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ИММУННЫЙ СТАТУС

Аннотация
Система иммунитета имеет большое значение в развитии 
и прогрессировании заболеваний человека, в том числе 
в офтальмологии при ретинопатии недоношенных (РН) 
– тяжёлом пролиферативном сосудистом заболевании 
сетчатки, которое представляет значительный риск для 
недоношенных. Проведено определение уровней клеточ-
ного иммунитета и уровней экспрессии гена гипоксию 
индуцирующего фактора (HIF) в крови при прогресси-
рующей РН. Подверглись исследованию 38 глаз 19-ти 
детей с РН и 6-ти детей с односторонней врождённой 
катарактой (ПЦР – полимеразная цепная реакция – экс-
прессия HIF в крови); в 208 глазах 106-ти детей с РН 
(фенотипирование CD4+CD25highFOXP3+CD127low (Т-рег), 
CD3+, CD3+4+, CD3+8+, CD 3-CD16+CD56+, CD19+ в крови). 
Возраст пациентов находился в пределах от 1 месяца до 
1 года 2 месяцев. В результате статистической обработ-
ки была выявлена разница по уровню Т-лимфоцитов 
среди пациентов и группы контроля доношенных. 
CD4+CD25highFOXP3+CD127low и CD3+ пониженные были 
в начальных, связанных с прогрессированием, и при 
тяжёлом течении (p<0,05). При врождённой катаракте по-
вышенная зкспрессия гена HIF практически не определя-
лась (р<0,01). При РН значения существенно превышали 

Summary
In the light of modern concepts of retinopathy of prematurity 
(ROP), a severe proliferative disease, it is necessary to study 
in-depth the state of immunity of premature infants. Cell 
immunity and hypoxia-inducing factor (HIF) gene expression 
levels were determined in the developing proliferative stages 
of ROP. Blood samples were analyzed in 38 eyes of 19 children 
with ROP and 6 children with unilateral congenital cataract. 
The PCR (polymerase chain reaction) method was used to 
study HIF levels. The study  of CD4+CD25highFOXP3+CD127low, 
CD3+, CD3+4+, CD3+8+, NK-cells CD3-CD16+CD56+ B-cells 
CD19+ was also performed in 208 eyes of 106 children with 
ROP. The age of the patients ranged from 1 month to 1 
year and 2 months. As a result of statistical processing, a 
difference in the level of T-lymphocytes was revealed between 
the patients and the control group (p<0.05), which included 
full-term infants and premature infants with ROP.
At the same time, the lowest values of CD4+CD25highFOXP3+CD127low 
and CD3+ were detected in the initial progressive stages I, II and 
final stages V of ROP, The expression of the HIF gene in the 
blood from the congenital cataracts was normal; with ROP 
values significantly higher (p<0.01). Deviations in the links of 
metabolic processes were found in these patients. 
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таковые при катаракте. Это указывало на выраженную 
ишемию в тканях глаз недоношенных. Отмечено, что в слу-
чаях далекозашедших пролиферативных стадий РН уста-
новлены отклонения в звеньях метаболических процессов, 
в том числе по степени экспрессии гена HIF, уровню регу-
ляторных Т-лимфоцитов CD4+CD25highFOXP3+CD127low, 
уровню NK-клеток CD 3-CD16+CD56+, В-лимфоцитов 
(CD19+) у данных пациентов.
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CD3+, CD3+4+, CD3+8+, NK-клетки CD3-CD16+CD56+, 
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Введение 
Система иммунитета имеет большое значе-

ние в развитии и прогрессировании заболева-
ний человека, в том числе в офтальмологии при 
ретинопатии недоношенных (РН) – тяжёлом 
пролиферативном сосудистом заболевании сет-
чатки, которое представляет значительный риск 
для недоношенных детей [1-2]. HIF регулирует 
обмен О2, выработку эритроцитов, ангиогенез и 
митохондриальный метаболизм. Чувствительная 
к гипоксии субъединица HIF-1 способствует 
адаптации тканей к гипоксическим условиям, в 
том числе стимулируя проангиогенные факто-
ры. Во время ишемической фазы РН экспрессия 
HIF-1 стимулируется в чувствительной к гипок-
сии сетчатке, что приводит к избыточной вы-
работке проангиогенных факторов и развитию 
патологической неоваскуляризации [3-8]. Ранее 
нами было проведено исследование показателей 
клеточного иммунитета у детей до 1 года [9-11], 
где уделено внимание роли вышеперечисленных 
факторов в развитии РН.

Целью настоящего исследования явился 
сравнительный анализ уровней Т-лимфоцитов 
(CD4+CD25highFOXP3+CD127low, CD3+, CD3+4+, 
CD3+8+), NK-клеток CD 3-CD16+CD56+) и В-лим-
фоцитов (CD19+ B-cells), а также HIF при РН.

Материалы и методы исследования
В крови 19-ти детей с двусторонней про-

грессирующей  РН и 6-ти детей с односторонней 
врождённой катарактой была изучена экспрессия 
гена HIF (ПЦР). С целью выявления уровней 
Т- и В-лимфоцитов в крови больных РН всего 
обследованы 208 глаз 106-ти детей (структура 
исследования представлена на рисунках 1 и 2). 
Всего обследовалось 154 глаза у 79-ти пациентов 
с РН. У 4 из 20 больных с III+ стадией РН про-
грессирование процесса было одностороннее. 
Контрольную группу составили 54 глаза 27-ми 

Рис. 1. Распределение детей при исследовании 
клеточного иммунитета по степени заболевания РН

ЗАФРН – задняя агрессивная форма ретинопатии недоношенных

Рис. 2. Распределение детей при исследовании 
клеточного иммунитета по степени заболевания РН

ЗАФРН – задняя агрессивная форма ретинопатии недоношенных

доношенных детей, забор 0,5 мл крови произво-
дился во время взятия других назначенных вра-
чом анализов крови из вены Возраст пациентов 
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соответствовал промежутку 1 месяц – 1 год 2 
месяца. Забор крови в объёме 0,5 мл произво-
дили во время погружения пациента в наркоз до 
введения лекарственных препаратов.

Кроме стандартного офтальмологиче-
ского и офтальмоскопического исследова-
ния применялось фенотипирование Т-cells 
(CD4+CD25highFOXP3+CD127low(T-reg; Т-рег), 
CD3+, CD3+4+, CD3+8+), NK-клетки (натуральные 
киллеры) CD3-CD16+CD56+ и В-cells (CD19+) по 
общепринятой методике.

В процессе исследования использовались 
также методы статистического анализа. Мате-
матическая обработка данных проводилась с 
использованием современных компьютерных 
технологий ППП STATISTICA12.0, что связано с 
его широким распространением в России. 

С помощью критерия Колмагорова-Смирнова 
определялось соответствие изучаемого при-
знака закону нормального распределения. При 
использовании критериев нормальности было 
получено, что распределение всех исследуемых 
признаков можно считать не отличающимися 
от нормального. 

Был выбран наиболее популярный метод ре-
шения задач проверки различий средних значе-
ний изучаемого признака в исследуемых группах 
t-критерий Стьюдента для зависимых и незави-
симых групп.

В некоторых случаях был использован мо-
дуль «Другие критерии значимости» для оценки 
различий между двумя коэффициентами корре-
ляции, между двумя средними значениями при-
знаков, между двумя пропорциями.

Достоверными значимыми считались значе-
ния различия при p<0,05.

Результаты
На рисунке 3 показана экспрессия гена HIF в 

крови пациентов с врождённой катарактой, при 
которой почти все значения, кроме одного (по 
шкале – 5), находятся ниже градации шкалы 2,0, 
и недоношенных с РН (по шкале – 8,5 – выше 10) 
(р<0,01). Несомненно, при ишемическом пора-
жении сетчатки при РН идёт прогрессирование 
пролиферации, о чём свидетельствуют данные 
нашего исследования.

Результаты исследования клеточного иммуни-
тета представлены на рисунках 4–11.

Линии тренда показывают направление и 
динамику изменения величин. Уравнение линии 
тренда – это формула, которая находит линию, 
которая лучше всего соответствует точкам 
данных.

Рис. 3. График уровней экспрессии гена HIF у детей 
с прогрессирующей РН и катарактой

Рис. 4. График построенной полиноминальной линии 
тренда Линейный тренд CD4+CD25highFoxp3+CD127low 
здоровых и детей с РН

Рис. 5. График построенной полиноминальной 
линией тренда CD3+ здоровых и детей с РН

Рис. 6. График построенной полиноминальной 
линией тренда CD3+CD4+ здоровых и детей с РН
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На полиноминальных линиях тренда, пред-
ставляющих уровни Т-регуляторов по стадиям 
заболевания и здоровых, R2 достигает 0,7 (рис. 4); 
при анализе уровней CD3+- клеток и здоровых – 
достигает 0,6 (рис. 5). При изучении полученных 
полиноминальных линий тренда для клеток с 
другими иммунофенотипами и соотношения 
CD4+/CD8+ (рисунки 6-10), линии тренда не до-
стигают даже 0,5, следовательно, для этих клеток 
не показывают динамику изменения величин, то 
есть не являются информативными.

Далее представлены результаты исследова-
ния (p) с использованием современных ком-
пьютерных технологий ППП STATISTICA 12.0. 
На рисунке 11 представлены данные распреде-
ления стадий РН по сравнению со здоровыми 
при исследовании различных иммунофеноти-
пов клеток и их соотношения (p<0,05 – отме-
чено красными звездочками). Количественные 
данные на этом рисунке, как и на всех осталь-
ных, представлены по вертикали в %. По го-
ризонтали распределены стадии РН, здоровые 
доношенные.

При сравнении уровней Трег исследуемой 
патологии и доношенных здоровых (рис. 11) 
несомненно различие между ЗАФРН (задняя 
агрессивная форма ретинопатии недоношен-
ных), здоровыми и другими стадиями заболе-
вания – I,II,III+, IV и V (p<0,05). При дополни-
тельном исследовании нами наблюдались также 
различия между II и IV стадиями РН (p<0,05). 
Как видно на этом рисунке, при анализе данных 
CD3+-клеток наиболее выраженные различия 
представлены при сравнении I,III+ и ЗАФРН по 
сравнению со здоровыми (p<0,05). Значимо от-
личаются по сравнению со здоровыми II,III+,V 
и ЗАФРН по количеству CD3+CD4+-клеток 
(p<0,05). Данные по процентному соотношению 
CD3+CD8+-клеток не показывает достоверных 
различий между различными стадиями РН 
между собой и здоровыми (p>0,05). Имеется до-
стоверное различие по сравнению со здоровыми 
доношенными по натуральным Т-киллерам 
(CD3-CD16+CD56+) при III+ (в сторону повы-
шения) а также IV и V стадиях (в сторону по-
нижения значений) (p<0,05). При определении 
B-cells все исследованные стадии РН достоверно 
отличаются от здоровых доношенных детей, в 
основном в сторону повышения. И только не-
доношенные с III+ РН отличаются пониженны-
ми значениями по количеству В-клеток крови 
(p<0,05). Соотношение количества CD4+/CD8+ 
не различается между собой при всех стадиях 
РН и относительно контроля (p>0,05).

Рис. 7. График построенной полиноминальной 
линией тренда CD3+CD8+ здоровых и детей с РН

Рис. 8. График построенной полиноминальной линией 
тренда CD3-CD16+CD56+ здоровых и детей с РН

Рис. 9. График построенной полиноминальной 
линией тренда CD4+CD25highFoxp3+CD127low здоровых 
и больных с РН

Рис. 10. График построенной полиноминальной 
линией тренда соотношения CD4+/CD8+ при РН и у 
здоровых доношенных
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Рис. 11. Данные распределения стадий РН по сравнению со здоровыми при исследовании различных типов 
клеток и их соотношения 
p<0,05 – отмечено красными звездочками

Обсуждение результатов
Наиболее значимая линия тренда (R2=0,7; не 

считая здоровых R2=0,9) в полиноминальном 
построении выявилась при исследовании ко-
личественных уровней Т-регуляторных клеток 
CD4+CD25highFOXP3+CD127low. По показателям 
определена статистически достоверная разница 
между стадиями РН и здоровыми. Самые низкие 
значения Трег обнаружены при РН в I, II и самой 
тяжёлой V стадии (p<0,05), наиболее высокие – 
при ЗАФРН (ЗАРН) (они, очевидно, являются 
относительно повышенными для РН, учитывая 
пониженную норму Трег у недоношенных детей).

Использование в исследовании Т-клеток  СD3+, 
CD3+4+, NK-клеток CD3-СD16+ СD56+  может про-
изводиться  для сравнения, но по стадиям РН они 
не различаются. Достоверные значения (p<0,05; 
отмечено красными звёздочками) встречаются 
только при сравнении с группой здоровых.

В процессе изучения клеток СD19+(B-cells) 
значимо выделяется стадия РН III+ (более низкие 
значения) и показатели здоровых (p<0,05).

Увеличение NK-клеток (натуральных килле-
ров) CD3-CD16+CD56+ при РН III+ стадии может 
свидетельствовать о рецидиве инфекции или, воз-
можно, заражении другой инфекцией, что можно 
расценить как предиктор прогрессирования ре-
тинопатии у этих пациентов. При этом наблюда-
ется пониженное количество В-клеток (CD19+), 
ответственных за гуморальный иммунитет.

Является показательным, что при понижен-
ных количественных уровнях CD4+CD25high 

FOXP3+CD127low (Т-reg), CD3+ и высокой экс-
прессии гена HIF происходит выраженное раз-
витие РН.

Выводы исследования
При возникновении и быстром развитии 

РН происходит появление повышенной экс-
прессии гена HIF и наблюдаются значительные 
отличия (p<0,05) по количественному уровню 
CD4+CD25highFOXP3+CD127low (T-reg), CD3+ между 
группой контроля (доношенные дети) и недоно-
шенными пациентами с учётом стадий РН. Для 
наших данных линия тренда лучше всего соот-
ветствует данным именно Трег.

При исследовании СD19+ (B-cells) стати-
стически значимо выделяются РН III+ стадия 
(в сторону понижения значений) и здоровые 
(p<0,05).

Увеличение натуральных киллеров (NK-cells) 
(CD3-CD16+CD56+) при РН III+ стадии может 
свидетельствовать о рецидиве инфекции или, 
возможно, заражении другой инфекцией, что 
можно расценить как предиктор прогрессиро-
вания ретинопатии именно у этих пациентов. 
При этом наблюдается пониженное количество 
В-клеток (CD19+), ответственных за гуморальный 
иммунитет.

Повышенные показатели экспрессии гена 
HIF, свидетельствующие о тяжёлой ишемии тка-
ней, а, следовательно, её повреждении и пред-
ставлении иммунной системе организма, к тому 
же низкий уровень регуляторных Т-лимфоцитов 
CD4+CD25highFOXP3+CD127low, не способных 
регулировать иммунный ответ в достаточной 
степени, представляют собой значительные 
факторы патогенеза тяжёлых пролиферативных 
форм РН. 

Определение уровней HIF и регуляторных 
Т-лимфоцитов CD4+CD25highFOXP3+CD127low мо-

Л.М. Балашова, Ю.Д. Кузнецова, С.В. Лесовой и др.
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жет входить в скрининговый тест, позволяющий 
прогнозировать дальнейшее течение ретинопа-
тии недоношенных и, следовательно, способ-
ствовать правильному подбору комплексного 
лечения этого тяжёлого заболевания.
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