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Резюме. Исследовано содержание цит окинпродуцирующ их Т-лимфоцитов в периферической 
крови у детей с генерализованной менингококковой инфекцией, находивш ихся на лечении в 
нейроинфекционном отделении МУ ГКБ №  40 г. Екатеринбурга . Проведено изучение динамики  
цит оплазматических цит окинов, установлено значительное повышение способности им- 
м у  некомпет ент ных клеток больных генерализованной менингококковой инфекции (ГМИ) к 
спонтанной продукции ИЛ-2, ФНО-CL, ИФН-у, ИЛ-4. Сист емный им м унны й от вет  при  
м е н и н го ко к к о во й  и н ф е к ц и и  х а р а к т е р и з у е т с я  ди сб а ла н со м  п р о в о с п а л и т е л ь н ы х  и 
противовоспалительных цитокинов, в результате непосредственного воздействия эндотоксина. 
В итоге нарушаются процессы презентации антигена и взаимодействия иммунокомпетентных  
клеток, развивается диснергия Т-лимфоцитов (не только уменьшается число CD3 клеток, но и 
снижается их функция). Акт ивация Th2 звена иммунитета приводит нарастанию уровня  
IgM, что обуславливает благоприятное течение болезни.
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Менингококковая инфекции (МИ) относится 
к числу наиболее тяж ёлы х инфекционных 
заболеваний детского возраста [2,3,4]. На детей 
до 14 лет приходится 70-80% всех зарегист
рированных случаев МИ [2,3,4,]. Кроме того, 
отмечается тенденция к нарастанию относи
тельного количества генерализованных форм 
менингококковой инф екции (ГФМИ) [6,5], 
которые характеризуются тяжёлыми клиничес
кими проявлениями, значительной частотой 
остаточных явлений и обусловливают значи
тельную летальность [6.7,8].

В настоящий момент достигнуты значи
тельные успехи в исследовании лабораторной 
диагностики, клиники, патогенеза, лечения и 
профилактики МИ, но клиницисты до сих пор 
не знают, почему при МИ у одних пациентов 
шок развивается, а у других нет.

Противоменингококковая резистентность 
иниц и и руется следую щ им и ф акто р ам и  - 
местный барьер слизистой носоглотки, система 
комплемента, специфический иммунитет и
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бактерицидная активность лейкоцитов. Извест
но, что в остром периоде у больных ГМИ 
отмечается Т-лимфопения, при чем степень ее 
к оррели рует с тяж естью  заболеван и я [5]. 
Различными авторами [9-13,15-17] показан исход 
нейроинф екции  в зависим ости  от уровня 
содержания разных цитокинов (интерлейкинов 
1, б, 8, 10, ф актора некроза опухоли, де- 
фензинов) в плазме или ликворе.

Нами оценена цитокинпродуцирую щ ая 
способность Т-лимфоцитов периферической 
крови при генерализованной менингококковой 
инфекции у детей с помощью внутриклеточного 
определения цитокинов методом проточной 
ц и то ф л ю о р и м етр и и . П р еи м у щ ес тв а  его 
очевидны. Мы можем фенотипически охарак
теризовать популяцию клеток-продуцентов 
цитокина и /и л и  о п р ед ел и ть  сп ектр  п ро 
дуцируемых цитокинов отдельными клетками, 
при этом имеется возможность относительной 
количественной характеристики этой продукции.

Цель работы - оценить внутриклеточный 
си н тез  п р о в о с п а л и те л ь н ы х  и п р о ти в о 
воспалительных цитокинов Т-лимфоцитами при 
генерализованной менингококковой инфекции у 
детей.



Материалы и методы
Под наблюдением находилось 174 ребенка 

с генерализованной менингококковой инфекцией 
в возрасте от 3 месяцев до 14 лет. Изолирован
ный менингит диагностирован у 49 детей, 
менингококцемия - у 24 больных, смешанная 
форма - у 104 детей. Инфекционно-токсический 
шок (ИТШ) развился у 60 детей. Летальность 
составила 4%. Молниеносная форма инфекции 
отмечалась у пяти больных в возрасте от семи 
месяцев до 3,2 лет, летальность при этой форме 
составила 100%.

Этиологически диагноз подтверж ден  в 
64,4% случаев, превалировали нетипируемые 
штаммы (45%).

Всем детям  проводились стандартны е 
клинико-лабораторны е и иммунологические 
и ссл ед о ван и я  (л а б о р а то р и я  кли н и ч еской  
иммунологии Диагностического центра лабора
торной д и агн ости ки  В И Ч , инф екционной  
патологии и болезней матери и ребенка, гл. врач 
- д.м.н., проф., Я.Б. Бейкин). С одерж ание 
л ей к о ц и то в , л и м ф о ц и т о в , гр а н у л о ц и то в  
определялось с помощью гематологического 
анализатора Cobas Minos Stex (АВХ). Фено- 
типирование лим ф оцитов осущ ествлялось  
методом прям ой им м уноф лю оресценции  с 
и спользованием  м оноклональны х ан ти тел  
производства ООО "Сорбент" (г. М осква). 
Регистрация результатов проводилась методом 
лазерной проточной цитометрии на цитофлю- 
ометре FACScan (Becton Dickinson). Для оценки 
внутриклеточного синтеза цитокинов моно- 
нуклеары  периф ерической крови получали 
путем вы деления на градиенте плотности 
фиколлверографина (1,077 г/смЗ). Спонтанную 
продукцию ИЛ2, ИЛ4, ИФ Н-у и Ф И О -а Т- 
лимфоцитами оценивали по истечении 4 часов 
инкубации в присутствии брефельдина А при 
37°С, в а т м о с ф е р е  5% С 0 2 . В к а ч е с т в е  
активатора для стимуляции внутриклеточного 
синтеза использовали РМА ("Sigma", 50ng/ml) 
плюс иономицин ("Sigm a", ln g /m l) . И мму- 
ноф енотипирование проводили с использо
ванием Ф И ТЦ -мечены х анти-С БЗ-м онокло- 
нальных антител (ООО "Сорбент", г.Москва) РЕ- 
конъюгированных анти-ИЛ2, ИЛ4, ИФН-у и 
Ф Н О -а -ан ти т ел  (C altag ) [1]. Д ля оценки 
внутриклеточного киллинга (бактерицидной 
активности  лейкоцитов) и поглотительной 
активности нейтрофилов и моноцитов исполь
зовался метод, разработанный в лаборатории 
клинической иммунологии Института иммуно
логии М и н зд рава РФ . Ф ункционирование 
Н А Д Ф -окси д азн ой  систем ы  н ей тр о ф и л о в  
оценивали при помощи спонтанного НСТ-теста 
(Демин 1981). П олученны е данны е обраба

тывались с помощью программного пакета MS 
Office 98.

Результаты и их обсуждение
К ли н и ческая  карти н а заболеван и я не 

отличалась от ранее описанной в литературе 
[3,4]. Острое начало отмечено в 98% случаев. 
При развитии менингококцемии типичная сыпь 
геморрагического х ар ак тер а  появлялась  в 
первые сутки заболевания у 70% детей.

У детей со смешанной формой МИ, а также 
у детей с изолированным менингитом обще
м озговы е сим птом ы  н аблю дались  у 81%, 
м енингеальны е зн аки  встр еч ал и сь  у 92% 
пациентов. У детей с клиникой ИТШ I - II сте
пени наблюдалось острейшее начало болезни.

• У всех больных отмечались тахипноэ, тахи
к а р д и я , н ар у ш е н и е  со зн ан и я  - у 67% , 
м н о ж ес тв е н н ая  г е м о р р а г и ч е с к а я  сы пь с 
тенденцией к слиянию - 60%, гипотония - у 
50% и субкомпенсированный ацидоз - у 27%.

А нализ гемограмм вы явил следую щ ее: 
лейкоцитоз (р<0,05) отмечен у 85% детей, 
нейтрофилез (р<0,05) - у 89,6% детей, моноцитоз 
- у 46% детей, лимфопения - у 61% детей, 
ускоренная СОЭ - у 100% больных; в иммуно
грамме - увеличение числа фагоцитирующих 
м оноцитов (0 ,3 5 ± 0 ,1 9 х 1 0 9 /л , р< 0,05) и 
нейтрофилов (10,30±1,46 х109/л, р'0,05), но при 
этом  п о гл о т и т е л ь н а я  способность  (АФ ) 
нейтрофилов и моноцитов периферической кро
ви была снижена: АФ моноцитов - 71,50±3,62%, 
р>0,05; АФ нейтрофилов - 84,39±2,78%, р< 0,05; 
повышение бактерицидной активности (БА) 
лейкоцитов (38,17±3,03%), высокие показатели 
ЦИК (75,60±7,80 ед., р< 0,05), Т-лимфопения 
(р< 0,05), нормальные показатели НСТ-теста и 
уровня комплемента.

У больных с клиникой ИТШ наблюдались 
более высокие показатели лейкоцитоза (р < 
0,05), число фагоцитирующих моноцитов и 
нейтрофилов было равно 0,31±0,06 х109/л и 
12,33±2,97 х109/л соответственно; АФ моно
цитов - 6 3 ,60± 6 ,49% , АФ  н ей т р о ф и л о в  
80,15±4,37%, БА - 39,28±7,85% и снижение 
уровня Ig М -менее 0,8г/л (р>0,05 по сравнению 
с детьми без клиники ИТШ). Несмотря на 
увеличение абсолютного числа нейтрофилов и 
м оноцитов , у ч а ст в у ю щ и х  в ф а го ц и т о зе , 
поглотительная способность этих клеток при 
ГМИ у детей была снижена.

Основными клетками-продуцентами цито
кинов явл яю тся  Т -х ел п ер ы  и м акроф аги. 
Известно, что Т -хелперы  являю тся неодно
родной клеточной популяцией, а такж е то, что 
разные типы Т-хелперов поддерживают раз
личные ветви иммунитета. Т-хелперы 1 (Тх1) 
типа продуцируют ИЛ-2 и ИФН-у , тогда как



УР!М<3£

Таблица 1. Динамика содержания ИФ Н - у , ИЛ-2, ИЛ- 4, Ф ИО- а  - продуцирующих Т- 
лимфоцитов при генерализованной менингококковой инфекции у детей

Показатель

1 исследование 2 и сследование

Р
М ± т

И ндекс
стим уляции

М ± т

И ндекс
стим уляции

М ± т М ± т

C D 37 ИНФ у* 0,05±0,01* 0,06±0,01* >0 ,05

спонтанный 6,65±1,03* 16,02± 4 ,18

C D 37 ИНФу* 0,29±0,05* 0,50±0,06 р<0,05 <0 ,05

стимулированный

C D 3 7 0 H 0 a * 0,065±0,01* 0,067±0,01* >0,05

спонтанный 8,04±1,34* 12,30±1,48*

C D 3 7 0 H 0 c f 0,40±0,07* 0,63±0,07 р<0,05 <0 ,05

стимулированный

CD37HTI2* 0 ,0 6 ± 0 ,0 Г 0,09 ±0,04* >0 ,05

спонтанный 8,11 ±2,44* 6,43± 1,05*

С 037И Л 2* 0,27±0,05* 0,32±0,05* р>0,05 >0 ,05

стимулированный

CD37HJ14* 0 ,06±0,06 0,08±0,03* >0 ,05

спонтанный 1,90±0,28 1,14± 0,18

CD37HJ14* 0 ,08±0,01- 0,07±0,01- р>0,05 >0 ,05

стимулированный

Индекс -0 ,17  *0,25

поляризации

П р и м еч а н и е:  *- дост оверн ост ь разли чи й  с гр у п п о й  зд о р о вы х  дет ей: р< 0 ,05
Р- дост оверн ост ь разли чи й  м еж ду п оказат елям и  в динам ике: р< 0 ,05

Таблица 2. Динамика содержания И Ф Н - У, ИЛ-2, ИЛ- 4, TNF-a -продуцирующих Т-лимфоцитов 
при инфекционно-токсическом шоке у детей

Г руппы  б о л ь н ы х
П о казател ь , 

х 109/л
Б о л ь н ы е с кл и н и ко й  И ТШ , п = 10 Б о л ь н ы е  б ез  кл и н и к и  И Т Ш , п = 23

1 и с с л е д о в а н и е , 

М ± т

2 и с с л е д о в а н и е ,  

М ± т

1 и с с л е д о в а н и е  М ± т 2 и с с л е д о в а н и е ,  

М ± т

Спонтанная продукция

C D 3 7  И н ф у ” 0 ,05 ± 0,02 0 ,1 1 ± 0 ,0 3 * 0,05±0,01 0,05 ± 0 ,01
C D 3 7 0 H 0 a * 0,05±0,01 0 ,1 2 ± 0 ,0 3 * 0,07±0,01 0 ,05 ± 0 ,01
С 0 3 7 И л 2 * 0 ,09 ± 0 ,03* 0 ,2 2 ± 0 ,1 3 * 0,05±0,01 0 ,04 ± 0 ,01
C D 37H n 4" 0 ,07 ± 0 ,02 * 0 ,1 7 ± 0 ,0 8 * 0,05±0,01 0 ,0 4 ± 0 ,0 1 *
Стимулированная продукция

C D 3 7  И нф у* 0,21 ±0,07* 0,61 ±0,12 0 ,32 ± 0 ,0 6 - 0 ,4 6 ± 0 ,0 6
C D 3 7 0 H 0 a * 0 ,38 ± 0 ,14 0 ,76 ± 0 ,16 0 ,40 ± 0 ,07* 0 ,5 8 ± 0 ,0 7
С 0 3 7 И л 2 * 0 ,37 ± 0 ,12 0 ,37 ± 0 ,08 0 ,23 ± 0 ,04 * 0 ,30 ± 0 ,06 *
С й 3 7 И л 4 * 0 ,10 ± 0 ,03 * 0 ,12± 0 ,04* 0 ,08 ± 0 ,01 * 0 ,05± 0,01

П римечание: *- д ост оверн ост ь разли ч и й  с гр у п п о й  зд о р о в ы х  дет ей: р < 0 ,0 5
- вы делены  п оказат ели , дост оверн о разли чаю щ иеся  м еж ду гр у п п а м и  в д ш ю м и к е, р< 0 ,05



Таблица 3. Уровень коэф ф ициента стимуляции СО З+-клеток при инфекционно-токсическом 
шоке у детей

К о э ф ф и ц и е н т  с т и 

м ул яц и и

Группы  б о л ь н ы х

Б о л ь н ы е  с кл и н и к о й  И Т Ш , п = 10 Б о л ь н ы е б ез  кл и н и ки  И ТШ , 

п = 23

с п о н т а н н ы й

1 и с с л е д о в а н и е  

М ± т

2 и с с л е д о в а н и е  

М ± т

1 и с с л е д о в а н и е  

М ± т
2 и с с л е д о в а н и е  М ± т

И Н Ф у* 6 ,4 2 ± 1 ,65* 8,31 ±1,57* 6 ,76 ± 1 ,31* 19,27±6,41

ФНОсГ 9,83 ± 2 ,92 * 8 , 15 ± 1 ,63 ‘ 7 ,3 6 ± 1 ,49* 13 ,8 4± 1 ,95 * р < 0 ,0 5

И/12* 3 ,03 ± 0 ,72 3 ,3 8 ± 0 ,4 8 ‘ 5 ,56± 0 ,91* 7,81 ±1,4 8 е,

р < 0 ,0 2

И Л 4* 0 ,92 ± 0 ,14 1 ,03± 0 ,24- 2 ,05 ± 0 ,24 1 ,12± 0,24*

П р и м е ч а н и е:  *- д о ст о вер н о ст ь р азли ч и й  с гр у п п о й  зд о р о в ы х  дет ей: р< 0 ,05
- к ур си во м  вы делены  п оказат ели , дост оверн о  разли чаю щ иеся  меж ду гр у п п  в дин ам и ке, р <0,05

Т -хелперы  2 типа (Тх2) - И Л-4,-5,-10. T h l 
осуществляют хелперную функцию в форми
ровании клеточного иммунитета, a Th2 - гу
м оральн ого  [14]. Т к а н е в ы е  м ак р о ф аги , 
нейтрофилы , естественны е киллеры , акти 
вированны е б ак тер и ал ьн ы м и  антигенам и, 
образующимися в процессе фагоцитоза возбу
дителя, продуцируют провоспалительные ци- 
токины (ИЛ-1, ИЛ-б, ФНО, ИЛ-8, ГМ-КСМ и 
др)-

Данные, характеризую щ ие цитокинпро- 
ду ц и р у ю щ у ю  а к т и в н о с т ь  Т -л и м ф о ц и т о в  
периф ерической  крови детей  при ген ера
л и зо в а н н о й  м ен и н го ко к ко в о й  и н ф ек ц и и , 
представлены в табл. 1.

В первые 7 дней болезни было выявлено 
повышение спонтанной цитокинпродуцирующей 
способности Т-клеток: CD 3+/ ИНФ у +-, CD3+/ 
ФНО <х+- С БЗ+/И Л 2+-, CD3+/ИЛ4+-лимфоци- 
тов, количество их пре-вышало нормативные 
показатели  в 2 - 3 раза  (р<0,05). Уровень 
стим улированной  ц и ток и н си н тези рую щ ей  
способности C D 3+/ ИНФ у +-, С БЗ+/Ф Н О  а+ - 
, СО З+/И Л 2+-клеток был снижен в 1.5 раза 
(р<0,01), а СОЗ+/ИЛ4+-лимфоцитов - повышен 
в 2 раза (р<0,01).

Коэффициент стимуляции цитокинов при 
этом был снижен по сравнению со здоровыми 
детьми: ИНФу + - в 3,6 раза (р<0,01); Ф Н О а+  - 
в 2,5 раза (р<0,01); ИЛ2+- в 2,3 раза (р<0,01); 
ИЛ4+ - в 1,2 раза (р>0,05).

В динамике болезни спонтанная экспрессия 
ИФ Ну , ФНО а  осталась на том ж е уровне; 
увеличилось число СБЗ-лимфоцитов, содер
ж ащ их ИЛ-2, ИЛ- 4 в 1,3-1,5 раза (р<0,05, 
р>0,05 соответственно). Индуцированная экс
прессия ИФН у и ФНО а увеличилась в 1,5 
раза (р<0,05 и р>0,05 соответственно) и была 
и д ен ти ч н а  зд о р о вы м  д е тям . К о л и ч ество

сти м у л и р о в а н н ы х  СЭЗ + /И Л 2  + -к л е т о к  в 
динамике не изменялось и было снижено по 
сравнению с нормой в 1,5 раза (р<0,05). Уровни 
спонтанной и стимулированной экспрессии 
цитокина И Л-4 были равны и превы ш али 
нормативные показатели в 2,5 раза (р<0,01). 
К оэф ф и ц и ен т стим уляции  цитокинов при 
динамическом наблюдении возрастал: ИНФу + 
- в 2,4 раза (р<0,05); ФНО а + - в 1,5 раза 
(р<0,05); отмечалось угнетение стимуляции 
ИЛ2+- в 0,8 раза (р>0,05); ИЛ4+ - в 0,6 раза 
(р>0,05). Следует отметить, что коэффициенты 
стимуляции так и не достигали нормативных 
значений в период реконвалесценции.

Таким образом у детей при ГМИ повышен 
уровень в периферической крови СБЗ+/ИНФа 
+ -, СО З+/Ф Н О  а + -, С О З+/И Л 2+-, C D 3+/ 
ИЛ4 + -лим ф оцитов ; сти м у л яц и я  п оли кло
нальными активаторами (форбол 12-миристат- 
1 3 -ац ет ат  и ионом ицин) этих  ж е клеток  
сниж ена, кроме СБЗ + /И Л 4  + -лим ф оцитов, 
возможно, это указывает на угнетение функции 
T h п ервого  п о р я д к а  и ц и то т о к с и ч е ск и х  
лимфоцитов. Увеличение количества Т-клеток, 
экспрес-сирующих ИЛ-4, возможно, является 
компен-саторной реакцией в этой ситуации.

Данные, характеризую щ ие цитокинпро- 
д у ц и ^у ю щ у ю  ак т и в н о с т ь  Т -л и м ф о ц и то в  
периферической крови детей при инфекционно
токсическом шоке, представлены в табл. 2.

К ак  видно из таб л и ц ы  2, ст ар то в ы е  
п о к аза тел и  С БЗ + -к л ет о к , со д ер ж ащ и х  в 
ц итоплазм е п ровоспалительны е цитокины

И Н Ф у , Ф Н О а были идентичны в обеих 
группах и превыш али нормативные данные 
(р>0,05). В группе детей с клиникой ИТШ  
количество С Б З+ /И л2+  С Б З+ /И л4+ - клеток 
было выше по сравнению со второй группой



(р>0,05). Количество Т-лимфоцитов, синтези
рующих ИНФ у , ИЛ2 под действием дополни
тельной стимуляции у больных первой группы 
было снижено (р>0,05), а количество клеток 
продуцирующих ИЛ2, ИЛ4 - повышено по 
сравнению с больными второй группы (р>0,05).

В дин ам и ке у д етей  п ервой  группы  
нарастает спонтанная экспрессия более чем в 2 
раза не только провоспалительных цитокинов, 
но и интерлейкина 4, в отличие от больных 
без клиники ИТШ (р<0,02). Возможно, это 
связано с дополнительной антигенной стиму
ляцией, возникающей при шоковых состояниях.

При определении цитокинов в супернатанте 
ФМ А+иономицин-стимулированных клеток, 
оказалось, что мононуклеары периферической 
крови у детей с клиникой шока продуцировали 
повышенное количество ИФН у , ФНОа , ИЛ- 
2, ИЛ4 по сравнению со здоровыми детьми и 
детьми второй группы (р>0,05), но при этом 
коэффициенты стимуляции провоспалительных 
цитокинов были ниже в 1,5-2 раза чем у детей 
без ИТШ (табл. 3).

У детей без клиники шока стимулированная 
продукция цитокинов ИНФу , ФНОа не 
отличалась от нормы, ИЛ2 - была снижена в 
1,5 раза (р<0,05), ИЛ4 - была снижена в 1,3 
раза (р>0,05).

Для оценки субпопуляций активированных 
Т -л и м ф о ц и то в  нами п р ед л о ж ен  индекс 
поляризации иммунного ответа (ИП), который 
представляет собой соотношение Т-лим ф о- 
цитов, экспрессирующих ИФН у , ИЛ-2, ИЛ- 
4, TNF а  • Расчет производился по формуле:

(CD 3 + / INFy ) -  (CD 3 + / ИЛ  4)
И П  = -------------------------------------------------------------------------------------

CD 3 + / ИЛ 4

У здоровых детей индекс поляризации при 
спонтанном синтезе равен 0,38, при стиму
лированном  - 12,41. В остром  пери од е 
генерализованной менингококковой инфекции у 
детей без клиники шока, индекс поляризации 
спонтанного си н теза  р а в н я л ся  0, сти м у 
лированного - 3. При наличии симптомов 
инфекционно-токсического шока ИП приоб
ретает отрицательные значения: -0,285, при 
стимулированном синтезе - равен 1,1. В период
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