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Введение

Отсутствие специфической профилактики, 
склонность к первично-хроническому течению, 
недостаточная эффективность противовирусной 
терапии у значительного числа пациентов делает 
хронический гепатит С (ХГС) актуальной меди-
цинской и социальной проблемой. 

Использование иммунологических показателей 
в совокупности с молекулярно-биологическими 
характеристиками вирусного процесса может 
быть решающим в выборе терапии данного забо-
левания.

Изучение клеточных факторов противовирус-
ного иммунитета является перспективным с точки 
зрения разработки новых подходов к иммуноори-
ентированной терапии ХГС.

Известно, что при инфекции, вызванной виру-
сом гепатита С (ВГС), гуморальный иммунитет не 
обладает существенным протективным эффектом, 
а определение антител имеет лишь диагностиче-
ское значение. Основной противовирусный эф-
фект оказывают цитотоксические клетки, в том 
числе натуральные киллеры (��-клетки) и систе-��-клетки) и систе--клетки) и систе-
ма интерферонов. В последнее время большое зна-
чение уделяется не только количественным оцен-
кам субпопуляционного состава лимфоцитов, но 
и функциональным характеристикам этих клеток 
при различных вирусных заболеваниях, в том чис-
ле при ХГС [1, 4].
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Для ��-клеток (CD16+ CD56+) таким функци-
ональным маркером может служить экспрессия 
CD 10�а на поверхности клеток. CD 10�а представ- 10�а на поверхности клеток. CD 10�а представ-CD 10�а представ- 10�а представ-
ляет собой гликозилированный протеин, ассоции-
рованный с лизосомальными гранулами (lysosome-
associated membrane protein LAMP-protein). При 
активации ��-клеток протеин перемещается на 
поверхность (экстернализируется) и определяется 
методом проточной цитометрии как маркер акти-
вации ��-клеток [3].

В литературе имеются данные о корреляции 
содержания ��-клеток с уровнем вирусной на--клеток с уровнем вирусной на-
грузки [5]. Однако существуют и другие данные, 
указывающие, что изменение численного состава, 
в том числе активированных ��-клеток, при ХГС 
не изменяется [6].

Кроме ��-клеток с фенотипом CD16+ CD56+, 
значительный интерес представляет изучение 
клеток с фенотипом CD3+ CD16+ CD56+ (��T-
клетки). Поскольку эти клетки несут на своей по-
верхности Т-клеточный рецептор (TCR), их цито-TCR), их цито-), их цито-
токсичность имеет антиген-зависимый характер, 
в отличие от антиген-независимого действия ��-
клеток [10]. ��Т-клетки, наряду с ��-клетками, 
препятствуют развитию фиброза печени за счет 
раннего уничтожения поврежденных клеток [�].

Цель исследования – оценить содержание 
и функциональную активность цитотоксических 
лимфоцитов у пациентов с ХГС.
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скрининговом обследовании. Жалобы предъявля-
ли лишь 40,�% пациентов (33 человека). Большин-
ство из них (54,5%) отмечали немотивированную 
слабость и 12,1% – повышенную утомляемость. 
Кроме того, пациенты жаловались на снижение 
аппетита (12,1%), боли и/или тяжесть в правом 
подреберье (�5,6%), изжогу и отрыжку (18%). Двое 
пациентов указывали на повышенную кровоточи-
вость, проявляющуюся у одного из них носовыми 
кровотечениями, а у другого – повышенной кро-
воточивостью десен. На горечь во рту жаловался 
один пациент (3%), на субфебрилитет – 2 (6%), на 
периферические отеки – трое (9,1%) и на кожный 
зуд – трое пациентов (9,1%).

Полученные данные свидетельствуют о преи-
мущественно неспецифической клинической кар-
тине ХГС.

При объективном клиническом обследовании 
у 60 пациентов (�4,1%) выявлена гепатомегалия, 
в 19,8% случаев сочетавшаяся со спленомегалией, 
подтвержденные при ультразвуковом исследова-
нии. Следует отметить, что у обследованных паци-
ентов отсутствовала желтушность кожных покро-
вов и признаки портальной гипертензии. 

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о малосимптомном течении ХГС. Симпто-
мы заболевания, на которые указывали пациенты, 
носили неспецифический характер. Основная 
причина их обращения к врачу- инфекционисту – 
случайное выявление HCVAb при скрининговых 
исследованиях. 

При анализе возможных путей инфициро-
вания были получены следующие сведения. У 9 
пациентов (11,1%) ранее была проведена гемо-
трансфузия, у 4 пациентов (4,9%) был эпизод до-
норства крови. 19 пациентов указали, что когда-
либо употребляли внутривенно психоактивные 
вещества (23,5%). 5 пациентов указали на посе-
щение стоматолога с проведением инвазивных 
процедур (6,2%), а 12 пациентов связали свое 
заражение с другими медицинскими манипуля-
циями (14,8%). У 6 пациентов заражение можно 
было ассоциировать с татуажем (�,4%). Один па-
циент указал на половой путь инфицирования 
(1,2%). 2 человека из группы оказались меди-
цинскими работниками (2,5%). У 23 пациентов 
(28,4%) даже при активном расспросе устано-
вить предполагаемую причину инфицирования 
не удалось.

Молекулярно-биологические характеристики 
вирусного процесса

Генотипирование ВГС проведено у всех па-
циентов. В зависимости от генотипа пациенты 
распределились следующим образом: 1а генотип 
встречался у 2 пациентов (2,5%), 1в генотип – у 41 
(50,6%), 2 генотип – у 3 (3,�%), 3а генотип реги-

Материалы и методы 

В исследование был включен 81 пациент с диа-
гнозом ХГС в возрасте от 20 до 62 лет (средний 
возраст 36,5±8,� лет), из них 54 (66,�%) мужчины 
и 2� (33,3%) женщин. Группу сравнения составили 
20 здоровых доноров.

Диагноз ХГС был подтвержден обнаружением 
антител к вирусу гепатита С (HCVAb) в сыворот-HCVAb) в сыворот-) в сыворот-
ке крови. Суммарные антитела к ВГС определя-
ли методом твёрдофазного иммуноферментного 
анализа (ИФА) на тест-системах фирмы «Вектор» 
(Новосибирск, Россия). Результаты реакции ИФА 
оценивали на микропланшетном фотоэлектроко-
лориметре ELx 800 (Bio-tek, США). 

Выявление РНК ВГС в крови с установлением 
генотипа и вирусной нагрузки проводили методом 
real-time П�Р с использованием наборов «Ампли--time П�Р с использованием наборов «Ампли-time П�Р с использованием наборов «Ампли- П�Р с использованием наборов «Ампли-
сенс» (Москва, Россия) на амплификаторе Strato-Strato-
gene (США).

Иммунологическое обследование пациентов 
с ХГС включало определение относительного и аб-
солютного содержания ��-клеток, ��T-клеток 
методом проточной цитометрии. В составе попу-
ляции ��-клеток отдельно оценивали содержание 
клеток, несущих CD10�а, экспрессирующихся при 
активации. Кровь для исследования забирали после 
пункции кубитальной вены. Образцы окрашивали 
моноклональными антителами против CD3, CD16, 
CD56, CD10�а (все Becton Dickinson, США), затем 
инкубировали с лизирующим раствором (Becton 
Dickinson, США). Анализ флуоресценции осущест-
влен при помощи проточного цитофлюориметра 
FACS Canto ІІ (Becton Dickinson, США). Для этого 
проводили гейтирование лимфоцитов в коорди-
натах прямого и бокового светорассеяния FSC – 
SSC. Среди событий из гейта лимфоцитов ��-
клетки выделяли по фенотипу CD3-CD16+CD56+, 
��T-клетки – по фенотипу CD3+CD16+CD56+. 
Также оценивали количество ��-клеток перифе-
рической крови, экспрессирующих CD10�а (CD3-

CD16+CD56+CD10�a). 
Статистическая обработка полученных данных 

проведена с использованием программы AtteStat. 
Значения выборок представлены как среднее зна-
чение, стандартное отклонение, 95% доверитель-
ный интервал среднего. Сравнительный анализ 
результатов вычисляли при помощи U-теста Ман-
на – Уитни и критерия Вилкоксона для независи-
мых выборок. Критический уровень достоверности 
нулевой статистической гипотезы (об отсутствии 
различий и влияний) принимали равным 0,05.

Результаты и обсуждение

Клиническая характеристика пациентов

У большинства пациентов причиной обраще-
ния в отделение послужило выявление HCVAb при 
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Иммунологические параметры обследованных 
пациентов 

Среднее значение относительного содержания 
��-клеток у пациентов всей выборки состави--клеток у пациентов всей выборки состави-
ло 12,409% (стандартное отклонение (СО) 4,53%) 
от общего количества лимфоцитов (нормальные 
значения 4,2–25,3%) (табл. 1). 

Абсолютное значение ��-клеток – 240 (СО 120) 
клеток в микролитре (кл/мкл) (нормальные значе-
ния 95 – 640 кл/мкл) (табл. 2). Статистически до-
стоверных различий в содержании ��-клеток, как 
в их относительном, так и абсолютном значении, 
у пациентов с ХГС и доноров выявлено не было.

стрировался у 32 пациентов (39,3%), сочетание 
2 генотипов было отмечено у 3 пациентов (3,�%): 1в 
и 1а – у 2 пациентов, сочетание 1в и 3а – у 1 па-
циента.

Полученные данные свидетельствуют о доми-
нировании ВГС 1в генотипа среди обследованных 
пациентов с ХГС.

Уровень вирусной нагрузки определен у �1 па-
циента. У 42 из них (59,2%) количество копий 
РНК в плазме крови трактовали как высокое 
(>800 000 МЕ/мл). Соответственно, у остальных 
(40,8%) пациентов уровень вирусной нагрузки был 
низким (<800 000 МЕ/мл).

Таблица 1

Содержание NK-клеток (относительное) и их активных форм у пациентов с ХГС  
в зависимости от молекулярно-биологических характеристик

Фенотип клеток �� (CD16+ CD56+) 
нормальные значения 4,2–25,3%

��A (CD3-CD16+CD56+CD10�a)
нормальные значения 0,5–2,0%

Генотип вируса, 
уровень нагрузки/
значения клеток (%)

M СО ДИ
нижний
95%

ДИ
верхний 
95%

min max M СО ДИ
нижний
95%

ДИ
верхний 
95%

min max

Все пациенты, 
n=81

12,40 4,53 11,34 13,4� 3,� 26 0,26** 0,02 0,21 0,31 0,1 1,2

1 генотип, n=43 12,81 0,81 11,22 14,40 4,42 26 0,26** 0,20 0,19 0,32 0,1 1

3 генотип, n=32 12,01 0,�3 10,5� 13,45 10,5� 13,45 0,2�** 0,23 0,18 0,36 0,1 1,2

Низкий уровень, 
n=42

13,11 0,92 11,30 14,92 4,42 23,9 0,22** 0,14 0,16 0,28 0,1 0,6

Высокий уровень, 
n=29

12,0� 0,68 10,�4 13,41 6 23 0,2�** 0,25 0,19 0,35 0,1 1,2

Доноры, n=20 11,88 4,55 9,94 13,83 4,36 20,3 1,0� 0,56 0,83 1,31 0,4 2,1

М – среднее значение, СО – стандартное отклонение, ДИ – доверительный интервал среднего, min – минимальное 
значение, max – максимальное значение, ** – р<0,001 по сравнению с группой доноров. 

Таблица 2 

Содержание NK-клеток (абсолютное количество клеток) и их активных форм у пациентов с ХГС  
в зависимости от молекулярно-биологических характеристик

Фенотип клеток �� (CD16+ CD56+)
нормальные значения 95–640 кл/ мкл

��A (CD3-CD16+CD56+CD10�a)
нормальные значения 8–430 кл/мкл

Генотип вируса, 
уровень нагрузки/
значения клеток 
(кл/мкл)

M СО ДИ
нижний
95%

ДИ
верхний 
95%

min max M СО ДИ
нижний
95%

ДИ
верхний 
95%

min max

Все пациенты, 
n=81

240 120 210 0,2� 49 624 0,601** 0,685 0,4 0,� 0,09 46

1 генотип, n=43 240 120 200 280 51 59� 0,6�** 0,8 0,41 0,92 0,12 46

3 генотип, n=32 230 120 180 280 49 624 0,58** 0,5 0,38 0,�� 0,09� 18

Низкий уровень, 
n=42

210 90 180 240 49 462 0,54** 0,�9 0,2� 0,83 0,12 46

Высокий уровень, 
n=29

305 140 240 360 128 624 0,�01** 0,54 0,48 0,91 0,12 21

Доноры, n=20 223 102 1�9 266 99 441 20,� 12,9 15,1 26,2 6 54

М – среднее значение, СО – стандартное отклонение, ДИ – доверительный интервал среднего, min – минимальное 
значение, max – максимальное значение, ** – р<0,001 по сравнению с группой доноров.
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При определении активированных ��-клеток 
с фенотипом CD3-CD16+CD56+CD10�a, их относи-10�a, их относи-a, их относи-, их относи-
тельное содержание составило 0,261% (СО 0,021%) 
(нормальные значения 0,5–2%) (см. табл. 1). При 
исследовании активированных клеток у здоро-
вых доноров их уровень был достоверно выше 
(р<0,001). Абсолютное количество этих клеток 
составило 0,601 (СО 0,685) кл/мкл (нормальные 
значения 8–43 кл/мкл) (см. табл. 2). Это свиде-
тельствует о значительном снижении относитель-
ного и абсолютного содержания активированных 
клеток у пациентов с ХГС по сравнению с группой 
доноров (р<0,001). 

Для определения влияния молекулярно-
биологических особенностей инфекционного 
процесса на систему цитотоксических клеток мы 
поделили пациентов на различные группы. В одну 
группу вошли пациенты, инфицированные виру-
сом 1 генотипа, во вторую группу – пациенты, 
инфицированные вирусом 3 генотипа. Данное 
деление определялось тем, что при планировании 
противовирусной терапии, ее сроков учитывается 
генотип возбудителя (1 или 3 генотип). 

Особенности содержания цитотоксических 
клеток у пациентов с различными 
характеристиками молекулярно-
биологического процесса

У пациентов, инфицированных ВГС 1 геноти-
па, относительное количество ��-клеток соста-��-клеток соста--клеток соста-
вило 12,81% (СО 0,81%) (см. табл. 1). При инфи-
цировании ВГС 3 генотипа – 12,01% (СО 0,�3%) 
(см. табл. 1). Абсолютные значения данного по-
казателя – 240 (СО 120) кл/мкл при 1 генотипе 
и 230 (СО 120) кл/мкл при 3 генотипе (см. табл. 2). 

У пациентов с высокой вирусной нагрузкой 
содержание ��-клеток составило 12,0�% (0,68%), 

Относительное количество ��T-клеток со-��T-клеток со--клеток со-
ставило 5,911% (СО 9,04%) (нормальные значения 
1,3–10,2%) (табл. 3) и было достоверно ниже, чем 
в группе сравнения (р<0,05). 

Таблица 3

Содержание NKT-клеток (относительное)  
у пациентов с ХГС в зависимости  

от молекулярно-биологических характеристик

Фенотип клеток ��T (CD3+ CD16+ CD56+)
нормальные значения 1,3–10,2%

Генотип 
вируса, 
уровень 
нагрузки/
значения 
клеток (%)

M СО ДИ 
нижний
95%

ДИ
верхний 
95%

min max

Все пациенты, 
n=81

5,91* 1,08 3,�9 8,02 1 60

1 генотип, 
n=43

6,1 1,49 3,16 9,03 1 60

3 генотип, 
n=32

4,2� 0,90 2,49 6,04 1 24

Низкий 
уровень, n=42

5,52 1,92 1,�5 9,28 1 46,6

Высокий 
уровень, n=29

6,49 1,53 3,48 9,49 1 60

Доноры, n=20 6,04 3,02 4,66 �,41 1,2 11

М – среднее значение, СО – стандартное отклонение, 
ДИ – доверительный интервал среднего, min – 
минимальное значение, max – максимальное значение,  
* – р<0,05 по сравнению с группой доноров.

Абсолютное содержание ��T-клеток соста-��T-клеток соста--клеток соста-
вило 100 (СО 10) кл/мкл (нормальные значения 
33–221 кл/мкл) и не отличалось от аналогичного 
показателя в группе сравнения (табл. 4).

Таблица 4

Содержание NKT-клеток (абсолютное количество клеток) у пациентов с ХГС  
в зависимости от молекулярно-биологических характеристик

Фенотип клеток ��T (CD3+ CD16+ CD56+)
нормальные значения 33–221 кл/мкл

Генотип вируса, уровень нагрузки/
значения клеток (кл/мкл)

M СО ДИ нижний 95% ДИ верхний 95% min max

Все пациенты, n=81 100 10 �0 100 21 �13

1 генотип, n=43 90 80 60 110 9 362

3 генотип, n=32 �0* 80 43 100 19 38�

Низкий уровень, n=42 90 9� 68 110 21 2�1

Высокий уровень, n=29 110 140 5� 1�0 24 �13

Доноры, n=20 121 84 85 15� 18 352

М – среднее значение, СО – стандартное отклонение, ДИ – доверительный интервал среднего, min – минимальное 
значение, max – максимальное значение, * – р<0,05 по сравнению с группой доноров.



Оригинальное исследование

ЖУРНАЛ ИНФЕКТОЛОГИИ          Том 5, № 1, 2013 73

факт указывает на то, что, возможно, в основе 
одного из механизмов хронизации ВГС лежит не-
достаточность клеточных факторов противовирус-
ного иммунитета. Установить взаимосвязь уровня 
цитотоксических лимфоцитов с молекулярно-
биологическими характеристиками вирусного 
процесса нам не удалось.

Существуют данные, свидетельствующие о том, 
что снижение цитотоксической активности явля-
ется важным фактором персистенции ВГС в орга-
низме [11]. Напротив, повышение функциональ-
ной активности ��-клеток приводит к массивно-��-клеток приводит к массивно--клеток приводит к массивно-
му цитолизу гепатоцитов с последующим ранним 
развитием фибротических изменений [2]. 

Именно ��-клетки определяют активность 
цитотоксических реакций, направленных на эли-
минацию клеток, инфицированных вирусами на 
ранних стадиях заболевания, когда превалирует 
роль факторов неспецифической резистентности. 
В дальнейшем на этапе развития адаптивного им-
мунного ответа, возникающего при ХГС достаточ-
но поздно в силу слабой иммуногенности возбуди-
теля, свою цитотоксическую функцию реализуют, 
вероятно, ��Т-клетки, несущие Т-клеточный ре-
цептор. Существует мнение, что основная функция 
��Т-клеток – это продукция цитокинов, в част-Т-клеток – это продукция цитокинов, в част-
ности IF�-γ и IL-4, посредством которого проис-IL-4, посредством которого проис--4, посредством которого проис-
ходит регуляция баланса Th1/Th2 [9]. Кроме того, 
при ХГС эти клетки продуцируют IL-13, действие 
которого связывают с развитием фибротических 
изменений в ткани печени [8]. Именно их актив-
ность определяет волнообразное течение ХГС и, 
возможно, баланс между процессами цитолиза, 
репарации и прогрессированием соединительно-
тканной трансформации печеночной ткани.

Результаты проведённых исследований свиде-
тельствуют об отсутствии существенных измене-
ний в содержании ��- и ��T-клеток у больных 
с различными вариантами ХГС. Было выявлено 
лишь снижение относительного содержания ��T-
клеток в сравнении с донорами. В то же время 
определялось существенное снижение активиро-
ванных форм ��-клеток у пациентов с ХГС, что 
может свидетельствовать о нарушениях в про-
цессах элиминации поражённых вирусом клеток. 
Следует отметить, что именно цитотоксические 
лимфоциты (наряду с системой интерферонов 
и макрофагов) определяют основной противо-
вирусный потенциал иммунной системы, как на 
стадии врожденного иммунитета (в ранние фазы 
инфекционного процесса), так и при развитии 
адаптивных иммунных реакций при прогрессиро-
вании заболевания.
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статистически достоверные различия были выявле-
ны только в отношении содержания активированных 
��-клеток с фенотипом CD3-CD16+CD56+CD10�a 
(р<0,001), что подчеркивает необходимость опреде-
ления не только количественного состава клеток, но 
и их функциональной активности.

Заключение

Полученные нами результаты свидетельствуют 
о снижении уровня активированных ��-клеток, 
характеризующихся низкой экспрессией LAMP-
белка (СD10�а) у всех пациентов с ХГС. Данный 
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