, метанола и аммиака в со-
отношении 13,4:4,6:1. Идентификацию фракций про-
водили по свидетелям и цветным качественным реак-
циям. Оценку относительного содержания отдельных 
фракций липидного спектра выполняли в отражённом 
свете после обугливания хроматограмм в парах серной 
кислоты [15, 16]. Для обработки полученных спектров 
использовали программный комплекс «Хромоскан», 
позволяющий рассчитывать площадь даже не полно-
стью разделённых пиков за счёт аппроксимации. Опре-
деляли следующие фракции фосфолипидов: суммар-
ные лизофосфолипиды (ЛФЛ), сфингомиелин (СМ), 
фосфатидилинозитол (ФИ), фосфатидилхолин (ФХ), 
фосфатидилсерин (ФС), фосфатидилэтаноламин (ФЭ) 
[16]. Расчёт проводили в процентах к сумме иденти-
фицируемых фракций. Статистическую обработку вы-
полняли в программе «Статистика 10» с применением 
стандартных статистических методов [17]. Для расчёта 
коэффициентов и значимости их статистических раз-
личий использовали Excel 2016.

Результаты и обсуждение. При анализе получен-
ных данных выявили незначительные различия лейко-
цитарной формулы у больных туберкулёзом лёгких до 
начала лечения и в конце интенсивной фазы противо-
туберкулёзной химиотерапии. У обследованных боль-
ных в группах 1 и  2 наблюдался умеренный лейкоци-
тоз с моноцитопенией. Наблюдаемые нами изменения 
не противоречат данным литературы и характерны для 
больных туберкулёзом лёгких без распада лёгочной 
ткани. Такие показатели белой крови отражают осо-
бенности адаптации организма к инфекционному про-
цессу и перераспределение лейкоцитарных клеток с 
выходом клеточных элементов к очагу туберкулёзного 
воспаления. Наибольший интерес представляет изуче-
ние структурно-функциональной перестройки монону-
клеаров и мембранодеструктивного эффекта противоту-
беркулёзных препаратов, проявляющегося  изменением 
соотношений отдельных фосфолипидных компонентов 
биологических мембран иммунокомпетентных клеток. 
Проведённое исследование показало значительные из-
менения в строении билипидного слоя моноцитов пери-
ферической крови (табл. 1). 

До назначения противотуберкулёзной химиотерапии 
больным туберкулёзом уровень ЛФЛ достоверно не от-
личался от такового у здоровых людей, однако после 
проведения интенсивной фазы по 1 стандартному ре-
жиму его значения увеличились в 1,6 раза и оказались 

достоверно выше по сравнению с 
аналогичным показателем у здо-
ровых  и больных туберкулёзом до 
начала лечения (p < 0,01). Уровень 
СМ наоборот снижался у больных 
туберкулёзом как до начала химио-
терапии, так и после завершения 
интенсивной фазы. При этом раз-
личия по данному критерию между 
группами 2 и 3 оказались недосто-
верны (p > 0,05). Относительное со-
держание в клеточных мембранах 
ФИ у больных туберкулёзом в груп-
пах 2 и 3 было более чем в 2 раза 
выше соответствующего показате-
ля в контрольной группе (p < 0,01). 

Т а б л и ц а  1
Фосфолипиды мембран моноцитов

Группа Фракции фосфолипидов, M ± m
ЛФЛ СМ ФИ ФХ ФС ФЭ

Группа 1 7,1±0,3 18,6±0,6 5,3±0,3 43,4±0,8 5,1±0,3 20,5±0,5
Группа 2 6,8±0,2 14,9±0,4 10,9±0,1 38,9±0,5 2,4±0,2 26,1±0,4
Группа 3 11,4±0,1 14,7±0,3 10,6±0,2 33,6±0,5 3,6±0,2 26,0±0,4
p1 > 0,05 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01  < 0,01
p2 < 0,01 > 0,05 > 0,05 < 0,01 < 0,01 > 0,05
p3 < 0,01 < 0,01 <  0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 2: p1 –  достоверность различий показателей фосфоли-
пидов группы 1 по отношению к группе 2; p2 –  достоверность различий показателей фос-
фолипидов группы 2 по отношению к группе 3; p3 –  достоверность различий показателей 
фосфолипидов группы 1 по отношению к группе.
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Однако различие по данной фракции фосфолипидов 
между больными до начала противотуберкулёзной те-
рапии и в конце интенсивной фазы статистически не-
достоверно (p > 0,05). Уровень ФХ у больных тубер-
кулёзом снижался по сравнению с таковым у здоровых 
людей. При этом снижение относительного содержания 
ФХ было более выражено у больных после приема хи-
миотерапевтических препаратов. Значения уровня ФС 
также были снижены у больных туберкулёзом в обеих 
группах, однако содержание данной фракции было до-
стоверно выше у больных после интенсивной фазы хи-
миотерапии (p < 0,01). Относительное содержание ФЭ 
у больных туберкулёзом напротив повышается.  Значе-
ние данной фракции не изменяется на фоне примене-
ния противотуберкулёзной химиотерапии. Различия по 
данной фракции в группах 2 и 3 оказались недостовер-
ны (p > 0,05).

Для оценки состояния мононуклеаров перифериче-
ской крови при туберкулёзе нами были использованы 
коэффициенты активности фосфолипаз и проницаемо-
сти мембран (табл. 2). 

Отношение процентного содержания фракции 
фосфатидилхолина к фракции лизофосфолипидов 
(ФХ/ЛФЛ) показывает степень повреждения клет-
ки вследствие накопления в её мембране токсичных 
фосфолипидов и отражает активность фосфолипиазы 
А2. Полученные нами данные свидетельствуют о не-
большом повышении активности фосфолипазы А2 у 
больных туберкулёзом до проведения химиотерапии, 
что является отражением реакции организма на тубер-
кулёзную инфекцию. После окончания интенсивной 
фазы химиотерапии нами выявлено резкое снижение 
коэффициента, которое свидетельствует о значитель-
ной активации фосфолипазы А2 и как следствие  о 
накоплении токсичных фосфолипидов. Выявленные 
изменения говорят о снижении структурной устойчи-
вости мононуклеаров, необходимой для обеспечения 
полноценного иммунного ответа. Эти изменения су-
ществовали до начала лечения и усугублялись вслед-
ствие мембранодеструктивного эффекта противоту-
беркулёзной химиотерапии.

Для оценки состояния билипидного слоя мембран 
мононуклеаров использовали отношение сфингомиели-
на и фосфатидилхолина (СМ/ФХ). Данный коэффици-
ент, называемый также коэффициентом проницаемости, 
показывает изменение липидной «жидкостности» мем-
бран. В результате проведённого исследования установ-
лено, что у больных туберкулёзом до начала лечения 
данный коэффициент был достоверно ниже, чем у здо-
ровых людей (p < 0,05), а после проведённого лечения 

возвращался к контрольным значениям. Такое измене-
ние проницаемости мембран моноцитов обусловлено 
адаптационными реакциями организма в ответ на казе-
озное воспаление. Считается, что после проведения ин-
тенсивной фазы химиотерапии происходит элиминация 
90% микобактериальной флоры, поэтому значения дан-
ного коэффициента в  группе 3 не отличались от таковых 
в группе контроля (p > 0,05).

Таким образом, нами были выявлены значительные 
изменения фосфолипидного состава мембран моно-
нуклеаров у больных туберкулёзом до лечения и после 
проведения интенсивной фазы основного курса химио-
терапии. Полученные данные характеризуют изменения 
структурно-функционального состояния мононуклеаров 
как вследствие казеозного воспаления, так и в результа-
те специфического воздействия противотуберкулёзной 
химиотерапии.

Выводы. У больных туберкулёзом лёгких до лечения 
наблюдается изменение соотношений основных классов 
фосфолипидов мембран мононуклеаров, которое выра-
жается в повышении процентного содержания фосфа-
тидилинозитола и фосфатидилэтаноламина и снижении 
уровня сфингомиелина, фосфатидилхолина и фосфати-
дилсерина.

Противотуберкулёзная химиотерапия сопровожда-
ется активацией фосфолипазы А2, что оказывает мем-
бранодеструктивное влияние на мононуклеары перифе-
рической крови и ведёт к дезорганизации их мембран. 
Дезорганизация мембран выражается в накоплении 
лизофосфолипидов при одновременном снижении про-
центного содержания фосфатидилсерина и фосфатидил-
холина.

У больных туберкулёзом до лечения наблюдается 
снижение коэффициента проницаемости мембран, а по-
сле проведения химиотерапии коэффициент проницае-
мости возвращается к норме.
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