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Исследован уровень внутриклеточных регуляторов апоптоза — антагонистов (Bcl-2) и агонистов (CPP-32) клеточной 
гибели, антиген пролиферации Ki-67 в лимфоцитах биоптатов слизистой оболочки желудка при Helicobacter pylori-
ассоциированных язвенной болезни и хроническом гастрите у коренных и пришлых жителей Хакасии. Оценивался апоптоз 
лимфоцитов периферической крови у коренных жителей. Установлены изменения иммунологических показателей у боль-
ных, инфицированных Helicobacter pylori, по сравнению с таковыми у здоровых доноров и представителей пришлого насе-
ления. Изменения, выявленные в крови у больных язвенной болезнью, характеризовались усилением апоптотической гибе-
ли лимфоцитов по сравнению с количеством таких клеток у больных хроническим гастритом и в контроле. Обсуждается 
роль нарушений апоптоза в регуляции локального и системного иммунитета при Helicobacter pylori-инфицировании. 
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The level of intracellular apoptosis regulators (cell death antagonists (Bcl-2) and agonists (CPP-32)), proliferation antigen Ki-
67 in lymphocytes of biopsy materials of the mucous coat of stomach at Helicobacter pylori-associated gastric ulcer and chronic 
gastritis in Khakassian aboriginal population and newcomers have been studied. The lymphocyte apoptosis in peripheral blood in 
aboriginal population was assessed. Changes in immunological indices were revealed in patients infected with Helicobacter pylori 
compared to healthy donors and newcomers. These changes were characterized by the more intense apoptotic lymphocyte death 
compared to the number of such cells in patients with chronic gastritis and in the control group. The role of apoptosis disfunctions in 
the regulation of local and system immunity at Helicobacter pylori infection is discussed. 
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Введение 

Известно, что исход взаимодействия макроорганиз-
ма и Helicobacter pylori (Нр) во многом определяется 
состоянием иммунной системы. Одним из механизмов 
длительной персистенции Нр является способность 
инфекта поражать лимфоциты и модифицировать им-

мунный ответ макроорганизма. В настоящее время 
отсутствуют исследования, касающиеся динамики 
изменения клеточно-гуморального иммунного ответа 
макроорганизма на данный патоген при различных 
клинических вариантах течения инфекции с оценкой 
индукции иммунорегуляторных и апоптозных медиа-
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торов, что делает весьма актуальным изучение имму-
нопатогенеза Нр.  

При проведении эпидемиологического исследова-
ния распространенности язвенной болезни (ЯБ) у ко-
ренных и пришлых жителей Республики Хакасии бы-
ло выявлено, что при высокой инфицированности Нр 
(95,4% среди европеоидов и 95,2% среди монголои-
дов) показатели заболеваемости среди представителей 
разных этнических популяций различаются (8,1 и 
4,5% соответственно) [8]. В указанном аспекте опре-
деленный интерес представляет изучение этнических 
закономерностей функционирования иммунной сис-
темы у разных популяций (монголоидов и европеои-
дов), проживающих на одной территории. Таким об-
разом, новые знания о молекулярно-генетических 
особенностях клеток, принимающих участие в патоге-
незе Нр-ассоциированной гастродуоденальной пато-
логии, могут позволить прогнозировать течение бо-
лезни и совершенствовать имеющиеся терапевтиче-
ские подходы.  

Цель исследования — оценка апоптоза лимфоци-
тов слизистой оболочки желудка и периферической 
крови у европеоидов и монголоидов, проживающих на 
территории Хакасии, в условиях хронической перси-
стенции Нр. 

Материал и методы  
Обследованный контингент представлен двумя 

популяциями: хакасы (монголоиды, или коренные 
жители) и остальные жители Республики Хакасия. С 
учетом того, что во второй популяции более 95% со-
ставляли русские, украинцы и белорусы, их обозначи-
ли европеоидами (или пришлыми жителями). Были 
обследованы пациенты с язвенной болезнью (корен-
ных — 22 и пришлых — 25). Группу сравнения соста-
вили больные хроническим гастритом (ХГ) (коренных 
— 23 и пришлых — 21). Средний возраст европеоидов 
составил 43,6 года, монголоидов — 42,9 года. В ис-
следовании приняли участие сопоставимое количест-
во мужчин и женщин. 

Диагноз ЯБ и ХГ был верифицирован посредст-
вом оценки морфологических изменений слизистой 
оболочки желудка (СОЖ) на основе Сиднейской сис-
темы [17]. Hp диагностировали при помощи морфоло-
гического и уреазного методов в СОЖ. Для определе-
ния Нр в биоптате из антрального отдела желудка ис-
пользовали метод полимеразной цепной реакции 

(ПЦР). Уровень специфических иммуноглобулинов 
(Ig) к Нр в сыворотке крови устанавливали методом 
твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА).  

Определение маркеров пролиферации Ki-67 
(DAKO, Дания), проапоптотического белка CPP-32 
(каспаза-3) (Novocastra, Великобритания) и антиапоп-
тотического белка Bcl-2 (Novocastra, Великобритания) 
проводили иммуногистохимическим методом на па-
рафиновых срезах с применением стрептавидин-
биотинового метода (DAKO, Дания, LSAB2 Systems, 
HRP). Ядра клеток окрашивали гематоксилином Май-
ера в течение 2 мин. Определяли Ki-67, CPP-32 и Bcl-2 
как долю (%) положительно окрашенных ядер лимфо-
цитов СОЖ (не менее 500 клеток при 400-кратном 
увеличении).  

Характеристики системного иммунитета изучали 
у представителей монголоидной популяции. Были 
обследованы 21 больной ЯБ и 34 ХГ. Группу контроля 
составили 35 практически здоровых доноров, предста-
вителей монголоидной популяции, имеющих отрица-
тельные результаты исследований на Нр.  

Иммунофенотип лимфоцитов в периферической 
крови (CD3+, CD4+ и CD8+) определяли методом про-
точной цитофлюориметрии (Beckman Coulter EPICS 
XL, Швейцария) с применением моноклональных ан-
тител (R&D Systems, США).  

Апоптотическую гибель лимфоцитов венозной 
крови оценивали у коренных жителей. Клетки выде-
ляли из гепаринизированной венозной крови, концен-
трировали в градиенте плотности. Лимфоцитарный 
концентрат переносили в раствор Хэнкса (без ионов 
Ca2+ и Mg2+) с добавлением 2% инактивированной 
фетальной телячьей сыворотки (ФТС) и 0,02 моль 
ЭДТА. Жизнеспособность клеток оценивали окраши-
ванием трипановым синим (обычно она составляла 
более 97%). Изолированные клетки отмывали и куль-
тивировали в концентрации 3 · 106 клеток в 1 мл в сре-
де RPMI 1640 с L-глутамином (Sigma, Великобрита-
ния), содержащим 10% ФТС и антибиотики. Апопто-
тическую гибель лимфоцитов крови оценивали через 
24 ч культивирования с использованием микроскопа 
Micros (Австрия) при увеличении объектива ×100, 
окуляра 10 (окрашивание гематоксилином и эозином). 
Подсчитывали не менее 200 клеток. Критериями, ха-
рактеризующими апоптоз in vitro, являлись кариопато-
логические и цитопатологические изменения (конден-
сация и маргинация хроматина, уменьшение объема 
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клетки, пузырчатость и фрагментация клеточного яд-
ра). In vivo процесс заканчивается фрагментацией 
клетки с образованием апоптотических телец. При 
некротической гибели преобладали процессы набуха-
ния, кариорексиса и кариолизиса с последующей фер-
ментативной деградацией всей клетки [12]. 

Результаты измерений представлены в виде сред-
него арифметического М, относительной ошибки m. 
Нормальность распределения результатов исследова-
ния оценивали с использованием теста Колмогорова—
Смирнова. Для проверки статистической значимости 
различий показателей в сравниваемых группах ис-
пользовали t-критерий Стьюдента. Различия между 
группами считали значимыми при р < 0,05. В случае 
отсутствия нормальности распределения использова-
ли критерии Вилкоксона и Манна—Уитни.  

Результаты и обсуждение 

Нарушения механизмов Th1/Th2-пути иммунного 
ответа являются основным звеном патогенеза Нр-
персистентной инфекции, обусловливая клинический 
полиморфизм и исход заболевания [2, 6, 22]. При ис-
следовании иммунофенотипа клеточного инфильтрата 
СОЖ было обнаружено достоверное увеличение доли 
CD4+- и CD20+-лимфоцитов у больных ЯБ — предста-
вителей монголоидной популяции по сравнению с их 
количеством в группе европеоидов (табл. 1). На ранней 
стадии персистенции Нр в защите макроорганизма при-
оритетное значение приобретают клеточные адаптив-
ные реакции иммунитета [6, 11, 20, 23, 26]. Продукты 
микробного происхождения приводят к лимфоидной 
инфильтрации СОЖ и выработке Th1-цитокинов (ин-
терлейкинов (ИЛ) -1, -8, -10, фактор некроза опухоли 
α (ФНО-α), интерферона-γ (ИФН-γ)) [13, 15, 16, 18].  
В последующем кооперация клеток-эффекторов вос-
паления, определяющая местную реакцию на инфект, 
активирует антигенпрезентирующие клетки, компе-
тентные в запуске Тh2-иммунитета [2, 6, 25].  

Т а б л и ц а  1   
Иммунофенотип клеточного инфильтрата слизистой оболочки 

антрального отдела желудка у больных ЯБ и ХГ 

Доля лимфоцитов СОЖ, экспрессирующих кластер CD, %
Коренное население Пришлое население Кластер 

CD 
Больные ЯБ Больные ХГ Больные ЯБ Больные ХГ 

CD4+ 33,6 ± 0,9  24,1 ± 0,4** 26,0 ± 0,8* 17,8 ± 0,9 *, ** 
CD8+ 16,3 ± 0,5 12,1 ± 0,2 19,3 ± 0,7 16,5 ± 0,4 
CD20+ 38,8 ± 0,9 34,4 ± 0,7 32,4 ± 0,7* 36,4 ± 0,8** 

 

* р < 0,05 при сравнении монголоидов и европеоидов. 
** р < 0,01 при сравнении больных язвенной болезнью и хро-

ническим гастритом. 
 
Сравнительный анализ субпопуляционного соста-

ва лимфоцитов слизистой оболочки антрального отде-
ла желудка свидетельствует о том, что у пациентов 
монголоидной группы с ЯБ более выражена активация 
Т-клеточного и гуморального звеньев иммунного от-
вета по сравнению с больными ХГ. При этом наиболее 
существенные изменения гуморального звена выявля-
лись у пациентов с ЯБ монголоидной группы по срав-
нению с аналогичной группой европеоидов (табл. 1).  

По мнению многих исследователей, именно мест-
ный Тh1-ответ играет значимую роль в антибактери-
альной защите, так как препятствует колонизации Нр 
в слизистой оболочке [4, 5, 9, 19]. Однако при дли-
тельном воспалительном процессе вместо ограниче-
ния роста патогена происходит гибель собственных 
клеток, увеличивается риск развития атрофического 
гастрита, метаплазии и рака желудка, в то время как 
детерминация Тh2-пути протекает без выраженного 
повреждения слизистой оболочки и может рассматри-
ваться как протективная форма антихеликобактерной 
защиты [1, 3].  

Исследование содержания про- и антиапоптотиче-
ских белков и антигена пролиферации лимфоцитами 
СОЖ у европеоидов и монголоидов с язвенной бо- 
лезнью и хроническим гастритом позволило зарегист-
рировать различия данных показателей в зависимости 
от клинических форм заболевания. При этом обнару-
жен ряд интересных результатов, которые позволяют 
объяснить значительную дифференциацию в распро-
страненности ЯБ среди двух основных популяций Рес-
публики Хакасия (8,1% среди европеоидов и 4,5% 
среди монголоидов при уровне инфицированности Нр 
95,4 и 95,2% соответственно). В антральном отделе 
желудка, который играет важную роль в секреции ос-
новных элементов слизи и простагландинов, защи-
щающих эпителий желудка, процессы пролиферации 
у монголоидов были выражены в значительно боль-
шей степени, чем среди европеоидов. Уровень Ki-67 
имел тенденцию к увеличению у пациентов с ЯБ по 
сравнению с аналогичными группами больных ХГ 
(табл. 2). Уровень маркера апоптотической гибели 
СРР-32 (каспаза-3) преобладал у больных хрониче-
ским гастритом по сравнению с больными ЯБ 
(р < 0,05). Превалирование проявлялось в значительно 
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большей степени у монголоидов по сравнению с евро-
пеоидами. Содержание антиапоптотического белка 
Bcl-2 в лимфоцитах собственной пластинки СОЖ бы-
ло наибольшим при ЯБ по сравнению с хроническим 
гастритом (р < 0,05). Данные изменения свидетельст-
вовали о том, что при ХГ у монголоидов и европеои-
дов доминировали процессы апоптотической гибели 
лимфоцитов (табл. 2). Общая закономерность в виде 
относительной доминанты апоптоза над пролифера-
цией у лиц с язвенной болезнью также имела место 
(табл. 2). 

Т а б л и ц а  2  
Содержание про- и антиапоптотических белков в клетках 
воспалительного инфильтрата собственной пластинки 

слизистой оболочки антрального отдела желудка у больных ЯБ 
и ХГ 

Доля лимфоцитов СОЖ, содержащих белки, % 
Коренное население Пришлое население Белки 

Больные ЯБ Больные ХГ Больные ЯБ Больные ХГ 
Ki-67 01,6 ± 0,2  01,1 ± 0,2  01,3 ± 0,7 00,8 ± 0,2 
Bcl-2 28,7 ± 1,2 21,4 ± 1,3 30,9 ± 1,6 24,3 ± 1,8 

CPP-32 40,0 ± 1,8 55,5 ± 2,1* 38,3 ± 2,7  52,1 ± 1,9* 
 

* р < 0,05 при сравнении больных язвенной болезнью и хрони-
ческим гастритом. 

 

Если изменения активности местного иммунитета 
при развитии Нр-ассоциированных заболеваний явля-
ются достаточно изученными, то о состоянии систем-
ного иммунного ответа при данной болезни имеются 
лишь отдельные данные. В проведенном исследова-
нии субпопуляционного состава лимфоцитов крови 
были выявлены различия в состоянии иммунной сис-
темы у пациентов с ЯБ и ХГ монголоидной популяции 
(табл. 3). Изменения, зарегистрированные в перифери-
ческой крови у больных ЯБ, характеризовались сни-
жением численности CD4+- и CD8+-лимфоцитов по 
сравнению с их количеством у больных хроническим 
гастритом. Число лимфоцитов крови составило 
(54,0 ± 0,4)% у пациентов с язвенной болезнью и 
(45,9 ± 0,7)% у больных хроническим гастритом 
(р < 0,05). Увеличение данного показателя свидетель-
ствует об активации иммунной системы при перси-
стенции Нр. Наряду с этим при манифестации клини-
ческих признаков ЯБ была зарегистрирована тенден-
ция к усилению апоптоза лимфоцитов крови 

((19,5 ± 0,6) при (16,8 ± 0,9)% у здоровых доноров; 
р < 0,05). 

Уменьшение количества иммунокомпетентных 
клеток сопряжено с изменением соотношения субпо-
пуляций лимфоцитов и считается одним из проявле-
ний нарушения иммунореактивности. Сдвиг цитоки-
нового профиля в сторону провоспалительных медиа-
торов (ИЛ-1β, ФНО-α), а также активация 
свободнорадикальных процессов в местах колониза-
ции Нр вызывают модификацию апоптоза клеток 
лимфоидного инфильтрата [2]. Механизмы ускольза-
ния инфекта от адекватной иммунологической защиты 
макроорганизма и наличие хронической гиперантиге-
немии формируют ответ, характеризующийся относи-
тельно слабой напряженностью. Бактериальная ми-
микрия, антигенный дрейф, способность микроорга-
низма управлять апоптотической гибелью клеток 
организма-хозяина приводят к тому, что инфект кон-
тролирует численность клеточных популяций, потенци-
ально эффективных для радикального воспалительного 
ответа [6, 27, 28]. Таким образом, усиление апоптотиче-
ской гибели иммунокомпетентных клеток вносит зна-
чительный вклад в формирование несостоятельности 
иммунного ответа [10], выраженность которой возрас-
тает с увеличением активности воспалительного про-
цесса.  

Вероятно, что дифференциацию соотношения 
апоптоза и пролиферации у представителей коренных 
и пришлых популяций может объяснить гетероген-
ность субтипов Нр. Исследования, проведенные ранее, 
показали этноэкологическую обусловленность рас-
пределения штаммов Нр: у пришлых с ЯБ связаны S1-, 
S2-субтипы VacA-штаммов, у коренных — СagA [7, 
8]. Сочетание продуцируемых разными штаммами Нр 
биологически активных факторов (уреаза, муциназа, 
липаза, каталаза, супероксиддисмутаза, цитотоксин, 
вызывающий вакуолизацию эпителиоцитов (VacA), 
цитокинассоциированный белок (CagA), белок тепло-
вого шока (Hsp60)) отличается спектром гисто- и ци-
тотоксических эффектов: участие в модуляции экс-
прессии генов через различные сигнальные пути, мо-
дификация апоптотической гибели клеток [14, 21, 24]. 

Т а б л и ц а  3  
Иммунофенотип лимфоцитов крови у хакасов, больных ЯБ и ХГ 

Доля клеток, экспрессирующих кластер CD Кластер CD 
Здоровые доноры Больные ХГ Больные ЯБ 
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 Экспериментальные и клинические исследования 
 

% тыс./мкл % тыс./мкл % тыс./мкл 
CD3+ 79,0 ± 6,9  1,90 ± 0,03 55,2 ± 4,9* 1,60 ± 0,06* 46,8 ± 4,8*, ** 1,50 ± 0,08*, ** 
CD4+ 45,0 ± 3,4 1,01 ± 0,04 34,5 ± 2,7* 0,90 ± 0,01 28,1 ± 2,8*, ** 0,80 ± 0,14* 
CD8+ 36,8 ± 3,3  0,70 ± 0,01 20,7 ± 1,7* 0,60 ± 0,21 15,6 ± 2,1*, ** 0,50 ± 0,19* 
 

* р < 0,05 при сравнении с контролем. 
** р < 0,05 при сравнении больных язвенной болезнью и хроническим гастритом.  
 

Так, например, цитотоксин VacA усиливает апоптоз 
не только клеток эндотелия, но также макрофагов и Т-
лимфоцитов [27, 28]. CagA-штаммы вызывают «окисли-
тельный взрыв» в фагоцитарных клетках, оказывают 
непрямое цитотоксическое действие на клетки слизи-
стой оболочки желудка, усиливают Fas-опосредованный 
апоптоз, воспалительный процесс характеризуется 
более быстрым и злокачественным развитием. Резуль-
татом такой избирательной элиминации клеток-
эффекторов воспаления является повышение либо 
чувствительности, либо резистентности организма к 
инфицированию определенными субтипами VacA+ 
и (или) CagA+ Hp, имеющие этнические закономерно-
сти.  

Заключение 

В целом развитие и ход инфекционного процесса 
предопределяются результатом взаимодействия мак-
ро- и микроорганизма и зависят как от вирулентности 
возбудителя, определяемой совокупным действием 
его факторов патогенности, так и от антиинфекцион-
ного потенциала макроорганизма, зависящего от 
функциональных возможностей иммунокомпетентных 
клеток. По результатам проведенного исследования, 
изменение характеристик локального и системного 
иммунитета у пациентов с Нр-ассоциированной пато-
логией коррелировало как со степенью выраженности 
инфекционного процесса, так и с популяционными осо-
бенностями обследованных. Обнаруженные закономер-
ности реализации апоптотической гибели иммуноком-
петентных клеток выступают ключевым звеном нару-
шения иммунореактивности макроорганизма в 
патогенезе Нр-ассоциированных заболеваний, так как 
уменьшение количества иммунокомпетентных клеток 
сопряжено с изменениями соотношения субпопуляций 
лимфоцитов и является одним из признаков иммуно-
реактивности. 

 
Исследование поддержано грантом РФФИ (№ 09-

04-99025-Р-офи), РФФИ (№ 9-04-98011 р_сибирь_а)  

и Совета по грантам при Президенте РФ 
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