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РЕЗЮМЕ

Цель. Цель работы заключалась в определении количества различных популяций клеток перифе-
рической крови у пациентов с бронхиальной астмой (БА) и здоровых индивидуумов до и во время 
ýкспериментальной риновирусной инфекции. 

Материалы и методы. Экспериментальная инфекция риновирусом 16-го типа (РВ16) была индуци-
рована у добровольцев, не имеющих антител к РВ16. Мононуклеары периферической крови от 8 
пациентов с легкой персистирующей БА (LPA), 12 с персистирующей БА средней тяжести (PAST) и 
6 здоровых добровольцев (норма), полученные за 14 сут до заражения и на 4-е сут после заражения, 
исследовались методом проточной цитометрии. B-клетки идентифицировали как CD19+. Моноциты 
классифицировали как CD19–, MHCII, CD14high. Клетки, охарактеризованные как MHCII, CD14neg-low, 
далее классифицировали как плазмоцитоидные (pDC) (CD123+) и миелоидные (mDC) дендритные 
клетки (CD11chigh).  

Результаты. Не выявлено различий между разными группами добровольцев по содержанию моно-
цитов, mDC и pDC в образцах крови до инфицирования. Однако мы обнаружили повышение уровня 
B-клеток в крови пациентов с БА по сравнению со здоровыми добровольцами (p < 0,05). Также на 
4-е сут после заражения РВ16 мы выявили снижение количества циркулирующих pDC в крови паци-
ентов с БА (LPA и PAST) по сравнению с исходным уровнем (p < 0,05).

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о повышенном миграционным потенциале цир-
кулирующих pDC при обострении вирус-индуцированных осложнений БА. Отсутствие изменений 
в количестве mDC во время инфекции мы объясняем тем, что разные популяции DC мигрируют к 
участкам аллергического воспаления в разные временные интервалы.   
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ABSTRACT

Aim. In this study we aimed to investigate circulating blood cells during experimental virus-induced 
asthma exacerbation vs baseline. 

Materials and methods. Rhinovirus 16 (RV16) experimental infections were induced in RV16-seronegative 
moderate and mild atopic asthmatic and healthy non-atopic subjects. PBMC from 8 mild, 12 moderate 
asthmatics and 6 normal subjects obtained at baseline (14 day) and at day 4 after infection with RV16 
were analyzed by flow cytometry. B-cells were identified as CD19+. Monocytes were identified as MHC II, 
CD14high cells. The MHC II, CD14neg-low cells were further classified by CD123 and CD11c expression into 
myeloid DC (CD11chigh, mDC), plasmacytoid DC (CD123+, pDC).

Results. There were no differences at baseline in frequencies of blood monocytes, mDC and pDC in 
asthmatic compared to normal subjects, but we found increased amount of B-cells in asthma group  
(p < 0.05).  At day 4 after RV16 infection we found decreased percentages of pDC in both moderate and 
mild asthmatics (p < 0.05) compared to baseline. 

Conclusion. These data suggest an increased migratory potential of circulating pDCs during virus-induced 
asthma exacerbation. In patients with asthma pDCs could be recruited to the airways. It is possible 
that the distinct subsets of DCs may be recruited at different time points to the effector sites of allergic 
inflammation.
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водили отбор проб крови: за 14 сут до ýкспери-
ментального заражения РВ16 (D-14) и на 4-е сут 
после заражения (D4).

Успешной ýкспериментальная вирусная ин-
фекция считалась в том случае, если у доброволь-
цев появлялись антитела к РВ16 и (или) в случае 
обнаружения РНК РВ16 в бронхоальвеолярном 
лаваже или назальных смывах. Эксперименталь-
ные данные, полученные от добровольцев, у ко-
торых не выявлено ни одного из перечисленных 
факторов, были исключены из анализа данных, 
полученных на 4-е сут после ýкспериментального 
заражения.

Исследование образцов методом проточной 
цитометрии. Образцы крови собирали в специ-
ализированные пробирки BD Vacutainer® CPT™ 
Mononuclear Cell Preparation Tube – Sodium 
Heparin, которые позволяют сепарировать мо-
нонуклеары от цельной крови непосредственно 
в самой пробирке и избегать дополнительных 
манипуляций с образцами. Моноциты перифе-
рической крови, полученные у добровольцев 
до и после ýкспериментальной РВ16-инфек-
ции, исследовались методом проточной ци-
тометрии. Для того чтобы исключить мерт-
вые клетки из анализа, использовался набор 
The LIVE⁄DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit  
(Invitrogen). 

Неспецифическое связывание антител пре-
дотвращали инкубацией клеток (15 мин, 4 °C) в 
среде, содержащей 10% человеческой сыворот-
ки. Далее каждый образец инкубировали в тече-
ние 30 мин при 4 °C в 100 мкл буфера для про-
точной цитометрии (фосфатно-солевой буфер, 
содержащий 2% фетальной сыворотки коров и  
10 мМ EDTA) с флуоресцентно меченными ан-
тителами к поверхностным антигенам. В рабо-
те была использована следующая панель анти-
тел: CD19-APC-Cy7 (клон HIB19), CD14-Pacific 
Blue (клон 1A4), HLA-DR-Qdot 605 (клон Tü36), 
CD11c- Alexa Fluor 700 (клон 3.9), CD123-PE (клон 
6H6). Все антитела предварительно титровали 
для определения оптимальной рабочей концен-
трации. После инкубации с антителами клетки 
фиксировались 2%-м раствором параформальде-
гида. Для анализа клеток использовался прибор 
D LSR II (BD Biosciences). Анализ полученных 
данных выполняли при помощи программного 
обеспечения lowJo software version 7.6.3 (Tree 
Star). Результаты выражали в виде процента ко-
личества положительных клеток. Для определе-
ния логических ограничений в качестве контро-
ля использовали способ Fluorescence Minus One, 
подразумевающий, что в пробе присутствуют все 

ВВЕДЕНИЕ
Антигенпрезентирующие клетки (АПК) игра-

ют ключевую роль в развитии адекватного им-
мунного ответа. В отличие от других АПК, та-
ких как моноциты, макрофаги и B-лимфоциты, 
дендритные клетки (DC) специализируются на 
презентации антигенов и инициации дифферен-
цировки наивных CD4 и CD8 Т-клеток [1]. В пе-
риферической крови были идентифицированы 
две основных группы DC: миелоидные (mDC) и 
плазмоцитоидные (pDC) [2]. У человека pDC об-
наруживаются в периферической крови, минда-
линах, спинномозговой жидкости и  слизистой 
оболочке носа, у пациентов с аллергией – после 
местного введения аллергена [3, 4]. Они часто 
ассоциируются с патологическим состояниями, 
такими как системная красная волчанка [5], зло-
качественными асцитами у больных с карцино-
мой яичников [6] и воспалительными заболева-
ния кожи [7]. 

Интерфероны I типа (ИФН-α/β) – ýто се-
мейство цитокинов с потенциальной противо-
вирусной активностью. Следует отметить, что 
pDC являются основным источником ИФНα при 
стимуляции вирусами [8] и они мигрируют в 
дыхательные пути при развитии острых респи-
раторных вирусных инфекций [9, 10]. Вирусные 
инфекции респираторного тракта являются са-
мой распространенной причиной обострения 
бронхиальной астмы (БА) [11]. Специфический 
механизм развития таких осложнений до сих пор 
не известен, однако многочисленные исследова-
ния указывают на дефицитный иммунный ответ 
у пациентов с БА, в частности у них отмечается 
сниженная продукция противовирусных ИФН I 
типа [12]. 

В связи с вышесказанным цель нашей работы 
заключалась в определении количества разных 
популяций клеток периферической крови (моно-
цитов, B-лимфоцитов, pDC и mDC) у больных БА 
и здоровых индивидуумов до и во время ýкспери-
ментальной риновирусной инфекции. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальная инфекция РВ16 типа про-

водилась на добровольцах, не имеющих антител 
к РВ16 типа (некурящие, возраст 18–55 лет). В 
ýкспериментах принимали участие: 6 здоровых 
добровольцев (норма); 20 пациентов с диагности-
рованной БА, из них 8 c легкой персистирующей 
БА (прием ингаляционных бета-2-агонистов ко-
роткого действия) – LPA; 12 с персистирующей 
БА средней тяжести (стероидозависимая астма) –  
PAST.  У каждого из добровольцев дважды про-
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планируемые флуорохромы, кроме одного. Для 
настроек компенсации использовали BD™  Com-
pBeads. 

Статистический анализ. Статистиче-
скую обработку данных проводили при помо-
щи программного обеспечения GraphPad Prism 
version 4.0. Данные считались достоверными при 
р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Идентификация разных популяций клеток в 

образцах крови методом проточной цитометрии. 
Алгоритм анализа количества популяций кле-
ток в образцах крови представлен на рис. 1. Для 
идентификация pDC и mDC использовался ме-
тод исключения. Первичный анализ популяций 
лейкоцитов проводили с помощью диаграммы 

бокового – прямого (SS – FS) светорассеяния 
(рис. 1, а). Таким образом по морфологии кле-
ток была выделена популяция мононуклеарных 
клеток периферической крови (PBMC). Затем 
были дискриминированы слипшиеся клетки (ду-
плеты) и выделены популяции одинарных кле-
ток singlets1 и singlets2 (рис. 1, b, c), а также 
дискриминирована популяция мертвых клеток 
(рис. 1, d) и выделена популяция живых клеток 
(live). Далее (рис. 1, е) мы идентифицировали по-
пуляции СD19+ (В-клетки) и CD19– (не В-клет-
ки). Среди не B-клеток мы идентифицировали 
(рис. 1, f) популяцию моноцитов (monocytes MHC 
II, CD14high) и не моноцитов (non monocytes MHC 
II, CD14neg-low). Среди последних мы идентифи-
цировали (рис. 1, g) популяции pDC (CD123 high) 
и mDC (CD11c high).и mDC (CD11c high).и mDC (CD11c high).

Рис. 1. Алгоритм идентификации иммунных клеток среди мононуклеаров периферической крови: а – иденти-
фикация целевых клеток с помощью диаграммы бокового – прямого (FS – SS) светорассеяния; b, с – дискри-
минация дуплетов; d – мертвые клетки из анализа; е –популяция В-клеток СD19+; f – моноциты (CD19–, MHC 
II, CD14high); g – среди клеток, охарактеризованных как (CD19–, MHC II, CD14neg-low), идентифицировали 

популяции pDC (CD123 high) и mDC (CD11c high)

Fig.1. Gating strategy to identify immune cells in PBMC: а – аfter gating on target cells based on FSC vs SSC plot; b, 
с – gating on siglet cells; d – live cells; е – B-cells were identified as CD19+; f – monocytes were identified as MHC 
II, CD14high cells;  g – the MHC II, CD14neg-low cells were further classified into mDC and pDC by plotting them on 

CD123 vs CD11c plot. The mDC and pDC are the CD11c high and the CD123 subpopulations, respectively 
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Оценка количества разных популяций клеток 
в образцах крови до и после экспериментальной 
инфекции РВ16. При оценке количества моно-
цитов периферической крови и миелоидных ден-
дритных клеток (mDC) у разных групп пациен-
тов мы не выявили достоверных различий между 
группами пациентов до и после ýксперименталь-
ной инфекции (данные не представлены). Однако 
мы выявили достоверную разницу в количестве 
В-клеток между группой пациентов с персисти-
рующей БА средней тяжести (PAST) и группой 
здоровых добровольцев (р < 0,05) на исходном 
уровне до ýкспериментальной инфекции (D-14) 
(рис. 2, а). Эта разница и достоверно большее 
количество B-клеток (р < 0,05) также наблюда-
ются при сравнении общего количества больных 
БА (Asthma = LPA + PAST) c группой «норма» 
(рис. 2, b). 

На 4-е сут после ýкспериментального зараже-
ния (D4) мы наблюдали тенденцию к увеличению 
количества B-лимфоцитов в группе пациентов с 
легкой персистирующей БА (LPA) по сравнению 
с группой «норма» (р = 0,055) (рис. 2, с), которая 
также сохраняется при сравнении общего коли-
чества пациентов с БА и группой «норма» (р = 
0,08) (рис. 2, d). Далее мы оценили содержание 
B-клеток в пределах каждой из изучаемых групп 
до и после инфекции (рис. 2, е–g), но не выявили 
существенных изменений.

Особый интерес для нас представляла популя-
ция плазмоцитоидных дендритных клеток (pDC). 
При сравнении количества pDC между группами 
на исходном уровне и на 4-е сут после зараже-
ния мы не обнаружили достоверных различий по 
ýтому показателю (рис. 3, а–d). Однако при срав-
нении количества pDC внутри каждой группы па-
циентов до и после ýкспериментального инфици-
рования РВ16 мы выявили достоверное снижение 
количества pDC в крови пациентов с LPA и PAST 
после заражения вирусом (рис. 3, е, f) (р < 0,05).  

ОБСУЖДЕНИЕ
Для достижения цели нашего исследования 

нам прежде всего предстояло отработать мето-
дику идентификации разных популяций клеток, а 
именно моноцитов, B-лимфоцитов, pDC и mDC в 
образцах крови методом многопараметрической 
проточной цитометрии. Для ýтого мы использо-
вали подходы, описанные в статьях P. Autissier 
и соавт. [13] и D. Blimkie и соавт. [14], а имен-
но популяции идентифицировались методом ис-
ключения или negative gating. Алгоритм создания 
логических ограничений представлен на рис. 1 и 
описан в разделе «Материалы и методы».

Однако следует отметить, что так же, как и 
авторов одной из упомянутых публикаций [14], 
мы столкнулись с незначительным присутствием 
фракции CD19+ клеток в популяции моноцитов, 
mDC и pDC. Можно предположить, что неко-
торые не В-клетки могут ýкспрессировать CD19 
и (или) некоторые B-клетки могут ýкспрессиро-
вать CD11c, CD14 и (или) CD123, что и объясня-
ет присутствие CD19+ клеток среди моноцитов, 
mDC pDC.

При анализе популяций клеток мы не выявили 
различий в количестве моноцитов перифериче-
ской крови и mDC между группами пациентов. 
Однако в крови пациентов с БА было обнаруже-
но большее количество B-клеток. Как уже было 
отмечено, для идентификации B-лимфоцитов мы 
использовали маркер CD19. Он ýкспрессируется 
на B-клетках с самых ранних стадий развития: от 
предшественников B-клеток до их терминальной 
дифференцировки в плазматические клетки или 
фолликулярные дендритные клетки. Кроме того, 
CD19 играет важную роль в активации B-клеток 
[15]. Известно, что в патогенезе БА ключевую 
роль играют Th2- и Th17- клетки, которые диф-
ференцируются из наивных Т-клеток под дей-
ствием сигналов от дендритных клеток. В свою 
очередь, Th2-клетки индуцируют продукцию IgE 
B-клетками посредством стимуляции интерлей-
кинами (IL) 4 и 13. В связи с ýтим увеличенное 
количество B-лимфоцитов в крови пациентов с 
БА выглядит логичным и согласуется с данными 
других исследователей [16, 17], которые также 
отмечают повышение уровня B-клеток памяти, 
плазматических клеток, продуцирующих IgE, у 
пациентов с атопией. Следует отметить, что мы 
не обнаружили влияния вирусной инфекции на 
количество В-клеток в крови у добровольцев из 
разных групп.

При анализе содержания pDC мы не выявили 
различий между группами добровольцев, однако 
на 4-е сут после заражения отмечалось достовер-
ное снижение количества pDC у пациентов с БА 
как в группе с LPA, так и в группе с PAST.  Мы 
предполагаем, что ýто связано с повышенным ми-
грационным потенциалом циркулирующих pDC 
при обострении вирус-индуцированных ослож-
нений БА. У пациентов с БА pDC могут мигри-
ровать в дыхательные пути к очагу воспаления. 
Схожие данные были получены в работе E. Silver, 
в которых отмечено дефицитное количество pDC 
в крови детей с БА, перенесших инфекцию респи-
раторно-синцитиальным вирусом, однако в дан-
ном исследовании не изучалось количество pDC 
у ýтих детей до заражения [18].     
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Рис. 2. Содержание B-клеток в образцах крови больных бронхиальной астмой до и на 4-е сут после ýкспери-
ментального заражения риновирусом 16-го типа (РВ16), %: LPA – легкая персистирующая бронхиальная астма, 
PAST – персистирующая бронхиальная астма средней тяжести, Asthma (LPA + PAST), Norma – группа здоро-
вых добровольцев, D-14 – отбор крови за 14 сут до ýкспериментального заражения РВ16, D4 – на 4-е сут после 
заражения (здесь и далее). Группы сравнивали между собой (a–d), также проводили сравнение внутри каждой 

из групп (e–g) до и после заражения РВ16

Fig. 2. Percentage of B-cells in blood samples of different groups of patients at baseline and day 4 post experimental 
rhinovirus 16 infection (RV16), %: mild – persistent mild bronchial asthma, moderate – persistent moderate bronchial 
asthma, Asthma group (mild + moderate), norma – healthy subjects, D-14 – blood samples taken on baseline, D4 – on 

day 4 after experimental infection with RV16 (here and elsewhere)

The groups were compared with each other (a–d), and within each group (e–g) on baseline and day 4 after infection 
with RV16
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Рис. 3. Содержание плазмоцитоидных клеток (pDC) в образцах крови больных бронхиальной астмой до и на 
4-е сут после ýкспериментального заражения риновирусом 16-го типа, %

Fig. 3. Percentage of plasmacytoid dendritic cells (pDC) in blood samples of different groups of patients at baseline and 
day 4 post experimental rhinovirus 16 infection
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Отсутствие изменений в количестве mDC во 
время инфекции можно объяснить тем, что раз-
ные популяции DC мигрируют к участкам аллер-
гического воспаления в разные моменты времени.   

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе проведенных работ мы 

изучили содержание моноцитов, B-лимфоцитов, 
pDC и mDC у больных БА и здоровых индивидуу-
мов до и во время ýкспериментальной риновирус-
ной инфекции. Полученные данные о повышен-
ном содержании B-клеток и снижении количества 
pDC в крови пациентов в БА согласуются с дан-
ными других исследователей и свидетельствуют о 
различиях в течении инфекции у пациентов с БА 
и здоровых добровольцев. Однако для форми-
рования более конкретных выводов необходимо 
проведение дополнительных исследований.    
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