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Резюме

Бактерии Helicobacter pylori (НР) обладают широким спектром факторов патогенности. В геноме НР присутствуют гены 
группы СagA (cytotoxin- associated genes) — гены, ассоциированные с цитотоксином.

Инфицирование CagA+ штаммами НР сопровождается продукцией провоспалительных цитокинов, имеющих клю-
чевое значение в поддержании и развитии деструктивно- воспалительных изменений в организме.

Целью настоящего исследования явилось изучение роли белков CagA в регуляции иммунного ответа и оценка иммуно-
корригирующего эффекта полипренилфосфата (ППФ) у мышей.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на мышах самцах DBA весом 18–20 г.
Использованы генно- модифицированные родственные штаммы живых бактерий E coli, отличающиеся наличием 

островка генов, кодирующего синтез белков CagA НР. В качестве источника ППФ использован препарат Фоспренил.
Оценку субпопуляционного состава клеток селезенки проводили методом проточной цитофлуориметрии с исполь-

зованием моноклональных антител. Количественное определение IL 10, TGF-β выполняли иммуноферментным методом. 
Пролиферативную активность спленоцитов определяли стандартным методом по включению3Н-тимидина в ДНК клеток.

Результаты исследований свидетельствуют, что белки CagA НР вызывают поляризацию иммунного ответа по Th1-до-
минантному типу, что выражается в увеличении популяции CD4+клеток, Т-клеток экспрессирующих СD25+, и CD25+ 
Foxp3+ и усилении пролиферативного потенциала иммунокомпетентных Т-лимфоцитов. Введение CagA+ бактерий 
сопровождается увеличением уровня TGF-β, продуцируемого активированными Тreg клетками.

Введение ППФ приводило к нормализации содержания CD4 и CD8 Т-клеток, снижению популяций CD25+, Foxp3+, 
CD25+ Foxp3+, увеличению IL- 10 в сыворотке.

Таким образом, ППФ оказывает корригирующее воздействие на клеточные иммунные реакции, препятствует выра-
женной поляризации Th1 иммунного ответа, снижает популяционную активацию Тreg клеток. Полученные результаты 
свидетельствуют о возможном снижении провоспалительного иммунного ответа под воздействием ППФ.

Ключевые слова: Helicobacter pylori, белки CagА, полипренилфосфат натрия, иммунный ответ, регуляторные Т-клетки, 
цитокины, мыши
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Summary

Helicobacter pylori (HP) bacteria have a wide range of pathogenicity factors. The HP genome contains genes of the CagA 
group (cytotoxin- associated genes).

Infection with CagA-positive HP strains is associated with the production of pro-infl ammatory cytokines, which are involved 
in the maintenance and development of destructive and infl ammatory changes in the organism.

Here we studied the role of CagA proteins in the regulation of the immune response in DBA mice and evaluated the cor-
rective eff ect of polyprenyl phosphate (PP) on this process.

Genetically modifi ed strains of E. coli were used, diff ering by the presence of an island of genes encoding the synthesis of 
HP CagA proteins. The drug Phosprenyl was used as a source of PP.

The subpopulation composition of spleen cells was evaluated by fl ow cytofl uorimetry using monoclonal antibodies. The 
level of IL 10, TGF-β in blood serum was determined by the enzyme immunoassay. The proliferative activity of splenocytes 
was measured by the standard procedure based on the inclusion of3H-thymidine in the DNA.

CagA HP proteins caused the polarization of the immune response by the Th1-dominant type, which was expressed by an 
increase in the population of CD4+cells, CD25+ and CD25+ Foxp3+ T cells and increase proliferation T- limphocytes. Inoculation 
of CagA + bacteria was accompanied by a quantitative increase in TGF-β produced by activated Treg cells.

PP inoculation led to the normalization of the CD4 and CD8 T cells, a decrease in the populations of CD25+, Foxp3+, CD25+ 
Foxp3+ cells, and further increase in the IL-10 levels.

Thus, PP corrected cellular immune response, prevented the pronounced polarization of the Th1 immune response, and 
reduced the activation of Treg population.

The results obtained indicate a possible decrease in the pro-infl ammatory immune response under the infl uence of PP.
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Введение

Бактерии Helicobacter pylori (Н. р.) обладают широ-
ким спектром патогенетически значимых факторов 
патогенности, обеспечивающих выживание и дли-
тельную персистенцию возбудителя в агрессивной 
среде желудочно- кишечного тракта (ЖКТ)  [1, 2 ].

В геноме Н. р. присутствуют гены, ассоцииро-
ванные с повышенной патогенностью- vacA, cagA, 
iceA, babA и расположенные на островке патоген-
ности (pathogenicity island- PAI) области хромосомы. 
Среди них гены группы cagA (cytotoxin- associated 
genes-гены, ассоциированные с цитотоксином 

cagA, cagС, cagН, cagF). Функциональная область 
патогенности СagA-островка (cagPAI), сегмент 
40kb DNA, интегрирован в хромосому и кодирует 
продукцию сagA белка М.М.120–145-kDa [3, 4].

Позитивные по CagA штаммы Н. р., контактируя 
с эпителиальными клетками желудка, активируют 
множественные сигнальные пути, которые регули-
руют естественный и адаптивный иммунный ответ, 
повышают риск трансформации, в частности через 
увеличение периода колонизации, и ассоциируют-
ся с воспалением слизистой, развитием тяжелых 
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форм язвы желудка, метаплазии, гиперплазии эпи-
телия и аденокарциномы желудка [5, 6, 7]. Показано, 
что cagА генотип усиливает провоспалительный 
ответ, пролиферацию клеток и оказывает анти-
апоптотический эффект ин виво и ин витро, ин-
дуцирует пролиферацию клеток хозяина [8, 9, 10, 
11, 12].

Данные клинических и экспериментальных ис-
следований свидетельствуют, что инфицирова-
ние бактериями Н. р., имеющими в геноме сagА, 
сопряжено с повышением активации Th 1 клеток, 
экспрессией и продукцией провоспалительных ци-
токинов IL 1β, IL-2, IL-6, IL-8, ТNF- α, INF-γ, IL-8, 17, 
18, 21, имеющих ключевое значение в поддержании 
и развитии воспаления слизистой оболочки желуд-
ка и 12-ти перстной кишки [13, 14] Развивающийся 
при этом иммунный ответ Тн1 лимфоцитов и ци-
тотоксичесих лимфоцитов приводит к дальнейшей 
деструкции эпителия слизистой оболочки, препят-
ствуя элиминации возбудителя [9, 15, 16].

Модуляция иммунного ответа Н. р. приводит 
к  длительной персистенции микроорганизма. 
[10, 17]. В биоптатах слизистой желудка лиц с пер-
систирующими Н. р. отмечено обилие в Lamina pro-
pria Т- и В- лимфоцитов, макрофагов, нейтрофи-
лов, тучных и дендритных клеток. CD4+ Т-клетки 
представлены более обильно, чем CD8+Т-клетки.

Получены данные, указывающие, что персистен-
ция Н. р. сопровождается активацией Тreg клеток 
[18] Регуляторные CD4+/ CD25+ клетки, экспрес-
сирующие Foxp3, присутствуют в большом количе-
стве в слизистой желудка у Н. р. позитивных боль-
ных, играют важную роль в регуляции иммунного 
ответа [19, 20]. Снижение модулирующего эффекта 
регуляторных лимфоцитов и активация популя-
ции провоспалительных Тh1 клеток сопровождает-
ся выраженными деструктивно- воспалительными 
изменениями слизистой желудка и 12-ти перстной 
кишки при сохранении инфицирования Н. р. [21].

В связи с вышеизложенным актуален поиск путей 
иммунокоррекции естественного и адаптивного 

иммунитета при хеликобактериозной патологии. 
В настоящее время используются фармпрепараты, 
биологически активные добавки и немедикаменто-
зные способы лечения. Проводятся исследования 
по созданию вакцинных препаратов, состоящих 
из очищенных или рекомбинантных антигенных 
компонентов Н. р., рекомбинантных пробиотиков 
экспрессирующих антигены Н. р. [14, 22, 23].

В настоящем исследовании с целью коррекции 
клеточного иммунного ответа при введении ге-
нетически модифицированных бактерий, проду-
цирующих сagА белки Н. р., использован поли-
пренилфосфат натрия (ППФ). Полипренолы и их 
фосфаты относятся к полиизопреноидам, являются 
интегральными компонентами мембран всех жи-
вых клеток и выполняют при биосинтезе глико-
протеинов функцию промежуточных акцепторов 
сахаров (в частности маннозы) [24]. В организме 
эти соединения оказывают иммуномодулирующее 
и противовоспалительное действие [25, 26, 27].

Препарат Фоспренил (ФП) (ЗАО «Микро-плюс», 
Россия) растительного происхождения, относит-
ся к фосфорилированным полиизопреноидам: 
(полипре нилфосфат натрия- (ППФ). Показано, 
что препарат образует нейтральные комплексы 
с содержащими маннозу N-гликанами в составе 
некоторых гликопротеинов (CD-25, гаммаглобулин, 
овальбумин), способен подавлять взаимодействие 
IL-2 с CD-25 [28]. Фоспренил, подобно пробиоти-
чески активным Lactobacterium plantarum, являясь 
корпускулярным лигандом маннозосодержащих 
N-гликанов, способен различать маннозосодержа-
щие сайты слизистой желудочно- кишечного тракта 
(ЖКТ) и конкурировать за связь с ними с индиген-
ной флорой, обладает одновременно свой ствами 
лектина и пробиотика  [29, 30].

В связи с вышеизложенным целью настоящего 
исследования являлось изучение роли белков CagA 
в регуляции иммунного ответа и оценка иммуно-
корригирующего эффекта полипренилфосфата 
у экспериментальных животных.

Материалы и методы

Эксперименты выполнены на мышах DBA (сам-
цы весом 18–20 г), полученных из Центрального 
питомника лабораторных животных «Андреевка». 
Животных содержали при свободном доступе к воде 
и корму. Основные правила содержания и ухода 
соответствовали нормативным документам. Все 
процедуры по рутинному уходу за животными вы-
полнялись в соответствии с приказом № 199н от 
01.04.2016. Минздрава России «Об утверждении 
Правил лабораторной практики».

В работе использованы генно- мо ди фи ци ро ван-
ные родственные штаммы живых бактерий E. coli 
BL21p119(CagA+) и E. coli BL21рЕТ-28с (CagA–), отли-
чающиеся наличием островка генов, кодирующего 
синтез белков CagA H. pylori (Штаммы предостав-
лены из коллекции лаборатории молекулярных ос-
нов патогенности НИЦЭМ им.Н.Ф.Гамалеи МЗ РФ 
руководителем лаборатории д. м. н. Ю. Ф. Белым).

Живые бактерии в количестве 5×109–5×108 КОЕ 
/ 0,5 мл вводили мышам интрагастрально через 

металлический зонд. За 3 часа до заражения внутри-
брюшинно вводили препарат Фоспренил (полипре-
нилфосфат натрия- ППФ) по 0,4 мл 0,4% раствора. 
Контрольная группа мышей получала стандартный 
полусинтетический корм и воду.

Суспензию клеток селезенки готовили в питатель-
ной среде RPMI 1640(ФГБУ Институт полиомиелита 
и вирусных энцефалитов им. М. П. Чумакова АН) 
дополненной 10% ЭТС (“РАА Laboratories”), 2 мМ 
глютамина(ПанЭко), 10mМ буфера Hepes (ПанЭко), 
40 мкг/мл гентамицина. Клетки отмывали (800 об/
мин, 10 минут при 40 С). Подсчет жизнеспособных 
клеток проводили в растворе трипановой синьки.

Для оценки субпопуляционного состава клетки 
селезенки мышей метили конъюгатом монокло-
нальных антител с флюоресцентными красителями 
Anti- Mouse CD4-APC, CD8-PE (eBioscience). Для 
оценки экспрессии транскрипционного фактора 
Foxp3 клетки селезенки мышей метили конъюга-
том моноклональных антител с флюоресцентными 
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красителями Anti- Mouse CD4-FITC, Anti- Mouse 
CD25-APC и Anti- Mouse Foxp3-PE в соответствии 
с инструкцией производителя (eBioscience Mouse 
Regulatory T Cell Staining Kit). Анализ клеток прово-
дили на проточном цитофлюориметре FACS Canto II 
(BD). Обработку данных осуществляли в программе 
FACS Diva 6.1.3 (BD). Рассчитывали средние значе-
ния экспрессии CD25 и транскрипционного фактора 
Foxp3 в CD4 Т-клетках селезенки мышей в группе.

Продукцию цитокинов IL-10, TGF-β в сыворотке 
крови у контрольных и опытных мышей определя-
ли количественным иммуноферментным методом 
с использованием специфических моноклональных 
антител (R&D Systems, США).

Пролиферацию лимфоцитов оценивали в реак-
ции бласттрансформации в присутствии Т-митогена 

конканавалина А (Кон А) в конечной концентрации 
4,0 мкг/мл (Sigma, США) и В-митогена липополиса-
харида E. coli (ЛПС) в дозе 200 мкг/мл (Sigma, США) 
по включению3Н-тимидина с удельной активностью 
1 Ки/мМ в ДНК клеток. Подсчет радиоактивно-
сти осуществляли на сцинтилляционном счетчике 
MicroBeta2 (Parkin Elmer) в течение 1 мин.

Исследования проводили на 1-и 4-е сутки после 
интрагастрального введения живых бактерий и вну-
трибрюшинного введения препарата Фоспренил 0,4 
мл 0,4%. Эксперименты проводили в 2–3 повторах, 
в каждой группе по 5–7 мышей.

При математической обработке результатов 
(М±m) достоверность различия средних величин 
устанавливали с помощью t-критерия Стъюдента 
(р≤0,05).

Результаты и обсуждение

Анализ экспрессии поверхностных антигенов на 
лимфоцитах селезенки показывает, что в группе 
мышей с интрагастральным введением Cag+ бак-
терий на 1-е сутки наблюдаются тенденции к уве-
личению популяции CD4, снижению CD8 Т-клеток 
по сравнению с контрольной группой. При этом 
отношение количества клеток CD4 к CD8 имеет 
тенденцию к увеличению (Рис. 1).

Показано, что при введении ППФ мышам, инфи-
цированным CagА+ бактериями в этот период име-
ет место увеличение содержания CD4+ и снижение 

CD8+ клеток по сравнению с группой без введения 
ППФ.(Р≤0,05).

На 4-е сутки исследования в группе с введени-
ем штамма Cag+ отмечено снижение популяции 
CD4(Р≤0,05) и, в меньшей степени CD8 Т-клеток, 
относительно контрольной группы (Рис. 2).

Введение ППФ приводило к нормализации со-
держания CD4 и CD8 Т-клеток, показатели которых 
соответствовали данным интактной группы мышей.

Результаты анализа регуляторных Т-клеток се-
лезенки на 1 сутки в группе мышей с введением 
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Рисунок 1.

Примечание:

Figure 1.

Субпопуляционный состав 
клеток селезенки мышей на 
1-е сутки.
Показаны средние значе-
ния в группе +/- стандарт-
ное отклонение.

* достоверные различия 
(Р<0,05)
Subpopulation composition 
of spleen cells of mice on the 
1st day

Рисунок 2.

Примечание:

Figure 2.

Субпопуляционный состав 
клеток селезенок мышей на 
4-е сутки.
Показаны средние зна-
чения в группе +/- станд.
отклонение.

* достоверные различия 
(Р<0,05)
Subpopulation composition 
of spleen cells of mice on 
the 4 day
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мутантного штамма E. coli BL21p119, продуцирую-
щего белки СagA, свидетельствуют об увеличении 
СD25+ Т-клеток (Р≤0,05). Внутрибрюшинное вве-
дение ППФ не оказывает в этот период существен-
ного влияния на количественный состав Т reg по 
сравнению с ранее описанной группой (Рис. 3).

На 4-е сутки после заражения Cag+ штаммом 
отмечен рост количества Т-клеток экспресси-
рующих СD25+ (Р≤0,05), и CD25+ Foxp3+(Р≤0,05), 
относительно контрольной группы, что свиде-
тельствует об активации Т reg клеток. При вве-
дение ППФ мыщам данной группы наблюдается 
снижение клеток экспрессирующих CD25+, Foxp3+, 
а также CD25+ Foxp3+ в CD4 Т-клетках селезенки.
(Р≤0,05) (Рис. 4).

Определение интерлейкина IL-10 при введении 
CagA+ бактерий не выявило увеличения его в сы-
воротке мышей на 1- и 4-е сутки по сравнению 
с контролем. (Р>0,05) (Таблица 1).

Внутрибрюшинное введение ППФ мышам дан-
ной группы сопровождалось количественным уве-
личением IL- 10 в сыворотке на 4-е сутки по срав-
нению с группой без введения ППФ и контролем.
(Р<0,05) (Таблица 1).

Максимальные количественные показатели 
TGF-β в сыворотке крови мышей, зараженных 
бактериями, продуцирующими сagA белки, отме-
чены на 4-е сутки. При введении ППФ наблюдается 
тенденция к снижению показателей TGF-β в сыво-
ротке крови по сравнению с его уровнем в группе 
без введения ППФ (Таблица. 3).

Исследования функциональной активности им-
мунокомпетентных спленоцитов мышей, заражен-
ных интрагастрально генно- модифицированными 
родственными штаммами живых бактерий E. coli 
BL21p119(CagA+) и E. coli BL21рЕТ-28с (CagA–) пока-
зало, что на 1-е сутки CagA+, в отличии от CagA–, вы-
зывает пролиферативный ответ преимущественно 
Т- клеток в присутствии КонА по сравнению в кон-
трольной группой (Р<0,05) (Табл. 2).

Аналогичная тенденция показана 4-е сутки, при 
этом показатели пролиферативной активности 
спленоцитов при введении CagA+ в большей степе-
ни превышают показатели контрольной группы по 
сравнению с предыдущим периодом наблюдения. 
Введение ППФ мышам данной группы снижало 
пролиферативный потенциал иммунокомпетент-
ных Т- клеток на 1-е и 4-е сутки и сопровождалось 
увеличением активности иммунокомпетентных 
В-клеток на 1-е сутки наблюдения (Таблица 2).

Введение живых бактерий Cag- не влияло суще-
ственным образом на показатели пролифератив-
ной активности спленоцитов (Таблица 2).

Таким образом в результате проведенных экс-
периментов получены данные о влиянии про-
дукции белка CagA Н. р. на динамику развития 
естественного и адаптивного иммунного ответа 
экспериментальных животных. Показано, что 
белки CagA Н. р. вызывают поляризацию иммун-
ного ответа по Th 1-доминантному типу, что вы-
ражается в увеличении популяции CD4+клеток, 
Т-клеток экспрессирующих СD25+, и CD25+ Foxp3+, 
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Рисунок 3.

Примечание:

Figure 3.

Уровень CD25 и транскрип-
ционного фактора Foxp3 
в CD4 Т-клетках селезенок 
мышей на 1 сутки.
Показаны средние зна-
чения в группе +/- станд.
отклонение.

* достоверные различия 
(Р<0,05)
Level of CD25 and Foxp3 
transcription factor in CD4 
T cells of spleens of mice on 
day 1.

Рисунок 4.

Примечание:

Figure 4.

Уровень CD25 и транскрип-
ционного фактора Foxp3 
в CD4 Т-клетках селезенок 
мышей на 4 сутки.
Показаны средние зна-
чения в группе +/- станд.
отклонение.

* достоверные различия 
(Р<0,05)
Level of CD25 and Foxp3 
transcription factor in CD4 
T cells of spleens of mice on 
day 4.
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что свидетельствует об активации Т reg клеток, 
усилении пролиферативного потенциала имму-
нокомпетентных Т- спленоцитов. Определение 
интерлейкинов IL-10 и TGF-β, продуцируемых Тreg 
клетками, выявило их количественное увеличение 
в сыворотке мышей при введении CagA+ бактерий.

Наблюдаемое увеличение Тreg клеток и про-
дукции IL10 и TGF-β1, продуцируемых активиро-
ванными клетками при введении CagA+бактерий 
модулируют Th 1 ответ, способствуют персистен-
ции возбудителя. Полученные данные согласуют-
ся с таковыми полученными у инфицированных 
Н. р. больных и свидетельствующими, что Тreg 
(CD25+Fox3+) регулируют кишечное воспаление 
и колонизацию Н. р. in vivo [20, 31,   32].

IL10 являясь иммунорегуляторным цитокином, 
способен снижать адаптивный иммунный ответ на 
инфекцию и ограничивать воспалительный ответ 
эпителиальных клеток, взаимодействуя с NF-kB 
сигнальным путем, который в последующем ведет 
к снижению секреции ИЛ-8 после стимуляции 
Н. р. [20, 33, 34].

Различные изоформы TGF стимулируют диф-
ференцировку Т-клеток в направлении Th 1 и раз-
витие покоящихся наивных CD4 T-клеток CD4+ 
в CD25+ FoxP3+ регуляторные Т-клетки. [35]. При 
умеренных уровнях инфекции TGFβ обуславливает 
персистенцию H. р. и возможность хронизации 
с возникновением условий для карциногенеза [32].

Изучение клеточного инфильтрата в слизистой 
оболочке желудка инфицированных, а также боль-
ных аденокарциномой желудка выявило повы-
шенное количество CD4+ CD25+ Тreg –клеток, про-
дуцирующих TGFβ, свидетельствуя о локальной 

супрессии, что в свою очередь способствует пер-
систенции патогена [19].

Введение ППФ приводило к нормализации со-
держания общего количества CD4 и CD8 Т-клеток, 
снижению Тreg экспрессирующих CD25+, Foxp3+, 
CD25+ FoxP3+ в спленоцитах и сопровождалось 
количественным увеличением IL- 10 в сыворотке 
Отмечено снижение пролиферативного потенци-
ала иммунокомпетентных Т-клеток и увеличением 
функциональной активности В-лимфоцитов мы-
шей, инфицированных CagA+ мутантом по срав-
нению с группами без введения ППФ.

Исследования, проведенные ранее, свидетель-
ствуют, что ФП лигирует α-цепь (CD25) высоко-
аффинного рИЛ-2, имеющую маннозосодержа-
щие N-гликаны и конкурирует с ИЛ-2 за связь 
с ним. На том же основании фоспренил блоки-
рует CD25, конститутивно экспресированный 
на Т-регуляторных клетках (Тreg)-супрессорах. 
В первом случае процесс реализуется только после 
активации Th -клеток, а во-втором он возможен 
постоянно, так как экспрессия CD25 является не-
прерывным условием сосуществования популяции 
Т-регуляторных клеток- носителей иммуносупрес-
сорных функций. ФП тормозит реализацию этой 
функции Т-регуляторных клеток и усиливает им-
мунный ответ [28, 29, 30].

Таким образом, ППФ оказывает корригирую-
щее воздействие на клеточные иммунные реакции, 
препятствует выраженной поляризации Th 1 им-
мунного ответа, снижает активацию Тreg клеток. 
Полученные результаты свидетельствуют о воз-
можном снижении провоспалительного иммун-
ного ответа под воздействием препарата.

Интерлейкины Группа Сутки наблюдения Сыворотка (рg/ml)

ИЛ10

Контроль – 80,67±17,5

Cag+
1-е 82,5±15,4
4-е 71,5±12,6

ППФ+ Cag+
1-е 86,63±14,1
4-е 193,1±30,7* 

TGF-β

Контроль - 109 697±15413

Cag+
1-е 106016±20021
4-е 148242,5±11200* 

ППФ+ Cag+
1-е 91206±16828
4-е 130395±26268* 

Таблица 1.

Обозначения:

Table 1.

Интерлейкины IL-10 и TGF-β 
в сыворотке и супернатан-
тах спленоцитов.

* достоверные различия 
по сравнению с контролем, 
(р≤0,05).
Interleukins IL-10 and TGF-β 
in serum and supernatants of 
splenocytes.

Группа Сутки КонА ЛПС Без антигена

Контроль
1-е 100,0±3,3 100,0±14,3 100,0±11,9
4-е 100,0 ±7,2 100.0±12,2 100,0±23,1

Cag A+
1-е 135,9±3,1* 113,3± 8,1 193,0±17,6*
4-е 159,7±3,5* 154,0± 5,7* 149,4±12,4*

Cag A-
1-е 102,0±7,3 129,2±14,4 187,6±16,9*
4-е 105,8±10,2 120,8±12,6 119,2±11,2

CagA+ ППФ
1-е 104,2±4,7 166,5±12,7* 98,9± 9,5
4-е 75,6±14,7*/** 120,8±4,2 53,6±18,6*

Таблица 2.

Обозначения:

Table 2.

Пролиферация спленоци-
тов на 1-е и 4-е сутки (в%)

* достоверные различия 
по сравнению с контролем, 
(р≤0,05).
Proliferation of splenocytes 
on the 1 and 4 day (%)
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