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Изучено влияние факторов плазмы пациентов, инфицированных вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), получаю-
щих и не получающих высокоактивную антиретровирусную терапию (ВААРТ), на экспрессию фенотипических марке-
ров лимфоцитов (CD3+, CD3+/CD4+, CD3+/CD8+, CD19+, CD3–/CD(16+56)+, CD3+/CD(16+56)+, CD3+/HLA-DR+, CD4+/
CD62L+, CD8+/CD62L+, CD8+/CD38+) в мононуклеарных клетках (МНК) крови доноров и секрецию провоспалительных 
(интерлейкин-1β (ИЛ-1β), интерферон-γ, фактор некроза опухоли-α, ИЛ-2) и противовоспалительных (ИЛ-4 и ИЛ-10) 
цитокинов. После 24 ч активации МНК с плазмами было показано, что по сравнению с контрольными группами в группе 
плазм пациентов с ВААРТ наблюдается увеличение количества CD4+ Т-клеток и снижение количества CD8+ Т-клеток. 
Плазмы больных с ВААРТ активируют в наибольшей степени CD4+ Т-клетки, а плазмы пациентов без лечения – CD8+ 
Т-клетки. Результаты определения цитокинов в плазмах указывают на то, что у пациентов без лечения воспалительный 
потенциал повышен по сравнению с группой ВААРТ. Данные по накоплению ИЛ-1β при культивировании МНК с плазмами 
указывают на его роль в сохранении жизнеспособности натуральных киллеров. Изучение иммуномодулирующей актив-
ности плазм пациентов с ВИЧ-инфекцией может быть рекомендовано как дополнительный метод оценки функциони-
рования иммунной системы.
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The study was carried out to investigate impact of plasma of patients infected with human HIV virus receiving and not receiving 
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data concerning accumulation of interleukin-1β under cultivation of mononuclear cells with plasmas indicates at its role in 
preservation of vitality of natural killers. The analysis of immunomodulatory activity of plasma of patients infected with human 
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Введение. Основным иммунологическим показателем 
течения заболевания при инфекции, вызываемой вирусом 
иммунодефицита человека (ВИЧ), является снижение коли-
чества cd4-лимфоцитов (Т-хелперов). Эти клетки играют 
существенную роль в регуляции всех звеньев иммунной си-
стемы. Снижение их количества и функциональной актив-
ности приводит к развитию иммунодефицита, появлению 
оппортунистических инфекций и смерти [1]. Применяемые 
в настоящее время различные схемы высокоактивной анти-
ретровирусной терапии (ВААРТ) позволяют добиться су-
щественного подавления репликации вируса и повышения 
уровня cd4-клеток даже у пациентов с высоким уровнем 
вирусной нагрузки и низким числом последних [2]. Кроме 
непосредственного цитопатического влияния вируса на cd4-
клетки, в организме пациента развивается хроническая гипе-
рактивация иммунной системы, приводящая к дисфункции 
врожденных и приобретенных ее звеньев, развитию иммуно-
логической толерантности и потере способности к регенера-
тивным процессам. Нарушаются механизмы пополнения си-
стемы свежими популяциями наивных клеток и их созрева-
ния в иммунокомпетентные клетки, способные участвовать в 
эффективном противовирусном ответе [3]. Полного восста-
новления функциональной активности компонентов иммун-
ной системы не происходит даже на фоне успешной ВААРТ. 
Поэтому понимание всех механизмов организации и поддер-
жания эффективного иммунного ответа при ВИЧ-инфекции 
необходимо для создания вакцинных препаратов, поиска 
эффективных иммунотерапевтических подходов и дополни-
тельных методов оценки функционирования иммунной си-
стемы. Сложность регуляции работы всех многокомпонент-
ных звеньев иммунитета, а также полифункциональность 
участвующих в этих процессах неспецифических факторов 
гуморального иммунного ответа существенно усложняют 
изучение особенностей патогенеза ВИЧ-инфекции. Несмо-
тря на 30 лет интенсивных исследований, проблема взаимо-
отношения вируса с иммунной системой хозяина остается 
изученной недостаточно. 

Одним из подходов к изучению этой проблемы служат 
различные биологические системы, моделируемые in vitro. В 
настоящее время такого рода исследования получили широ-
кое распространение благодаря развитию цитометрических 
методов [4, 5] c использованием моноклональных антител 
к различным фенотипическим маркерам иммунных клеток, 
позволяющим изучать их физиологические особенности. 

В данной работе мы попытались изучить влияние фак-
торов плазмы ВИЧ-инфицированных пациентов на монону-
клеарные клетки (МНК) доноров. Кроме экспрессии основ-
ных маркеров, используемых при фенотипировании лимфо-
цитов крови (cd3+, cd3+/cd4+, cd3+/cd8+, cd19+, cd3–/
cd(16+56)+, cd3+/cd(16+56)+, cd3+/hla-dr+), определяли 
экспрессию маркеров активации cd62l+ и cd38+. Также изу-
чали уровни секреции провоспалительных (интерлейкин-1β 
(ИЛ-1β), интерферон-γ (ИФН-γ), фактор некроза опухоли-α 
(ФНО-α), ИЛ-2) и противовоспалительных (ИЛ-4 и ИЛ-10) 
цитокинов.

Материалы и методы. В работе использовали образ-
цы периферической крови 33 пациентов на стадии 3 ВИЧ-
инфекции, находящихся на диспансерном наблюдении в 
Специализированном научно-исследовательском отделе эпи-
демиологии и профилактики синдрома приобретенного им-
мунодефицита. Из них 17 пациентов (9 женщин и 8 мужчин) 
не получали ВААРТ и 16 (9 женщин и 7 мужчин) получали. 
ВААРТ проводили в соответствии с рекомендациями, при-
нятыми в Российской Федерации [6]. МНК получали из пе-
риферической крови доноров, обращавшихся в Гематологи-
ческий научный центр Минздрава России, в возрасте от 18 до 
49 лет (µ = 30 ± 9,1). Кровь отбирали в вакутейнеры, содер-
жащие К2ЭДТА (bd vacutainer, Великобритания). Кровь па-
циентов осаждали при 2000 об/мин в течение 20 мин при 20 
°c и отбирали плазму. Для инкубации с МНК донора исполь-
зовали 1 мл плазмы, оставшуюся часть хранили при –20 °С  

до проведения анализа на цитокины и вирусную нагрузку. 
Кровь доноров делили на две части. Из одной выделяли МНК 
по стандартной методике в градиенте плотности Фиколла-
1077 Плюс, из другой получали плазму, как описано выше, 
и хранили при –20 °С до проведения анализа на цитокины. 
Часть МНК окрашивали моноклональными антителами, как 
описано ниже, остальные делили на равные части, к каждой 
из которых добавляли по 1 мл плазмы доноров и пациентов, 
конечная концентрация клеток при этом составляла 106/мл. 
Пробы инкубировали при 37 °С в присутствии 5% СО2. Че-
рез 24 ч часть суспензии клеток отбирали для анализа наруж-
ных фенотипических маркеров методом окрашивания моно-
клональными антителами фирмы beckman coulter (США): 
cd3(fiTc)/cd19(pe), cd3(fiTc)/cd4(pe), cd3(fiTc)/
cd8(pe), cd3(fiTc)/hla-dr(pe), cd3(fiTc)/cd(16+56)
(pe), cd62l(pcy5), Сd8(fiTc)/cd38(pe). Анализ окра-
шенных клеток проводили на проточном цитофлуориметре 
epics Xl (beckman coulter). Все гистограммы были обра-
ботаны с использованием программы Kalusa (beckman 
coulter). Оставшуюся суспензию клеток осаждали при 2000 
об/мин в течение 20 мин при 20 °c, отбирали надосадочную 
жидкость и хранили при –20 °С до проведения анализа на 
цитокины. Уровни цитокинов в плазме измеряли с использо-
ванием коммерческих иммуноферментных тест-систем (ЗАО 
«Вектор-Бест», Россия) в соответствии с инструкциями про-
изводителя. Вирусную нагрузку в плазме пациентов опреде-
ляли с помощью коммерческой тест-системы полимеразной 
цепной реакции в реальном времени (rT-pcr, amplicor hiv 
Monitor assay, roche diagnostics, США). 

Статистический анализ данных для описательной ста-
тистики, определение коэффициента ранговой корреля-
ции Спирмена (rs) и сравнение групп данных по U-тесту 
Манна–Уитни проводили с использованием программы 
biostat 2009 (analystsoft). Уровень значимости (α) был 
равен 0,05. 

Результаты и обсуждение. При инкубации МНК донора 
с плазмой пациентов использовали два контроля. В первом 
случае клетки донора инкубировали в присутствии своей 
плазмы (аутогенной плазмы (АУП)), во втором – в присут-
ствии плазмы, полученной от другого донора (аллогенной 
плазмы (АЛП)). Это было сделано для того, чтобы сравнить 
влияние на МНК аллогенной плазмы условно здоровых лиц 
и плазмы пациентов с ВИЧ-инфекцией. Результаты определе-
ния основных фенотипических маркеров и маркеров актива-
ции в пробах приведены на рисунке. На графиках представ-
лены значения медиан для каждой группы анализируемых 
проб. Также показаны значения медиан для каждого феноти-
пического маркера МНК доноров, полученных при анализе 
клеток до инкубации с плазмами. Данные о пациентах пред-
ставлены в таблице. 

Характеристика пациентов с ВИЧ-инфекцией

Показатель Группа пациентов

без ВААРТ с ВААРТ

Возраст, годы 30,1 ± 2,7 (24–35) 36,3 ± 9,3 (27–57)
Длительность инфи-
цирования, годы

7,2 ± 4 (1–13) 7 ± 2,8 (2–11)

Продолжительность 
лечения, годы

– 4,25 ± 2,8 (1–9)

cd4+ Т-клетки, число 
клеток/мкл

455 ± 130 (287–699) 410 ± 150 (97–697)

Вирусная нагрузка, 
число копий вирусной 
РНК/мл, lg

4,7 ± 2,6 (2,7–5,4) 1,9 ± 1 (0–2,7)

П р и м е ч а н и е .  Приведены средние значения и стандарт-
ные отклонения, в скобках указаны минимальные и максимальные 
величины. 
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Лимфоциты периферической крови состоят из трех 
основных фенотипических разновидностей клеток: Т-клетки 
(cd3+), В-клетки (cd3/cd19+) и натуральные киллеры (НК; 
cd3–/cd(16+56)+) [7]. Первые две относятся к факторам, 
участвующим в развитии приобретенного иммунитета, тре-
тья – врожденного. Среди Т-лимфоцитов выделяются два 
основных типа – клетки cd4 (cd3+/c4+) и cd8(cd3+/c8+), 
называемые по аналогии с их функциональной активностью 
Т-хелперами и цитотоксическими Т-лимфоцитами (ЦТЛ) со-
ответственно [8]. Развивающийся в организме инфекционный 
процесс приводит к активации, размножению и дифференци-
ровке покоящихся cd4+-клеток в специфические группы, ко-
торые вырабатывают различные цитокины, координирующие 
функционирование всех компонентов иммунной системы. 
При ВИЧ-инфекции развивается несколько индуцируемых 
вирусом механизмов, вызывающих их гибель. Уменьшение 
количества cd4+-клеток сопровождается снижением актив-
ности и необратимым повреждением всех компонентов им-
мунитета. От активности Т-хелперов существенно зависит и 
цитотоксическая активность cd8+ Т-клеток, которые исполь-
зуют различные механизмы, обеспечивающие противовирус-
ную защиту [9]. Функционирование этих двух типов клеток 
при развитии иммунного ответа очень тесно связано и взаи-
мозависимо. Важным критерием оценки иммунной систе-
мы человека считается величина соотношения этих клеток 
(cd4/cd8), которая в норме изменяется в пределах 1,2–2,5. 
При ВИЧ-инфекции развивается иммунодефицит, и это соот-
ношение становится менее 1 из-за относительного снижения 
количества cd4 + и увеличения cd8+ Т-клеток. Об общем ко-
личестве зрелых активированных Т-лимфоцитов (ТАК) судят 
по наличию маркера hla-dr+. Следующий тип Т-клеток, 
обнаруживаемый в МНК в небольших количествах, отно-
сится к Т-натуральным киллерам (ТНК; cd3+/cd(16+56)+). 
Для этих клеток характерен специфический механизм акти-
вации, связанный с особенностями строения консерватив-
ных доменов основного рецептора Т-клеток (ТКР/Сd3+) и 
антигенного комплекса гистосовместимости на поверхности 
клеток, его презентирующих [10]. Для их активации не тре-
буется пролиферации и дифференцировки. Они синтезиру-
ют различные цитокины, усиливающие активность клеток 
как врожденного, так и приобретенного иммунитета, и об-
ладают киллерной активностью. Киллерной активностью и 
способностью секретировать цитокины обладают также НК 

[11], доля которых составляет 5–15% от общего количества 
лимфоцитов крови. Они уничтожают клетки, не несущие 
МНС-1 (антиген гистосовместимости 1-го типа), которые 
недоступны действию ЦТЛ и ТНК. И последний компонент 
– В-клетки, синтезирующие при инфекции вируснейтрали-
зующие антитела. В МНК это главным образом наивные по-
коящиеся клетки и клетки памяти, составляющие 5–15% от 
общего количества лимфоцитов крови. При ВИЧ-инфекции 
количество В-клеток, НК и ТНК падает. ВААРТ увеличивает 
их содержание, но функциональная активность восстанавли-
вается не полностью [12–14]. 

Влияние суммарных растворимых факторов плазмы до-
норов и пациентов на перечисленные выше основные фено-
типы МНК показано на рисунке, а. Видно, что иммуномо-
дулирующая активность имеет выраженный положительный 
потенциал при анализе Сd3+, Сd3+/cd4+, Сd3+/cd8+ и ТАК 
лимфоцитов. Для Сd3+-клеток наибольшее увеличение на-
блюдается в группе образцов, полученных от пациентов с ВА-
АРТ. Количество cd4+-клеток увеличивается незначительно 
относительно АУП и АЛП в группе пациентов без ВААРТ, и 
на примерно на 7% в группе с ВААРТ. Наибольшее количе-
ство cd8+ Т-клеток обнаруживается при инкубации в группах 
АЛП и пациентов без лечения. В группе с ВААРТ количество 
этих клеток снижено. Больше всего ТАК обнаруживается в 
контрольных группах, а в группах с ВИЧ-инфекцией их ко-
личество имеет тенденцию к снижению в большей степени 
у пациентов без лечения. Следует отметить, что инкубация 
МНК всех групп плазм приводила к увеличению количества 
указанных выше маркеров по сравнению с МНК, тестирован-
ными до инкубации с плазмами. При анализе ТАК во всех 
группах это увеличение наиболее выражено в контрольных 
группах и у пациентов с ВААРТ и незначительное в груп-
пе больных без ВААРТ. Таким образом, можно заключить, 
что все группы плазм содержат факторы, увеличивающие ко-
личество лимфоцитов Сd3+, Сd3+/cd4+, Сd3+/cd8+ и ТАК. 
При сопоставлении показателей МНК можно заключить, что 
по сравнению с контрольными группами в группе плазм от 
пациентов с ВААРТ наблюдается увеличение количества 
cd4+ Т-клеток и снижение количества cd8+ Т-клеток, а в 
ТАК – ниже в обеих группах пациентов, но при ВААРТ их 
количество увеличивается практически до уровня контроля. 
При этом медианы соотношения cd4/cd8 составляют 1,9; 
1,8; 1,7 и 2 для АУП, АЛП, плазм без лечения и с ВААРТ 

Анализ фенотипических маркеров, экспрессируемых МНК крови: а – основные фенотипические маркеры; б – маркеры акти-
вации.
МНК – МНК крови донора до инкубации с плазмами; МНК+АУП, МНК+АЛП, МНК+ПП без лечения, МНК+ ПП с ВААРТ – инкубация с АУП, АЛП, 
плазмами пациентов без лечения и плазмами пациентов, получающих ВААРТ, соответственно.
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соответственно. Количество ТНК по сравнению с контроль-
ными группами снижено. Но делать какие-либо выводы в 
данном случае и в случае с ТАК сложно, так как клетки с эти-
ми фенотипами присутствуют в периферической крови в не-
больших количествах. Существенное снижение наблюдается 
для В-клеток и НК. Относительно гибели этих клеток можно 
сказать, что это связано скорее всего с их функциональными 
особенностями, а не специфическими факторами плазм. Это 
может быть следствием спонтанной гибели в результате ак-
тивации. Показано, что активация МНК фитогемагглютини-
ном и конканавалином А приводит к их гибели [15, 16].

На рисунке, б представлены результаты влияния ком-
понентов всех категорий плазм на экспрессию маркера ак-
тивации cd62l+ на cd4+, cd8+ Т-клетках и cd38+ на cd8+ 
Т-клетках. Этот рецептор отражает готовность иммунной 
системы отвечать на иммунные сигналы, участвует в рецир-
куляции клеток и транспорте активированных клеток в места 
воспаления [17]. Полагают, что роль данного белка в регуля-
ции функционирования иммунной системы значительно ши-
ре, чем известно сейчас. При ВИЧ-инфекции его количество 
снижается [18]. Белок cd38+ – это эктоэнзим, экспрессируе-
мый на лейкоцитах и играющий важную роль в пролифера-
ции и дифференцировке Т-клеток. Показано, что активация 
иммунной системы при ВИЧ-инфекции приводит к увеличе-
нию его экспрессии, а ВААРТ – к ее снижению [19]. Точная 
причина этого неизвестна. Полагают, что это обусловлено 
действием компенсаторных механизмов иммунной системы 
в связи со снижением функциональной активности cd8+ 
Т-клеток при ВИЧ-инфекции. Как видно из рисунка, количе-
ство cd62l+ увеличивается во всех группах плазм на cd4+ и 
cd8+ Т-клетках по сравнению с клетками донора. При этом 
на cd4+ Т-клетках оно в наибольшей степени увеличивает-
ся в группе пациентов с ВААРТ, а на cd8+-клетках суще-
ственно возрастает в группе без лечения (примерно на 10%) 
и незначительно падает в группе с ВААРТ. В целом можно 
заключить, что иммуномодулирующая активность плазм 
ВИЧ-инфицированных пациентов отличается от иммуномо-
дулирующей активности АУП и АЛП. Плазмы пациентов с 
ВААРТ активируют в наибольшей степени cd4+ Т-клетки, 
а плазмы пациентов без лечения – cd8+-клетки. Количество 
cd8+cd38+ Т-клеток во всех группах плазм сравнимо с МНК 
доноров, за исключением группы пациентов с ВААРТ. В по-
следнем случае их количество снижено. 

При сравнении всех фенотипических показателей МНК 
при делении пациентов по абсолютному количеству cd4+-
клеток на две группы (1-я – менее 400 клеток/мл; 2-я – более 
400 клеток/мл) какой-либо существенной зависимости мы не 
обнаружили.

Как уже говорилось, нами изучены уровни про- и проти-
вовоспалительных цитокинов в плазмах доноров и пациен-
тов. Инкубация МНК с плазмами практически не выявила 
изменений в количестве цитокинов в пробах по сравнению 
с первоначальным тестированием. Мы не обнаружили их на-
копления, так как скорее всего 24-часовая инкубация слиш-
ком короткая. Приблизительно у 85% пациентов без лечения 
выявлены два или три провоспалительных цитокина (ИФН-γ, 
ФНО-α, ИЛ-2), приблизительно у 7,6% – только ФНО-α и у 
7,4% – только ИФН-γ. У пациентов с ВААРТ примерно 60% 
плазм содержали только ИФН-γ и примерно 40% – два или 
три провоспалительных цитокина (ИФН-γ, ФНО-α, ИЛ-2). 
Какой-либо существенной корреляции данных по цитокинам 
с данными, представленными на рисунке, мы не обнаружи-
ли. Но следует заметить, что наличие в плазмах пациентов 
с ВААРТ только ИФН-γ снижает количество cd4+cd62l+-
клеток примерно на 15% по сравнению с плазмами, в кото-
рых обнаруживаются два или три провоспалительных цито-
кина (ИФН-γ, ФНО-α, ИЛ-2). 

Как уже было отмечено выше, при анализе цитокинов мы 
не обнаружили усиления секреции большинства тестируе-
мых белков. Исключением был ИЛ-1β. Из 20 образцов плаз-
мы доноров мы только в 1 образце обнаружили этот цитокин, 

в 13 плазмах пациентов без лечения он не обнаруживался, из 
10 плазм пациентов с ВААРТ был найден в 1 образце. После 
инкубации МНК в течение 24 ч с этими образцами ИЛ-1β 
обнаружен в 6 из 10 культур АУП, в 5 из 10 АЛП, в 8 из 13 
с использованием плазм пациентов без лечения и в 8 из 10 – 
пациентов с ВААРТ. Его количество варьировало в широком 
диапазоне – 1–250 пг/мл. Важно, что уровень ИЛ-1β в си-
стемах коррелировал с сохранением жизнеспособности НК. 
При определении коэффициента корреляции Спирмена меж-
ду количеством цитокина в культуральной жидкости и коли-
чеством лимфоцитов с фенотипом cd3–/cd(16+56)+ были 
получены следующие значения: –0,03; 0,52; –0,08 и 0,12 для 
групп АУП, АЛП, пациентов без лечения и с ВААРТ соответ-
ственно. Как видно, этот эффект не связан с ВИЧ-инфекцией 
и наилучшая корреляция была получена в аллогенной систе-
ме. Скорее всего это связано с индивидуальными свойствами 
МНК доноров и/или плазмы доноров, использованных в ис-
следовании. В любом случае эти результаты подтверждают 
данные о роли ИЛ-1β в физиологии НК-клеток [20]. 

Заключение. Полученные результаты указывают на то, 
что действующие при ВААРТ и без лечения специфические 
факторы плазмы изученных групп образцов в целом спо-
собны поддерживать иммунитет в активном состоянии. В 
группе пациентов без лечения это подтверждается и резуль-
татами, показывающими, что иммуномодулирующая актив-
ность плазм сравнима с эффектами АУП и АЛП. На осно-
вании показателей экспрессии фенотипов cd62l+ и cd38+ 
можно заключить, что в группе плазм пациентов с ВААРТ 
наблюдается иммуномодулирующий эффект из-за снижения 
активации cd8+ Т-лимфоцитов по белку cd38+ и увеличения 
cd4+ Т-лимфоцитов по cd62l+, и это скорее всего связано 
с положительным эффектом ВААРТ. Снижение количества 
cd8+cd62l+-клеток с ВААРТ может быть следствием не-
полного восстановления функциональной активности им-
мунных клеток. Результаты определения цитокинов в плаз-
мах указывают на то, что у пациентов без лечения воспали-
тельный потенциал повышен. Данные о накоплении ИЛ-1β 
при культивировании МНК с плазмой подтверждают его 
роль в пролиферирующей активности НК-клеток. Изучение 
иммуномодулирующей активности плазм пациентов на МНК 
может быть рекомендовано как дополнительный метод оцен-
ки функционирования иммунной системы.
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