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Резюме

Представлены результаты иммуногистохимического и морфометрического анализов СО толстой кишки детей болезнью 
Крона неосложнённого и осложнённого течения. Показана важная роль соотношения и распределения субпопуляций 
Т-лимфоцитов СО и лимфоидных скоплений у детей с БК в зависимости от фенотипического варианта течения болезни. 
У детей с благоприятным прогнозом БК иммунорегуляторный индекс (ИРИ) был приближен к норме с преобладанием 
популяции СD4+ Т-лимфоцитов на фоне умеренно повышенного числа СD8+ клеток и В-лимфоцитов. ИРИ детей 
II группы был значительно повышен за счёт резкого увеличения СD4+, СD8+ Т-лимфоцитов и СD19+ В-лимфоцитарного 
звена. Высокий уровень ИРИ с выраженной диспропорцией внутрипопуляционных Т-лимфоцитов сочетается с небла-
гоприятным течением заболевания. Для детей с неосложнённым течением заболевания характерно минимальное 
рассогласование во внутрипопуляционной системе Т-лимфоцитов на фоне повышенного ИРИ.
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Summary

The aim of the study was to determine the immunohistochemical features of the lymphoid tissue of the mucous membrane 
(MM) of the colon in children with diff erent course of Crohn’s disease. Methods: the results of IHC and morphometric analyzes of 
colonic colony of children with Crohn’s disease of uncomplicated and complicated course are presented. Results: An important 
role of the ratio and distribution of subpopulations of T-lymphocytes of CO and lymphoid clusters in children with Crohn’s 
disease is shown, depending on the phenotypic variant of the course of the disease. In children with a favorable prognosis 
of Crohn’s disease, the immunoregulatory index (IRI) was close to normal with a predominance of the CD4 + T-lymphocyte 
population against the background of a moderately increased number of CD8 + cells and B-lymphocytes. IRI of children of 
the II group was signifi cantly increased due to a sharp increase in CD4 +, CD8 + T-lymphocytes and CD19 + B-lymphocyte 
link. Conclusion: A high level of IRI with a pronounced disproportion of intrapopulation T-lymphocytes is combined with 
an unfavorable course of the disease. For children with uncomplicated course of the disease, a minimal mismatch in the 
intrapopulation T-lymphocyte system is characteristic against the background of increased IRI.
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Введение

Вопросы патогенеза и механизма развития каскад-
ной патологической реакции, формирующейся 
в  процессе неадекватного иммунного ответа 
при болезни Крона (БК), интенсивно изучаются 
отечественными и зарубежными учеными [1,2]. 
Нарушенный иммунный ответ при этом выража-
ется в селективной активации различных субпо-
пуляций Т-лимфоцитов и изменении функции ма-
крофагов, что приводит к выделению медиаторов 
воспаления и деструкции ткани [3]. Повреждение 
эпителия, вызванное этими факторами, сопрово-
ждается образованием новых антигенов, вслед-
ствие чего наблюдается реакция иммунокомпе-
тентной лимфоидной ткани пейеровых бляшек 
и формирование солитарных лимфоидных фол-
ликулов в месте наименьшей скорости пассажа 
кишечного содержимого – илеоцекальной области: 
терминального отдела подвздошной кишки и сле-
пой кишки. Неслучайно, в большинстве случаев 
именно в этих отделах наблюдается лимфофол-
ликулярная гиперплазия, сопутствующая в боль-
шинстве случаев воспалительным заболеваниям 
кишечника (ВЗК) у детей [4].

Известно, что лимфоидная ткань слизистой обо-
лочки толстой кишки включает в себя интраэпите-
лиальные лимфоциты покровного и криптального 
эпителия, лимфоциты собственной пластинки 
СО и лимфоидных узелков и состоит из основ-
ных популяций Т-лимфоцитов, экспрессирующих 
CD4 и CD8 маркёры. Лимфоциты поверхностного 
эпителия в подавляющем большинстве являют-
ся CD8+ Т-лимфоцитами (80–90%- антигенный 
маркёр супрессорных и цитотоксических Т- кил-
леров с угнетением иммунного ответа, торможе-
нием выработки антител В -лимфоцитами), в то 
время как основная масса CD4+ Т–лимфоцитов 
находится в собственной пластинке СО и явля-
ется представителем эффекторных лимфоцитов 
при воспалительном процессе (маркёр Т-хелперов 
с распознаванием молекул процессированного ан-
тигена [5]. При этом большое значение в оценке 
состояния иммунной системы имеет не столько 
абсолютное значение содержания популяции CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоцитов, а их соотношение CD4/ CD8, 
что выражается иммунорегуляторным индексом – 
ИРИ, характеризующим интенсивность иммунного 
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ответа. В условиях адаптационной нормы соотно-
шение CD4/ CD8 находится в диапазоне от 1,5 до 
2. Индекс более 2 указывает на состояние гипер-
реактивности, менее <1 – на иммуносупрессорные 
эффекты на иммунный ответ (ИО) и характерен 
для тяжёлого течения воспалительного процесса, 
опухолевого роста и наблюдается при различных 
иммунодефицитных состояниях [6,7]. Чем обуслов-
лена активация иммунной системы, приводящая 
к иммунному дисбалансу, вызывающему стойкое 
повреждение слизистой оболочки кишечника при 
данной патологии, до конца не ясно.

В современных публикациях по изучению вос-
палительных заболеваний кишечника данные им-
мунологических и иммуногистохимических (ИГХ) 
исследований носят противоречивый характер 
[13]. Вопросу взаимодействия и рассогласования 
клеток ИО с клетками, обеспечивающими струк-
турный гомеостаз СО – фибробласты, макрофаги, 

посвящены лишь единичные работы отечествен-
ных учёных [14].

В связи с этим, полагаем, что интегративный 
подход к анализу СО со всей сложностью иммун-
ных и эпителиально- стромальных взаимодействий 
как источника регенерации СО толстой кишки в ус-
ловиях нарушенного морфогенеза послужит пони-
манию патогенетических звеньев формирования 
воспалительной реакции с определённым типом 
образования иммунного ответа с различным типом 
исхода (благоприятным и неблагоприятным), что 
позволит поставить эту проблему в рамки приори-
тетных направлений как зон целенаправленного 
терапевтического воздействия [15–18].

Цель исследования: выявление особенностей 
распределения интрамуральных субпопуляций 
лимфоцитов СО толстой кишки в условиях нару-
шенного морфогенеза при благоприятном и небла-
гоприятном течении болезни Крона.

Материал и методы исследования

Данное исследование является ретроспек-
тивным, аналитическим – случай–контроль. 
Гистологическое исследование биоптатов слизи-
стой оболочки толстой кишки проведено у 36 детей 
в возрасте от 3 до 18лет (19 девочки, 17 мальчи-
ков) с разными фенотипическими вариантами БК. 
Сформированы две группы: I группа – благопри-
ятного течения (12 больных) и II группа- неблаго-
приятного течения (24 больных). Группу сравнения 
составили дети с неизменённой СО кишечника, ко-
торая определялась в процесса морфологического 
исследования биоптатов тонкой и толстой кишки 
при подозрении на ВЗК.

Эндоскопическое и морфологическое исследо-
вания пациентам выполнялись в соответствии 
с алгоритмом ведения больного гастроэнтероло-
гического профиля при наличии добровольного 
информированного согласия пациента или лица, 
представляющего его интересы, на проведение 
медицинских манипуляций и соответствовали 
требованию локального этического комитета 
Нижегородского научно- исследовательского ин-
ститута (протокол № 67 от 16.02.2008), разработан-
ному в соответствии с Хельсинскими деклараци-
ями Всемирной медицинской Ассоциации (1989).

Биопсийный материал, полученный при колоно-
фиброскопии (КФС), фиксировали в 10% забуфе-
ренном формалине (рН-7,2–7,4), Стандартная гисто-
логическая проводка осуществлялась на аппарате 

“Excelsior ES” (Th ermo Scientifi c). Изготовлялись 
парафиновые блоки с использованием заливоч-
ной станции “HistoStar” (Th ermo Scientifi c). Срезы 
толщиной 4 мкм получали на микротоме “Microm 
HM 325” (Th ermo Scientifi c). Срезы окрашивали 
гематоксилином- эозином. ИГХ окрашивание про-
водили в автоматизированном модуле – BOND-
MAX (Leyca Biosystems, UK).

ИГХ исследование проводили с использованием 
моноклональных кроличьих антител к CD3, clone 
SP7, моноклональных мышиных антител к CD4 
clone 4B12 (Lab Vision Corporation, USA), к СD19, 
clone BT51E, CD8, clone 4B11, СD68, clone 514H12 
(Leyca Biosystems, UK).

Количественную оценку результатов ИГХ реак-
ций проводили с использованием системы компью-
терного анализа микроскопических изображений: 
микроскоп Nikon Eclipse E400, цифровой камеры 
Nikon DXM1200, персонального компьютера на 
базе Intel Pentium 4, программного обеспечения 
АСТ-1, версия 2.12, и «Видеотест- Морфология 5.0».

Результаты исследования

При обзорном рассмотрении срезов СО толстой 
кишки детей обеих групп наблюдалась морфоло-
гическая картина со структурно- дегенеративными 
изменениями в виде наличия эрозий преимуще-
ственно в проекции лимфоидных узелков (53%), 
обильной лимфоидной ткани (87%), умеренной 
и/или выраженной воспалительной инфильтра-
ции собственной пластинки СО с  локальным 
или тотальным снижением высоты эпителия 
(71%), уменьшением числа крипт с неравномер-
ным их расположением (69%), наличием в неболь-
шом числе случаев –многоядерных гигантских 
клеток типа Пирогова- Лангханса (17,2%), ещё 

реже – сформированных гранулём (8%). Указанные 
изменения носили более выраженный характер 
в группе детей с осложнённой формой БК (р<0,05).

При оценке выраженности воспалительно-
го процесса в СО толстой кишки у детей обеих 
групп установлен повышенный уровень кле-
точной инфильтрации, однако у детей II груп-
пы при морфометрическом исследовании были 
выявлены более высокие показатели клеточной 
плотности инфильтрата (р<0,04), обусловленные 
большим количеством преимущественно лимфо-
цитов, менее – плазматических клеток и нейтро-
фильных гранулоцитов, при этом преобладание 



79

экспериментальная гастроэнтерология | experimental gastroenterology

лимфоцитов над другими клеточными популяци-
ями во II группе было более значительным (р<0,04). 
Морфометрическое исследование клеток фиброб-
ластического ряда у детей II группы выявило сни-
женное количество клеток фибробластического 
ряда в участках рядом с дезинтегрированной лим-
фоидной тканью (число фибробластов уменьшено 
по отношению к I группе на 9%) (р<0,002).

Количество макрофагов (СD68+) в собствен-
ной пластинке СО в большинстве случаев (94,8%) 
детей обеих групп регистрировалось на уровне, 
определяющемся при банальном воспалитель-
ном процессе. И лишь в 3–5% случаев во II группе 
детей определялось их повышенное содержание 
в клеточном составе инфильтрата, местами с об-
разованием очаговых скоплений с обнаружением 
небольшого числа активированных форм макро-
фагов (р ≥0,0002) (рис. 1).

Сравнительный анализ определяемой лимфоид-
ной ткани показал, что для большинства случаев 
детей I группы было характерно наличие более 
структурированных, крупных лимфоидных ско-
плений (81,9%), располагающихся как в поверх-
ностных отделах СО, так и подслизистой основе, 
в 18,1% случаев регистрировалось их разрастание 
(растекание) по всей площади биоптата, в то время 
как у детей II группы диффузная дезорганизован-
ная лимфоидная ткань занимала значительный 
объем (89,8%) и распространялась на всю толщу СО 
и подслизистую основу, что приводило к видимым 
выраженным изменениям гистоархитектоники СО 
толстой кишки. В этом случае экспансия лимфоид-
ной тканью верхних отделов СО сопровождалась 
резким уплощением покровного эпителия, тоталь-
ным вытеснением криптального слоя – зоны реге-
нерации, изменением состояния мышечной пла-
стинки – при локализации в подслизистой основе.

Иммуногистохимический анализ позволил вы-
явить отличия в качественном и количественном 
составе, а также локализации и распределении 
субпопуляций Т- и В-лимфоцитов (рис. 2). Так, 
морфометрическое исследование эпителиального 
пласта в близлежащих участках, ассоциированных 

с лимфоидной тканью по результатам ИГХ окраши-
вания с СD3 и СD8 маркёрами в обеих анализиру-
емых группах показало повышенное число межэ-
пителиальных лимфоцитов, которые относились 
к CD8+ Т-клеткам с явным численным превосход-
ством у детей II группы р<0,05 (табл. 1).

Исходя из данных таблицы видно, что как для 
неизменённой СО, так и при болезни Крона ос-
ложнённого и неосложнённого течения в струк-
туре Т-лимфоцитов собственной пластинки СО 
преобладали СDЗ+ и СD4+ клетки эффекторного 
типа, однако более высокие цифровые показатели 
были характерны для детей с БК II группы (р<0,05). 
Аналогичная картина наблюдалась и при распре-
делении СDЗ+ СD8+Т-лимфоцитов, содержание 
которых также было повышенным у детей обеих 
групп, однако более значительное их количество 
выявлялось у больных с неблагоприятным тече-
ния заболевания (р<0,05). Необходимо отметить, 
что несмотря на численное превосходство СDЗ+ 
СD8+ Т-лимфоцитов у детей II группы над первой, 
в абсолютном выражении относительно общей 
клеточной плотности инфильтрата наблюдался их 
дефицит (рис. 2, табл. 1). У детей II группы с бо-
лее высокой клеточной плотностью инфильтрата 
со значительным присутствием Т-лимфоцитов, 
относительное содержание СDЗ+ СD8+ Т-клеток 
было ниже (р<0,05), чем таковое у детей I группы.

Несмотря на одинаковую тенденцию роста Т–
лимфоцитов как эффекторного так и цитотокси-
ческого фенотипа в обеих группах больных, ИРИ 
детей I группы был приближен к норме (2,2), в то 
время как у детей II группы этот показатель достиг 
почти 3,0 (р<0,05), что подтверждает факт преоб-
ладания стимулирующего влияния эффекторно-
го звена на В-лимфоциты, инициация которых 
сопровождалась увеличением и превосходством 
плазматических клеток у детей II группы (р<0,005). 
В обеих группах детей среди общей популяции 
лимфоцитов CD3+CD19+ клетки также выявлялись 
в повышенном количестве с явным численным 
превосходством в группе детей с неблагоприятным 
течением (р<0,05) (рис. 1, 3; табл. 1).

Показатели
I группа

Me(25%–75%)
II группа Группа сравнения

Межэпителиальные лимфоциты,% 
(СD3+СD8+)

12,6
[9,2–14,4] *

19,8
[17,3–2,1] *;**

6,5
[4,5–8,1]

Кл.плотность, мм2 9637
[8563–10742]*

12402
[11323–13056] *;**

4634
[4022–5673]

Фибробласты, мм2 2195,0
[1821,0–2377,0]

1770,5
[1720,0–1821,0]

1823,0
[1735,5–1926,5]

Т лимфоциты, мм2

СD3+
3112

[3046–3259]*
5316

[4876–5435] *;**
1717

[1340–1951]
Т- хелперы лимфоциты,
СD3+ СD4+, мм2

1753
[1698–1802] *

2899
[2728–2914] *;**

957
[823–1105]

Т- Цитотоксические лимфоциты
СD3+СD8+, мм2

789
[673–856]*

981
[896–1055]*;**

678
[468–759]

ИРИ СD4+/ СD8+, усл. ед. 2,2
[2,0–2,3]*

2,9
[2,6–3,0] *;**

1,5
[1,3–1,9]

В-лимфоциты
CD19+, мм2

1270
[1939–1392]*

2143
[1997–2484] *;**

351
[293–402]

Плазматические клетки, мм2 1763
[1085–1963]*

2781
[2021–3028] *;**

563
[317–785]

Таблица 1
Субпопуляционная 
структура лимфо-
цитов инфильтрата 
собственной пла-
стинки СО толстой 
кишки у детей с БК 
(Me(25%–75%))
Примечание:

* – р < 0,05 по от-
ношению к группе 
сравнения.

**- р < 0,05 между 
группами I и II.
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Центры крупных лимфоидных скоплений, рас-
положенных как в собственной пластинке СО так 
и подслизистой основе детей обеих групп состояли 
преимущественно из СD3+ CD4+ Т -клеток с ком-
поновкой их в небольшие группы у детей I группы, 
в то время как центры лимфоидных узелков детей 
II группы образовывали крупные участки скопле-
ния с неравномерным диффузным расположением 
клеток. Периферийная часть лимфоидных скопле-
ний детей I группы состояла в основном из СD19+ 
В- клеток с несколько повышенным содержанием 
СD8+Т-лимфоцитов и характеризовалась более 
разреженным и рыхлым расположением. Краевая 

часть лимфоидных скоплений у детей II группы ха-
рактеризовалась обширными участками накопле-
ния и распространения за границы лимфоидного 
образования лимфоцитов СD3+ СD19+ В-клеток 
с плотным их расположением и распространением 
на близлежащие участки собственной пластинки 
СО, при этом СD8+ Т-лимфоциты определялись 
в виде вкраплений среди лимфоцитов других 
субпопуляций. В этих участках СО характеризо-
валась не только выраженными структурными 
изменениями, но и выходом лимфоцитов через 
повреждённые эрозией участки эпителиального 
пласта.

Обсуждение полученных данных

Аутоиммунные заболевания, к которым относят 
болезнь Крона, характеризуются нарушениями 
в иммунном ответе, проявляющимися неспособ-
ностью иммунокомпетентных клеток завершить 
возникшее острое воспаление, в результате чего 
оно переходит в хроническое, а обнаруживаемая 
при этом лимфофолликулярная гиперплазия СО 
кишечника ограничивает адекватное протекание 
процессов регенерации. Наши данные полностью 
согласуются с данными большинства исследова-
телей о ключевой роли в процессе развития не-
адекватного иммунного ответа Т- лимфоцитов, 
видоизменённый популяционный состав кото-
рых при БК обладает сниженными супрессор-
ными воздействиями на Т-клеточный иммуни-
тет. Сформированный нарушенный иммунный 
баланс между эффекторными и регуляторными 
Т-клетками (CD4+/CD8 +) приводит к дисрегуля-
ции иммунного ответа в собственной пластинке СО. 
В нашем случае у детей обеих групп повышенный 
ИРИ в сторону преобладания Т-хелперного звена 
сопровождался рассогласованием межклеточных 
и межтканевых взаимодействий с восстановлени-
ем структуры у пациентов I группы, дальнейшим 
прогрессированием воспалительного процесса у II-
ой. Вследствие этого, инициированная ускорен-
ная дифференцировка (трансформация) Т-клеток 
в В-лимфоциты, (которые продуцируют в норме 
не только иммуноглобулины различных классов, 
но и аутоантитела), способствовала избыточному 
их накоплению в собственной пластинке СО, что 
значительно затрудняет и ограничивает функции 
основных клеточных элементов – фибробластов 
по выработке компонентов экстрацеллюлярного 

матрикса для обеспечения адекватного процесса 
регенерации.

Таким образом, неблагоприятное течение бо-
лезни сопряжено с резко повышенным ИРИ, вы-
раженной диспропорцией в субпопуляци CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоцитов, значительным содержани-
ем плазматических клеток. Одинаковая тенденция 
к повышению CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов в абсо-
лютном выражении, в процентном соотношении 
обнаружила явный дефицит клеток CD8+ Т- -ци-
тотоксического фенотипа относительно как общей 
клеточной плотности инфильтрата так и суммар-
ного количества лимфоцитов, который очевидно 
приводит к рассогласованию взаимодействий 
в лимфоидно- эпителиально-стромальной системе 
(по видимому вследствие недостаточной актива-
ции CD8+ Т-лимфоцитов). Снижение количества 
В –клеток и плазмоцитов как в инфильтрате СО, 
так и лимфоидных скоплениях на фоне умеренно-
го повышения эффекторных и цитотоксических 
лимфоцитов ассоциируется с благоприятным 
течением заболевания, при котором клеткам, от-
ветственным за структурный гомеостаз СО по 
видимому удаётся сохранять свою функцию по 
выработке компонентов экстрацеллюлярного ма-
трикса в поддержании адекватного регенератор-
ного процесса.

Результаты, полученные при исследовании 
субпопуляционного состава лимфоцитов у детей 
с БК указывают на чёткую связь исходного состоя-
ния Т-клеточного звена иммунитета CD4+ и CD8+ 
Т-лимфоцитов с характером его изменений при 
благоприятном и неблагоприятном течении забо-
левания [19–24].
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Рисунок 1. Гистологическая картина биоптата 
слизистой оболочки толстой кишки. 
CD68 позитивные клетки (коричне-
вым). ИГХ окрашивание с использова-
нием антител к CD68, ув. ×100.

1 группа пациентов 2 группа пациентов

1 группа пациентов 2 группа пациентовРисунок 3. Гистологическая картина биоптата 
слизистой оболочки толстой кишки. 
CD19 позитивные клетки (коричне-
вым). ИГХ окрашивание с использова-
нием антител к CD19, ув. ×100.
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Рисунок 2.
Гистологическая 
картина биоптата 
слизистой оболоч-
ки толстой кишки. 
ИГХ окрашивание 
с использованием 
антител к CD4, CD8, 
CD3, ув. ×100.
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