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Введение
Первичная иммунная тромбоцитопения (ИТП) от-

носится к группе аутоиммунных гематологических за-
болеваний и характеризуется снижением содержания 
кровяных пластинок в периферической крови (ниже 100 
х 109/л), возникающим и/или сохраняющимся без каких-
либо явных причин [1, 2]. 

Спленэктомия при ИТП дает самый высокий уро-
вень долгосрочного ответа (50-70% случаев) по сравне-
нию с другими методами лечения. Однако рецидивы на-
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Резюме
Цель исследования: определить содержание В- и т-клеток в селезенке при различных формах иммунной тромбо-
цитопении (ИтП). Материал и методы. С помощью гистологических, иммуногистохимических и морфометрических 
методов изучали В- и т-клетки в селезенке 50 больных ИтП. Медиана возраста - 38,0 (22,7; 52,0) лет. результаты. В 
гистологическом материале селезенок, при ИГХ окрашивании и морфометрии, получены относительные численные 
значения (%) популяций В- и т- клеток в функциональных зонах органа у больных ИтП с различным ответом на спле-
нэктомию. Пересчет морфометрических показателей в абсолютные значения (г) с учетом массы селезенки проводился 
по специальным авторским формулам. оценка содержания В- и т-клеток в селезенке позволила определить факторы 
прогноза течения ИтП после спленэктомии. определяющими неблагоприятный прогноз признаками содержания 
клеточных субпопуляций в селезенке явились: снижение массы CD4+ лимфоцитов ниже 20,5 г; увеличение массы 
CD8+ лимфоидных клеток более 9,75 г.  Полученные результаты уточняют механизмы возникновения рефрактерных 
к спленэктомии форм ИтП.
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Summary 
To determine the content of B-and T-cells in the spleen of patients with various forms of immune thrombocytopenia (ITP). 
Materials and methods. Using histological, immunohistochemical and morphometric methods, B and T cells were studied in the 
spleens of 50 ITP patients. The median age was 38.0 (22.7; 52.0) years. Results. In the histological materials of the spleens, with 
IHC staining and morphometry the relative numerical values (%) of the population of B and T cells  were obtained in functional 
areas of the organ in patients with ITP who had different responses to splenectomy. Recalculation of morphometric parameters in 
absolute values (g) taking into account the mass of the spleen, was carried out according to special author’s formulas. Evaluation 
of the content of B- and T-cells in the spleens allowed to determine the predictive factors for the course of development of ITP 
after splenectomy. The negative signs of the content of cellular subpopulations in the spleen were the following: a decrease 
in the mass of CD4+ lymphocytes below 20.5 g; the increase in the mass of CD8+ lymphoid cells were more than 9.75 g. The 
obtained results clarify the mechanisms for the emergence of ITP forms that are refractory to splenectomy.
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ступают в 23% случаев, причем, у 80% пациентов из них 
в течение 48 месяцев после операции [3, 4, 5, 6]. До сих 
пор нет четкого представления о причинах, приводящих к 
рефрактерному течению болезни. Необходимость харак-
теристики иммуноморфологической структуры селезен-
ки при ИТП очевидна для уточнения механизмов возник-
новения резистентных к терапии форм данной патологии.

Цель исследования: Определить содержание В- и 
Т-лимфоидных популяций в селезенке при различных 
формах иммунной тромбоцитопении.
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Материалы и методы
Исследование выполнено на гистологических об-

разцах селезенки больных ИТП (n = 50). Медиана воз-
раста пациентов на момент постановки диагноза - 38,0 
(22,7; 52,0) лет. Большую часть больных составили лица 
женского пола - 32 (64%), мужчин было 18 (36%). Для 
определения эффективности спленэктомии больные ИТП 
подразделены на группы: в группу 1 вошли пациенты, у 
которых после спленэктомии установилась ремиссия 
(n=32); в группу 2 были включены лица с рефрактерным 
течением заболевания после удаления селезенки (n=18). 

Сравнительный анализ проводили с препаратами 
селезенки (архивный материал), взятых от 20 лиц, скон-
чавшихся скоропостижно и не имевших в анамнезе за-
болеваний системы крови. Медиана возраста составила 
39 (36,3; 50,5) лет. Мужчин было 12 (60,0%), женщин – 8 
(40,0%).

Гистологические исследования послеоперационных 
селезенок выполнялись на срезах с парафиновых блоков 
(окраска гематоксилином и эозином); иммуногистохими-
ческие окрашивания - с антителами (CD20; CD3; CD4; 
CD8) и системой визуализации En VISION, PEROXIDASE 
(DAB) “Dako” в рабочих разведениях. Морфометри-
ческие методы – оценка результатов осуществлялась с 
помощью светового микроскопа “Leica” (Германия) со 
встроенной фото-видеокамерой и программного обеспе-
чения анализа изображений ImageScope Color, версии М 
(в 20 полях зрения, об. х 100, ок. х 10).  

В исследуемом гистологическом материале селезе-
нок, при ИГХ окрашивании и морфометрии, получали  
относительные численные значения (%) площадей функ-
циональных зон, а также популяций В- и Т-клеток. Далее 
по специальным авторским формулам вычислялись вели-
чины в абсолютных значениях (г) с учетом массы селе-
зенки (согласно патентам на изобретение: № 2599021 от 
08 сентября 2016 и №2563284 от 21.08.2015). 

Статистический анализ выполнялся при помощи 
компьютерной программы «STATISTICA Advanced 10 for 
Windows Ru». Для выявления достоверности различий 
между показателями в сравниваемых группах использо-
вали непараметрические двусторонние критерии Краске-
ла-Уоллеса, Манна-Уитни с учетом поправки Бонферони 
при множественных сравнениях. Различия считали ста-
тистически значимыми при уровне р<0,05. Результаты 
исследований представлены с указанием медианы, а так-
же нижнего (25%) и верхнего (75%) квартиля. 

Результаты и обсуждение
Исследования клеточного состава селезенки боль-

ных ИТП, были выполнены с целью оценки процессов, 
происходящих в данном органе при разных формах за-
болевания. При изучении В-лимфоидной популяции в 
селезенке у больных ИТП было установлено, что CD20-
экспрессирующие клетки располагались преимуществен-
но в В-клеточных зонах белой пульпы (БП) – маргиналь-
ной зоне (МЗ) и лимфоидных узелках (ЛУ). В красной 
пульпе (КП) данные клеточные  элементы локализова-
лись дискретно и в небольших периваскулярных скопле-

ниях (рисунок 1 — этот и другие рисунки к статье см. 
на специальной цветной вставке журнала — прим. ред.).

В результате морфометрического подсчета 
В-лимфоцитов (CD20+) на гистологических срезах се-
лезенки у больных ИТП было установлено, что для всех 
пациентов характерно увеличение относительного и аб-
солютного количества В-лимфоидных элементов по от-
ношению к группе сравнения (таблица 1). При этом из-
менения были выявлены как в БП, так и в КП органа (р 
< 0,05). 

При морфометрическом исследовании различий со-
держания в селезенке CD20+-экспрессирующих В-клеток 
у лиц с рефрактерным течением ИТП после спленэкто-
мии и больных, положительно ответивших на удаление 
данного органа, выявлено не было (р>0,05). Полученные 
результаты свидетельствуют об участии В-лимфоцитов в 
патогенезе заболевания при всех формах ИТП, вне зави-
симости от ответа на спленэктомию.

При морфологическом изучении особенностей рас-
пределения Т-лимфоидных элементов в селезенке было 
установлено, что общая популяция CD3+-Т-клеток опре-
делялась как в периартериальных лимфоидных муфтах 
(ПАЛМ), так и в МЗ, в меньшем количестве в ЛУ. В КП 
органа CD3-экспрессирующие клетки располагались 
диффузно в умеренном количестве (рисунок 2). По со-
держанию CD3+-Т-элементов (в относительных и абсо-
лютных значениях) выявлено увеличение их количества 
у всех больных ИТП по отношению к группе сравнения 
вне зависимости от ответа на спленэктомию, р<0,05 (Та-
блица 2). При этом статистически значимое повышение 
уровня данной клеточной популяции было установлено 
как в БП, так и в КП селезенки.

Дальнейшее исследование было направлено на 
анализ Т-клеточных субпопуляций. Так, при морфоме-
трическом изучении относительного и абсолютного со-
держания CD4+-лимфоидных элементов установлено 
увеличение их количества у всех больных ИТП по отно-
шению к группе сравнения вне зависимости от ответа на 
спленэктомию, р<0,05 (Таблица 3). При этом, статистиче-
ски значимое повышение уровня данной клеточной суб-
популяции было выявлено как в БП, так и в КП селезенки 
(рисунок 3). Вместе с тем, существенное увеличение со-
держания в абсолютных значениях CD4+-Т-клеток опре-
делялось в БП у больных, ответивших на хирургическое 
лечение, по сравнению с пациентами с рефрактерным 
течением заболевания, р < 0,05.

В результате полученных морфометрических харак-
теристик абсолютного содержания CD4+-Т-лимфоцитов 
нами обоснован способ прогнозирования течения ИТП 
после спленэктомии, характеризующийся тем, что при 
значениях массы данной субпопуляции клеток в селезен-
ке ≤ 20,5 г определялась чаще всего рефрактерная фор-
ма заболевания («Способ прогнозирования течения им-
мунной тромбоцитопении после спленэктомии по массе 
CD4+-Т-лимфоцитов селезенки», патент на изобретение 
№ 2599021 от 08 сентября 2016). Причем более низкие 
показатели CD4+- Т-клеток наблюдались в БП, в то вре-
мя как в КП увеличенные значения таковых были у всех 



73№10 (178) september  2019 PATOMORPHOLOGY

ORIGINAL RESEARCH AND PRACTICE

Таблица 1. Содержание CD20+ - В-лимфоцитов в селезенке больных ИТП 
в зависимости от ответа на спленэктомию

Примечание: достоверность различий:
* - по отношению к группе сравнения в относительных значениях, p<0,05;

 # – по отношению к группе сравнения в абсолютных значениях, p<0,05.

Таблица 2. Содержание CD3+-Т-лимфоцитов в селезенке больных ИТП 
в зависимости от ответа на спленэктомию

Примечание: достоверность различий 
* – по отношению к группе сравнения в относительных значениях, p<0,05;

# – по отношению к группе сравнения в абсолютных значениях, p<0,05.

пациентов с ИТП, независимо от ответа на спленэктомию 
(таблица 3).

При исследовании субпопуляции CD8+-
цитотоксических Т-лимфоцитов в селезенке больных 
ИТП было отмечено, что они располагались как в БП, так 
и в КП (Рисунок 4). В результате морфометрического ана-
лиза данной субпопуляции установлено достоверное уве-
личение их количества в относительных и абсолютных 
величинах у всех больных ИТП по отношению к группе 
сравнения (p < 0,05), преимущественно за счет повышен-
ного их содержания в КП (таблица 4).

Как в первой, так и во второй группе установлено 
статистически значимое увеличение уровня CD8+-Т-
лимфоцитов в относительных и абсолютных значениях 

в селезенке у больных ИТП в зависимости от ответа на 
спленэктомию по отношению к группе  сравнения, р < 
0,05. При этом большее количество данной клеточной 
субпопуляции по абсолютному содержанию было выяв-
лено в КП органа. Кроме того, существенные различия 
в содержании CD8+-Т-клеток в КП наблюдались у паци-
ентов с рефрактерным течением заболевания по отноше-
нию к обследованным, ответившим на спленэктомию, р 
< 0,05. 

Выявленные изменения позволили обосновать 
способ прогнозирования рефрактерного течения за-
болевания по содержанию CD8 – положительных ци-
тотоксических лимфоцитов в селезенке больных ИТП. 
Масса данных клеток, превышающая 9,75 г, свидетель-
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Таблица 3. Содержание CD4+ - Т-лимфоцитов в селезенке больных ИТП 
в зависимости от ответа на спленэктомию

Примечание: достоверность различий 
* – по отношению к группе сравнения в относительных значениях, p<0,05; 

# – по отношению к группе сравнения в абсолютных значениях, p<0,05;
 ^ – между 1 и 2 группами  в абсолютных значениях, p<0,05.

Таблица 4. Содержание CD8+-Т-лимфоцитов в селезенке больных ИТП 
в зависимости от ответа на спленэктомию

Примечание: достоверность различий: 
* – по отношению к группе сравнения в относительных значениях, p<0,05;

 # – по отношению к группе сравнения в абсолютных значениях, p<0,05;
^ – между 1 и 2 подгруппами  в абсолютных значениях, p<0,05.

ствовала о неблагоприятном прогнозе болезни после 
спленэктомии («Способ прогнозирования течения им-
мунной тромбоцитопении после спленэктомии по массе 
CD8+-Т-лимфоцитов селезенки», патент на изобретение 
№2563284 от 21.08.2015 г). 

Заключение
Изложенные выше сведения позволяют заключить, что 

изменения содержания клеточного состава в селезенке боль-
ных ИТП характеризуются увеличением относительного и 

абсолютного количества В- и Т- лимфоцитов в БП и КП, что 
подтверждает участие данных клеточных популяций в пато-
генезе заболевания. Полученные нами данные согласуются и 
дополняют исследования A.Solanilla et al. (2005), в которых 
установлено, что CD154 (ассоциированный с тромбоцитами) 
способствует активации аутореактивных В-лимфоцитов при 
ИТП. Взаимодействие между активированными тромбоцита-
ми и В-лимфоцитами происходит в селезенке, которая счита-
ется основным местом для продукции антитромбоцитарных 
антител при данной патологии [7].
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Выявленное, независимо от ответа на спленэкто-
мию, увеличение количества Т-клеток в селезенке, су-
щественно уточняет известные данные, полученные у 
различных категорий больных ИТП [2; 8; 9; 10]. Повыше-
ние содержания в БП и КП лимфоидных элементов, экс-
прессирующих CD4+, а также CD8+-Т-лимфоцитов в КП 
свидетельствует о многофакторности возникновения ау-
тоиммунных расстройств при ИТП. Установленные нами 
результаты дополняют исследования S. Audia (2014), в 
которых было показано, что фолликулярные Т-хелперы, 
расположенные в повышенном количестве в ГЦ лимфо-
идных узелков селезенки больных ИТП, являются основ-
ными CD4+-клетками, которые стимулируют выработку 
антител антигенспецифическими В-лимфоцитами [11].

Выявленные нами более низкие значения CD4+-Т-
клеток в БП, соответствующие рефрактерному течению 
заболевания, могут свидетельствовать об участии в па-
тогенезе данных форм заболевания других субпопуля-
ций Т-клеток, влияющих на ответ после спленэктомии. 
Снижение субпопуляций Т-клеток в ЛУ при ИТП было 
отмечено C. Daridon и соавт. (2012), причем как фолли-
кулярных Т-хелперов, так и Т-регуляторных клеток, чем 
авторы объясняют дефект Т-клеточного контроля. Кроме 
того, в ЛУ с отсутствующими ГЦ при ИТП, в IgM (содер-
жащим иммунные комплексы, плотно связанные с фол-
ликулярными дендритными клетками и приближенные к 

пролиферирующим В-лимфоцитам) авторами были обна-
ружены аутоантигены гликопротеина тромбоцитов (GP) 
IIb / IIIa, а также GPIV [12].

Полученные данные указывают на перераспреде-
ление Т-лимфоцитов в КП, что свидетельствует о нали-
чии прямого цитотоксического эффекта Т-клеток (CD3+, 
CD8+) у пациентов с резистентной к спленэктомии 
формой  ИТП. Значительное увеличение содержания 
цитотоксических CD8+-Т-лимфоцитов в КП позволяет 
сделать вывод о том, что у рефрактерных больных в раз-
рушении тромбоцитов в данной зоне наряду с макрофага-
ми участвуют и лимфоциты. ■
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Рисунок 3. CD4+-Т-хелперы определяются в периар-
териальных лимфоидных муфтах и красной пульпе. 
Окраска CD4+, clone 4В12 «BioGenex» (США), ИПМ. 

Ок. х 10, об. х 10

Рисунок 4. Цитотоксические Т-лимфоциты, окраска 
CD8, определяются в периартериальных лимфоид-
ных муфтах и красной пульпе. Окраска  CD8, clone 

C8/144B, «Dako»,  ИПМ. Ок. х 10, об. х 10

Рисунок 1. В-клеточные зоны. Белая пульпа увели-
чена за счет маргинальной зоны. Красная пульпа – 

клеточная, отмечаются периваскулярные скопления 
В-клеток в виде «муфт». Окраска CD20, сlone L26, 

«Dako»,  ИПМ. Ок. х 10, об. х 10

Рисунок 2. Т-лимфоциты, окраска CD3, определя-
ются в периартериальных лимфоидных муфтах, в 

герминативных центрах и красной пульпе. Окраска 
CD3, сlone PS1, «Dako»,  ИПМ. Ок. х 10, об. х 10
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