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ВЛИЯНИЕ НЕКРОЗА И АПОПТОЗА ЛИМФОЦИТОВ 
НА ВЫРАЖЕННОСТЬ ИММУННЫХ РЕАКЦИЙ

О.А. Ставинская, Л.К. Добродеева, В.П. Патракеева

Процессы апоптоза и некроза являются механизмами программируемой 
гибели клеток, отличающиеся друг от друга механизмами их реализации. 
Данные процессы в пределах физиологической нормы представляют интерес 
в оценке их влияния на активность иммунных реакций. 

Цель. Выявить характер взаимосвязи уровня некроза и апоптоза лимфо-
цитов периферической крови и выраженности реакций иммунной системы у 
практически здоровых людей. 

Материалы и методы. Проведено обследование 77 человек. Клинический 
анализ периферической крови проведён на гематологическом анализаторе 
Sysmex XS-500i (Япония). Изучение содержания апоптотических и некроти-
ческих клеток выполнено на проточном цитометре Epics XL (Beckman Coulter, 
США). ИФА в сыворотке крови определено содержание цитокинов, имму-
ноглобулинов (Bender MedSystems, Австрия) и серотонина (DRG, Германия). 
Результаты исследования обработаны с использованием пакета прикладных 
программ Statistica 6 (StatSoft, США). 

Результаты. Установлено, что повышенный уровень некротизированных 
лимфоцитов сочетается с увеличением числа апоптотических лимфоцитов, 
Т-хелперов, лимфоцитов CD95+, IgA, IgE, IgG на фоне сокращения уровня 
клеток с рецепторами к белкам главного комплекса гистосовместимости 
класса II и к Fc-фрагменту IgE, провоспалительных цитокинов (IFN-γ, IL-6) и 
серотонина. Некротическая гибель не ассоциирована с клеточным цитолизом 
по содержанию цитотоксических Т-лимфоцитов и натуральных киллеров, но 
обратно взаимосвязана с реакцией фагоцитоза нейтрофилов. 

Заключение. Таким образом, некротическая гибель лимфоцитов в преде-
лах физиологических границ в отличие от апоптоза повышает активность 
иммунных реакций. Некрозу и апоптозу подвергаются преимущественно 
зрелые В-клетки с рецепторами к IgE и белкам главного комплекса гистосо-
вместимости класса II.

Ключевые слова: некроз лимфоцитов; апоптоз; фенотипы; цитокины; 
иммуноглобулины; серотонин; активность иммунных реакций
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CoMPARiSoN oF EXPRESSioN                                                 
oF iMMUNE RESPoNSES dEPENdiNG oN LEVEL                

oF PERiPHERAL BLood LYMPHoCYTE NECRoSiS 
ANd APoPToSiS iN HUMANS

O.A. Stavinskaya, L.K. Dobrodeeva, V.P. Patrakeeva

The processes of apoptosis and necrosis are the mechanisms of programmed 
cell death, differing from each other in the mechanisms of their implementation. 
The implementation of these processes within the physiological norm is of interest 
in assessing their influence on the activity of immune responses. 

Purpose. To identify the nature of the relationship between the level of lympho-
cyte necrosis of peripheral blood and the expression of immune system reactions in 
practically healthy people.

Materials and methods. The study examined 77 people. Leukograms were car-
ried out using a XS-1000i hematology analyzer Sysmex XS-500i (Japan). Determi-
nation of cell death was carried out by flow cytometry Epics XL (Beckman Coulter, 
USA). Determination of cytokines, immunoglobulins (Bender MedSystems, Austria) 
and serotonin (DRG, Germany). The results of the study were processed using the 
Statistica 6 application package (StatSoft, USA). 

Results. It is established that the increased level the necrosis of lymphocytes is 
combined with increase in number the apoptosis of lymphocytes, T-helpers, lympho-
cytes of CD95, IgA, IgE, IgG against the background of reduction of the level CD23, 
HLADR, cytokines (IFN-γ, IL-6) and serotonin. Necrotic death is not associated 
with cellular cytolysis of cytotoxic T lymphocytes and natural killer content, but is 
inversely related to neutrophil phagocytosis response. Conclusion. 

Conclusion. The results of the study show that necrotic lymphocyte death with-
in physiological boundaries as opposed to apoptosis increases immune response 
activity. Necrosis and apoptosis are subject to predominantly mature B cells with 
receptors to IgE and proteins of the main histocompatibility complex class II.

Keywords: lymphocyte necrosis; apoptosis; phenotypes; cytokines; immuno-
globulins; serotonin; activity of immune responses
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Некроз представляет собой форму клеточной гибели, сопровождаю-
щуюся грубыми, не совместимыми с жизнью нарушениями целостности 
плазматической мембраны клетки, выделением во внешнюю среду ток-
сичных реактивных метаболитов, в естественных условиях локально от-
граниченных безопасным образом. Морфологически некроз проявляется 
деградацией органелл, увеличением объема и вакуолизацией клетки, кон-
денсацией молекул ДНК. На биохимическом уровне некроз реализуется 
путем выделения в межклеточную среду белка HMGB1, стрессиндуци-
рованных цитоплазматических белков-шаперонов (gp96, HSP10, HSP60, 
HSP70, HSP90), фрагментов нуклеиновых кислот (РНК, ДНК), калграну-
линов, формилпептидов митохондрий [2, 23, 25]. 

В процессе некроза также высвобождаются различные протеазы, 
которые влияют на окружающие ткани посредством отщепления от 
них низкомолекулярных фрагментов: коллагена, гиалуроновой кисло-
ты, фибриллярного белка, гепарансульфата. Калгранулины, выделяе-
мые некротизированными клетками, представляют собой белки S100 и 
распознаются рецепторами RAGE, которые расположены на мембране 
моноцитов, микроглии, эндотелиоцитов. При пневмониях и полиартри-
тах калгранулины выступают в качестве маркеров воспаления, так как 
провоцируют образования цитокинов IL-1β, IL-6, IL-33. Ядерный белок 
HMGB1, в нормальных условиях связанный с хроматином, при некрозе 
высвобождается во внеклеточное пространство и попадает в кровоток. 
Циркулирующий HMGB1 (активная, неокисленная форма) соединяется 
с RAGE, TLR2, TLR4, TLR9 рецепторами фагоцитов, что усиливает вос-
паление [11]. RAGE распознаёт липиды и белки, трансформированные 
за счет неферментативного гликозилирования в результате окислитель-
ного стресса [15].

Всё это в конечном итоге приводит к альтерации, выделению ме-
диаторов воспаления (лейкотриенов, простагландинов, гистамина), 
стимулирующих реакции микроциркуляторного русла, в том числе, ар-
териальную и венозную гиперемию, ишемию и стаз. Тем самым запуска-
ется реакция экссудация ткани органа, миграция форменных элементов 
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крови; происходит увеличение проницаемости сосудов, растет адгезия 
лейкоцитов к клеткам эндотелия, лейкоциты приобретают локомотор-
ный фенотип. Далее регистрируется усиление хемотаксиса лейкоцитов 
в очаг неблагополучия и скопление там иммунокомпетентных клеток. 
Образуется инфильтрат вначале нейтрофильного, а затем мононуклеар-
ного и лимфоцитарного происхождения, формируется граница между 
очагом повреждения и здоровой тканью, происходит санация некротизи-
рованной зоны. Заключительной стадией развития воспаления является 
пролиферация и активизация синтетической способности фибробластов 
под контролем регуляторных макрофагов. В результате осуществляется 
ангиогенез, стимуляция фиброплазии и репарация [5]. В физиологиче-
ских условиях некроз также присутствует для обновления тканей и ре-
паративного обеспечения. Ранее к программируемому варианту гибели 
клетки относили только апоптоз, который достаточно хорошо изучен. В 
последнее время некроз, также причисляют к программируемому про-
цессу. Но, остается открытым вопрос каким образом тот или иной вид 
программируемой клеточной гибели отражается на активации иммун-
ных реакций. Нет данных о том, какие преимущественно субпопуляции 
лимфоцитов подвергаются апоптозу и некрозу в первую очередь при 
отсутствии патологических процессов. 

Материалы и методы
Проведено обследование 77 практически здоровых людей в возрас-

те от 20 до 55 лет, проживающих в г. Архангельске. Указанные люди не 
страдали острыми инфекционными заболеваниями, у них не было выяв-
лено признаков аутоиммунных и лимфопролиферативных заболеваний, 
частота ОРЗ составляла не более 2 раз в год. Обследование проводилось 
с соблюдением норм и правил биомедицинской этики, утвержденных 
Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ассоциации об эти-
ческих принципах проведения медицинских исследований (2013). На 
проведение исследования получено разрешение этической комиссии Ин-
ститута физиологии природных адаптаций ФГБУН ФИЦКИА УрО РАН 
(протокол №4 от 7 декабря 2016г). Клинический анализ перифериче-
ской крови проведён на гематологическом анализаторе Sysmex XS-500i 
(Япония). Изучение содержания апоптотических клеток в лимфовзвеси 
проведено методом двойного окрашивания аннексином V-FITC (An+/-) 
и пропидиумом йодида (PI+/-). Оценку результатов проводили по окра-
шиванию или не окрашиванию клеток: живые клетки – An-/PI-, ранний 
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апоптоз – An+/PI-, поздний апоптоз – An+/PI+, некроз – An-/PI+. Ана-
лиз результатов выполнен методом проточной цитометрии на проточном 
цитофлюориметре Epics XL (Beckman Coulter, США), в каждой пробе 
изучали до 5000 событий. В мазках крови, окрашенных по Романовско-
му – Гимзе, методом микроскопирования (Meiji Techno, Япония) изучена 
ядерная формула нейтрофилов (нейтрограмма). Подсчитывали до 100 
нейтрофильных лейкоцитов, среди которых выделяли клетки с 1, 2, 3, 4, 
5 и более сегментами ядра [3]. 

Содержание фенотипов лимфоцитов исследовали методом двойной 
пероксидазной метки с использованием моноклональных антител (НПЦ 
«МедБиоСпектр», Россия). Показатель фагоцитоза нейтрофилов и фа-
гоцитарное число определяли, используя тест-наборы фирмы «Диаэм» 
(Россия). Результаты исследования обработаны с использованием паке-
та прикладных программ Statistica 6 (StatSoft, США). Тип исследования 
ретроспективный, выборки случайные, одномоментные. Границы нор-
мального распределения количественных показателей определяли при 
помощи критерия Шапиро – Уилка. При анализе полученных резуль-
татов использовали среднее значение и ошибку среднего. Для данных, 
распределение которых отличалось от нормального, использовали непа-
раметрическое методы исследования. Описание выборки представлено 
в виде медианы и 25- и 75-перцентилей Ме (25р-75р). Достоверность 
различий между группами оценивали с помощью параметрического 
t-критерия Стьюдента для независимых выборок и непараметрическо-
го критерия Манна-Уитни. Cтатистически надежными считались раз-
личия при р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Анализ результатов проводили, сравнивая уровни ответных иммун-

ных реакций обследованных лиц в зависимости от содержания в кро-
ви некротизированных лимфоцитов AnV+/PI+ (<0,25%, n=45 и >1,2%, 
n=32, p<0,001) по результатам лазерной проточной цитофлюориметрии. 
Установлено, что у людей с высоким уровнем некротизированных кле-
ток снижается общее количество лейкоцитов за счет сокращения пула 
сегментоядерных нейтрофилов с 2 и 3 сегментами ядра, выполняю-
щими активную фагоцитарную функцию (таблица 1, рисунок 1). На 
этом фоне не меняется (не имеет статистически значимых различий) 
содержание палочкоядерных нейтрофилов, лимфоцитов, моноцитов и 
эозинофилов.
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Таблица 1.
Показатели иммунной системы у практически здоровых людей в зависимости 
от содержания некротизированных лимфоцитов в периферической крови

Показатели
Содержание некро-
тизированных лим-

фоцитов >1,2%

Содержание некро-
тизированных лим-

фоцитов < 0,25%
Лейкоциты, 109 кл/л 6,2±0,38** 7,9±0,35
Лимфоциты, 109 кл/л 2,34±0,15 2,55±0,12
Моноциты, 109 кл/л 0,39±0,04 0,38±0,03
Эозинофилы, 109 кл/л 0,20±0,02 0,19±0,03
Нейтрофилы, 109 кл/л 3,25±0,23** 4,74±0,27
Фагоцитарная активность 
нейтрофилов, % 43(34-53) * 52(44-65)

Некротизированные лимфоциты
AnV+/PI+, %/ 109 кл/л 

3,2(1,6-5,5)**/ 
0,05(0,03-0,11)**

0,17(0,1-0,2)/ 
0,003(0,002-0,005)

Апоптотические лимфоциты
AnV+/PI–, % / 109 кл/л 

7,4(3,9-10,9)*/ 
0,13(0,07-0,21)*

4,1(2,7-6,0)/ 
0,09(0,05-0,17)

Серотонин, нг/мл 58,9(29,1-130,9)** 176,2(160,9-177,8)
IgG, г/л 27,6(7,9-32,4)** 7,9(3,7-9,6)
IgA, г/л 2,0(1,3-3,9)* 1,4(1,0-1,9)
IgE, МЕ/мл 49,7(30,2-100,3)** 18,3(9,8-55,9)
IgM, г/л 1,87(0,37-3,37) 3,10(1,40-4,80)
TNF-α, пг/мл 20,8(8,4-24,7) 23,5(15,0-31,9)
IFN-γ, пг/мл 3,2(1,4-5,8)** 19,8(12,3-19,9)
IL-6, пг/мл 2,1(1,0-2,6)** 6,6(4,6-10,1)

Примечание: *p<0,05, **p<0,01 

Повышенный уровень некротизированных лимфоцитов сочетается с 
увеличением числа апоптотических лимфоцитов AnV+/PI– как в абсо-
лютном, так и относительном значении (таблица 1). Растет содержание 
Т-хелперов и лимфоцитов с рецептором CD95 (рисунок 2), но сокраща-
ется уровень фенотипов CD23+, HLADR. У лиц с высокой активностью 
некроза лимфоцитов не установлено разницы в содержании зрелых кле-
ток CD3+, цитотоксических (CD8+, CD16+), активированных посредством 
IL-2 и трансферрина (CD25+, CD71+) по сравнению с людьми с более 
низким содержанием AnV+/PI+. Однако увеличивается концентрация им-
муноглобулинов А, Е, G на фоне снижения цитокинов (IFN-γ, IL-6) и се-
ротонина.
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Рис. 1. Нейтрограмма периферической крови практически здоровых людей                   
в зависимости от содержания некротизированных лимфоцитов 

Рис. 2. Содержание фенотипов лимфоцитов периферической крови                                 
у практически здоровых людей в зависимости от содержания                                                                                                                      

некротизированных лимфоцитов 

Вероятно, процесс активного антителообразования у лиц с высоким 
уровнем некроза лимфоцитов сопряжен с компенсаторным снижением 
числа зрелых В-лимфоцитов с рецепторами к IgE и белкам главного ком-
плекса гистосовместимости класса II. Именно эти клетки преимуществен-
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но подвергаются некротической и апоптотической гибели; Т-хелперы и 
Fas-положительные лимфоциты, напротив, увеличивают свой выход из при-
стеночного сосудистого пула. Есть сведения, что в условиях in vitro процесс 
дифференцировки В-клеток в антителопродуценты стимулируется IL-4 и 
липополисахаридами, а также наличием контакта с Т-хелперами на основе 
взаимодействия CD40/CD40L [4, 13]. Благодаря молекуле CD40 в В-лим-
фоцит поступает сигнал, направленный на переключение изотипа H-цепи 
иммуноглобулинов [14, 18]. Можно предположить, что выявленное нами 
увеличение концентрации CD4+ лимфоцитов дополнительно индуцирует 
синтез IgA, IgG, IgE у людей с высоким уровнем некроза лимфоцитов.

Некротическая гибель не ассоциирована с клеточным цитолизом по содер-
жанию цитотоксических Т-лимфоцитов и натуральных киллеров, но обратно 
взаимосвязана с реакцией фагоцитоза нейтрофилов. Низкий уровень фаго-
цитирующих гранулоцитов с 2 и 3 сегментами ядра на фоне стабилизации 
процессов пролиферации и апоптоза нейтрофилов может свидетельствовать 
о трансэндотелиальной миграции сегментоядерных клеток в ткани. После вы-
хода гранулоцитов из костного мозга в кровь часть из них беспрепятственно 
циркулирует в сосудистом русле – циркулирующий пул нейтрофилов, остав-
шаяся же часть занимает пристеночное положение – маргинальный пул гра-
нулоцитов [16, 19]. Из сосудистого русла нейтрофилы выходят в различные 
ткани и экстраваскулярные пространства, где они и утилизируются [1, 10, 20]. 

Низкая фагоцитарная активность гранулоцитов стимулирует накопле-
ние некротизированных и апоптотически измененных лимфоцитов, так 
как именно фагоциты (нейтрофилы и макрофаги) ответственны за процес-
сы утилизации погибших клеток. Они распознают некротические клеточ-
ные остатки посредством целого спектра рецепторов, включающих Toll 
like рецепторы (TLR), CD14, CD40, RAGE, рецепторы лектинового типа 
Clec2d, Mincle (связывающимся с SAP-130) и другие [9, 12, 17]. Возможно, 
подавление фагоцитоза вызвано значительным сокращением (в 3-4 раза) 
содержания биогенного амина серотонина. Показано, что в условиях фи-
зиологических значений от 1 до 10 µM серотонин активизирует фагоцитоз 
опсонизированных Staphylococcus aureus полиморфноядерными клетками 
человека [21]. С другой стороны, при взаимодействии серотонина с 5-HT2 
рецепторами лимфоцитов, усиливается транслокация NF-кВ в ядре и запу-
скается пролиферация этих клеток на фоне повышения уровня экспозиции 
рецепторов к интерлейкину 2 (IL-2Rα) [6, 24]. Таким образом, под влияни-
ем серотонина увеличивается выживаемость Т- и В-лимфоцитов, уровень 
их пролиферативной активности на фоне закономерного снижения показа-
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теля гибели данных клеток. В нашей работе низкое содержание серотони-
на сочетается с повышением активности некроза и апоптоза лимфоцитов, 
что вполне согласуется с приведенными литературными данными.

При изучении влияния цитокинов на уровень гибели лимфоцитов, нами 
выявлено антинекротическое и антиапоптотическое действие IFN-γ и IL-6 
(в пределах своих нормативных значений). Вероятно, это происходит в ре-
зультате снижения активации транскрипционного фактора STAT-1 и роста 
концентрации регуляторного фактора интерферона IRF-1 в клетке на фоне 
сокращения локализации рецепторов IFN-γR2 на поверхности клеточной 
мембраны [8]. IL-6, в свою очередь, повышает жизнеспособность лимфо-
цитов посредством активизации сигнального пути gp130-STAT3 [7, 21].

Заключение
Таким образом, некротическая гибель лимфоцитов в пределах физио-

логических границ в отличие от апоптоза повышает активность иммунных 
реакций на фоне снижения содержания циркулирующих полиморфноядер-
ных гранулоцитов, активности их фагоцитоза, концентраций IFN-γ и IL-6, 
а также серотонина. Некротическая смерть лимфоцитов ассоциирована с 
увеличением уровня апоптоза этих клеток и не взаимосвязана с цитоток-
сичностью Т-лимфоцитов и натуральных киллеров. Некрозу и апоптозу 
подвергаются преимущественно зрелые В-клетки с рецепторами к IgE и 
белкам главного комплекса гистосовместимости класса II.

Работа выполнена в рамках программы фундаментальных научных 
исследований по теме лаборатории экологической иммунологии Инсти-
тута физиологии природных адаптаций ФГБУН ФИЦКИА УрО РАН № 
гос. регистрации АААА-А17-117033010124-7.
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