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Резюме

За счет особенностей субпопуляционного состава фолликулярных Т-хелперов (Tfh) и В-лимфоцитов формиру-
ются иммунные взаимосвязи, вовлекаемые в широкий спектр иммунопатологических состояния, включая анки-
лозирующий спондилит (АС). Экспрессия антигена HLA-B27 может изменять реактивность клеток иммунной 
системы и, соответственно, их взаимодействие и участие в иммунопатогенезе АС. Целью данного исследования 
явилось изучение особенностей субпопуляционного состава Tfh и В-клеток у HLA-В27-позитивных и негатив-
ных больных АС. Материал и методы. Обследовано 66 пациентов (17 женщин и 49 мужчин) в возрасте 20–58 
лет с диагнозом АС. Молекулярно-генетическое исследование экспрессии HLA-B27 осуществляли методом ко-
личественной ПЦР с детекцией в режиме реального времени. Субпопуляционный состав Tfh и В-клеток опре-
деляли методом проточной цитометрии. Результаты. У всех больных АС отмечается повышение количества в 
крови Tfh2. У HLA-B27-позитивных пациентов снижается количество Tfh1, но увеличивается уровень Tfh17. 
Изменения в субпопуляционном составе В-лимфоцитов, обнаруженные только у лиц с HLA-B27-позитивной 
формой заболевания, проявляются преимущественно в виде дисбаланса в распределении содержания В-клеток 
памяти. У HLA-B27-негативных больных АС выявляются только отрицательные корреляционные связи коли-
чества Tfh1 и Tfh17 с числом «дважды негативных» В-клеток и предшественников плазмобластов. При HLA-
B27-позитивной форме заболевания наблюдается зависимость между количеством Tfh1 и долей «наивных» и 
«активированных наивных» В-клеток, между числом Tfh2 и фракций В-клеток памяти. CCR6+ Tfh и Tfh17 ока-
зывают положительное регуляторное влияние на предшественники плазмобластов. Заключение. Независимо 
от носительства гена HLA-B27 у больных АС субпопуляционный состав Tfh характеризует доминирование в 
иммунопатогенезе АС направленности регуляторного влияния фолликулярных Т-хелперов на В-лимфоциты. У 
HLA-B27-позитивных больных также выявляется высокий уровень Tfh17. Взаимосвязи у HLA-B27-негативных 
больных АС между субпопуляциями Tfh и В-клеток характеризуют наличие процессов, направленных на инги-
бирование В-клеток. При HLA-B27-позитивном АС влияние Tfh1 направлено на угнетение В-клеточного имму-
нитета, тогда как Tfh2 и Tfh17 стимулируют В-клеточные механизмы.
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Abstract

Immune relationships involved in a wide range of immunopathological conditions, including ankylosing spondylitis 
(AS), are formed due to the characteristics of the subset composition of follicular T helper cells (Tfh) and B lymphocytes. 
Expression of the HLA-B27 antigen can change the reactivity of cells of the immune system and, accordingly, their 
interaction and participation in the immunopathogenesis of AS. The aim of this study was to investigate the characteristics 
of the subset composition of Tfh and B cells in HLA-B27-positive and negative patients with AS. Material and 
methods. 66 patients (17 women and 49 men) aged 20–58 years with a diagnosis of AS were examined. Molecular 
genetic research on HLA-B27 expression was carried out using the quantitative PCR method with real-time detection. 
The subset composition of Tfh and B cells was studied using flow cytometry. Results. An increase in the amount of Tfh2 
in the blood is observed in all patients with AS. The number of Tfh1 was reduced in HLA-B27-positive AS patients, 
but Tfh17 cell content was increased. Changes in the subset composition of B lymphocytes, which were found only in 
patients with an HLA-B27-positive form of the disease, manifest themselves primarily as an imbalance in the distribution 
of B cell memory. Only negative correlations of Tfh1 and Tfh17 content with “double-negative” B cell and plasmablast 
precursors percentage are detected in HLA-B27-negative AS patients. Tfh1 cell number correlate negatively with naïve 
and activated naïve B cell content in HLA-B27-positive disease, Tfh2 cell percentage – with memory B cell fraction 
number. CCR6+ Tfh and Tfh17 have positive regulatory effects on plasmablast precursors. Conclusions. The subset 
composition of Tfh characterizes the dominance in the immunopathogenesis of AS of the direction of the regulatory 
influence of follicular T helper cells on B lymphocytes regardless of the carriage of the HLA-B27 gene in AS patients. 
High levels of Tfh type 17 are also detected in HLA-B27-positive patients. The relationships between the subsets of Tfh 
and B cells in HLA-B27-negative AS patients characterize the presence of processes aimed at inhibiting B cells. The 
influence of Tfh1 is aimed at suppression of B-cell immunity in HLA-B27-positive AS while Tfh2 and Tfh17 stimulate 
B-cell mechanisms.
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Введение
Анкилозирующий спондилит (АС) – хрониче-

ское воспалительное заболевание из группы спон-
дилоартритов, характеризующееся обязательным 
поражением крестцово-подвздошных суставов и/
или позвоночника с потенциальным исходом их в 
анкилоз, с частым вовлечением в патологический 

процесс энтезисов и периферических суставов 
[1]. В связи с выраженной ассоциацией (до 95 % 
больных) с антигеном HLA-B27 (поверхностный 
антиген класса I, кодируемый локусом В главного 
комплекса гистосовместимости) АС относится к 
болезням с наследственной предрасположенно-
стью, его развитие обусловлено генетическими и 
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средовыми факторами [2–4]. Несмотря на то что 
роль HLA-B27 антигена в развитии АС до сих 
пор полностью не установлена, охарактеризова-
но участие данной молекулы в презентировании 
эндогенных пептидов Т-лимфоцитам [5, 6]. Уста-
новлено взаимодействие антигенов HLA-B27 
с киллерными иммуноглобулинподобными ре-
цепторами (killer immunoglobulin-like receptors, 
KIR) [5]. В работе J.A. Smith et al. показано, что 
тяжелые цепи антигена HLA-B27 димеризуются 
через дисульфидные связи в эндоплазматическом 
ретикулуме, вызывая развитие внутриклеточного 
стресса и стимулируя выброс провоспалитель-
ных цитокинов, включая ФНО-α, ИЛ-23, ИЛ-17 
[7]. Тем самым определяется основной механизм 
развития АС – увеличение концентрации ИЛ-23 
и ИЛ-17, которые, в свою очередь, стимулируют 
эффекторные клетки к избыточной продукции 
ФНО-α, что индуцирует развитие воспаления в 
суставах [5]. В целом можно заключить, что экс-
прессия антигена HLA-B27 изменяет функцию 
клеток иммунной системы и нарушает механиз-
мы цитокиновой регуляции.

На сегодняшний день АС определяется как 
иммуновоспалительное заболевание с вовле-
чением широкого спектра клеток врожденного 
(нейтрофилы, моноциты/макрофаги, врожденные 
лимфоидные клетки) и адаптивного иммунитета 
(Т- и В-лимфоциты). При этом большинство ис-
следований посвящено роли различных субпопу-
ляций Т-лимфоцитов в иммунопатогенезе АС [8, 
9]. Особенности механизмов гуморального имму-
нитета и в том числе роль В-лимфоцитов при АС 
изучены значительно слабее, что, по-видимому, 
связано с отсутствием типичных аутоантител при 
данном заболевании. Однако установлено, что у 
больных АС выявляются инфильтраты В-клеток 
в пораженных суставах, а также меняется суб-
популяционный состав В-лимфоцитов в кро-
ви [10, 11]. При этом активность В-клеточного 
иммунитета во многом определяется именно 
Т-лимфоцитами, прежде всего фолликулярными 
Т-хелперами (Tfh), т.е. клетками, специализиру-
ющимися на регуляции созревания и реализации 
функции В-лимфоцитов [12, 13]. 

Таким образом, целью данного исследования 
явилось изучение особенностей субпопуляцион-
ного состава Tfh и В-клеток в зависимости от на-
личия HLA-В27 у больных АС.

Материал и методы
В исследование включено 66 пациентов (17 

женщин и 49 мужчин) в возрасте 20–58 лет (40,0 
[33,0; 49,0] года, медиана [нижняя квартиль; 
верхняя квартиль]) с диагнозом АС, получавших 

лечение в ревматологическом центре Краснояр-
ской межрайонной клинической больницы № 20 
имени И.С. Берзона. Диагноз АС устанавливался 
на основании модифицированных Нью-Йоркских 
критериев [14]. Критериями исключения было 
наличие других заболеваний группы спондило-
артритов, остеоартрита, острых и хронических 
заболеваний в стадии обострения, заболеваний 
крови и онкологических заболеваний, других 
клинически значимых состояний, могущих по-
влиять на результаты исследования. Активность 
заболевания оценивалась с помощью индексов 
BASDAI и ASDAS, с использованием СОЭ и 
уровня СРБ, согласно текущей номенклатуре, ут-
вержденной Международным обществом оценки 
спондилоартрита (Assessment of SpondyloArthritis 
International Society, ASAS) [15]. Молекулярно-
генетическое исследование экспрессии HLA-B27 
осуществляли методом количественной ПЦР 
с детекцией в режиме реального времени с ис-
пользованием набора реагентов «HLA-B27» 
(ДНК-Технология, Москва) на амплификаторах 
LightCycler® 96 (Roche, Германия) и Rotor-Gene 
6000 (Corbett Research, Австралия) согласно ин-
струкции производителя. В зависимости от ре-
зультатов ПЦР-анализа все больные АС были 
разделены на две группы: HLA-B27-негативные 
(7 женщин и 12 мужчин) и HLA-B27-позитивные 
(10 женщин и 37 мужчин). 24 больных АС полу-
чали ингибиторы ФНО-α (адалимумаб – 6 паци-
ентов, инфликсимаб – 14, этанерцепт – 3, голиму-
маб – 1), 15 – ингибиторы ИЛ-17 (секукинумаб – 8 
человек, нетакимаб - 7). Все препараты исполь-
зовались в рекомендованных дозировках и крат-
ности введений, длительность генно-инженерной 
биологической терапии составила 1,5 [1,0; 4,5] 
года. В группе пациентов, получавших традици-
онную терапию, использовались нестероидные 
противовоспалительные препараты – 27 человек 
(100 %), глюкокортикоиды – 19 (66,7 %), сульфа-
салазин – 15 (33,3 %), метотрексат – 4 (14,8 %). В 
качестве контроля обследовано 45 здоровых че-
ловек (15 женщин и 30 мужчин) в возрасте 18–57 
лет (39,0 [27,0; 47,0] года). Протокол исследова-
ния одобрен этическим комитетом Красноярско-
го государственного медицинского университета 
(протокол № 87/2018 от 14.12.2018). Исследова-
ние проводилось в соответствии с Хельсинкской 
декларацией и согласовывалось с применяемыми 
рекомендациями по надлежащей клинической 
практике, на участие в нем от всех участников 
получено письменное согласие. 

Исследование субпопуляционного состава 
Tfh и В-клеток осуществляли методом проточ-
ной цитометрии. Для выявления Т-хелперов ис-
пользовали антитела против CD3 (клон UCHT1) 
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и CD4 (клон 13B8.2). Для определения субпо-
пуляционного состава Tfh на общих Т-хелперах 
при помощи моноклональных антител анализи-
ровали уровень экспрессии следующих хемоки-
новых рецепторов: CCR6 (CD196, клон G034E3), 
CXCR3 (CD183, клон G025H7) и CXCR5 (CD185, 
клон J252D4). Для выявления популяции 
В-лимфоцитов использовали антитела против 
CD45 (клон J33, кат. № A96416) и CD19 (клон J3-
119, кат. № A94681), конъюгированные с Krome 
Orange и APC-AlexaFluor750 соответственно. 
Алгоритмы выявления основных популяций кле-
ток детально описаны ранее [16]. Для анализа 
распределения В-лимфоцитов по основным суб-
популяциям применяли антитела против поверх-
ностных IgD (клон IA6-2, кат. № B30652), CD38 
(клон LS198-4-3, кат. № A07779) и CD27 (клон 
1A4CD27, кат. № A54823), конъюгированные с 
FITC, PE и PC7 соответственно (Beckman Coulter 
Inc., США). Окраску антителами производили в 
соответствии с рекомендациями производителя. 
Эритроциты из образцов удаляли при помощи 
коммерческого лизирующего раствора VersaLyse 
(кат. № A09777, Beckman Coulter Inc.), к 975 мкл 
которого ex tempore добавляли 25 мкл фиксиру-
ющего раствора IOTest 3 Fixative Solution (кат. 
№ A07800, Beckman Coulter Inc.). По завершении 
инкубирования образцы однократно отмывали 
от не связавшихся антител избытком забуфе-
ренного фосфатами физиологического раство-
ра (7 мин, 330 g), а полученный клеточный оса-
док ресуспендировали в 200 мкл забуференного 
фосфатами физиологического раствора, содер-
жавшего 2 % нейтрального параформальдегида 
(кат. № HT5011, Sigma-Aldrich, США). Образцы 
анализировали при помощи проточного цито-
флуориметра Navios (Beckman Coulter Inc.) Цен-
тра коллективного пользования Красноярского 
научного центра СО РАН, оснащенного тремя ла-
зерами с длинами волн излучения 405, 488 и 638 
нм. В каждом образце анализировалось не менее 
5000 клеток, «тактика» гейтирования клеток опи-
сана ранее [17].

Непрерывные переменные представлены в 
виде медианы и межквартильных интервалов (Ме 
[Q1; Q3]), номинальные данные – в виде абсолют-
ных величин и относительных частот объектов 
исследования (n, %), для оценки различий между 
группами использовали соответственно критерий 
Манна – Уитни и точный критерий Фишера. Для 
исследования силы взаимосвязей показателей 
вычисляли коэффициент ранговой корреляции 
по Спирмену. Критический уровень значимости 
нулевой статистической гипотезы (р) принимали 
равным 0,05.

Результаты
При оценке клинико-лабораторных пара-

метров больных АС выявлено некоторое сни-
жение уровня тромбоцитов крови у HLA-В27-
позитивных пациентов, не выходившее за 
пределы референсных значений. Остальные кли-
нические и лабораторные показатели у больных 
АС в зависимости от наличия или отсутствия 
HLA-B27-антигена не различались (табл. 1).

Для определения содержания Tfh в составе 
Т-хелперов исследовано относительное и абсолют-
ное количество CD3+CD4+-клеток в крови у боль-
ных АС. Различий в содержании данной субпопу-
ляции Т-лимфоцитов у больных АС в зависимости 
от наличия или отсутствия HLA-B27-антигена не 
обнаружено (табл. 2). Число Tfh в крови обследу-
емых оценивали по количеству Т-хелперов, экс-
прессирующих CXCR5+-антиген – хемокиновый 
рецептор, обеспечивающий миграцию в герми-
нативный центр лимфатических узлов [12, 13]. 
Доля общих Tfh у больных АС в зависимости от 
наличия или отсутствия HLA-B27-антигена так-
же не различалась. При исследовании субпопу-
ляционного состава Tfh установлено, что неза-
висимо от наличия HLA-B27-антигена у больных 
АС повышена доля CXCR5+CXCR3-CCR6-- и 
CXCR3+-клеток относительно контрольных зна-
чений. Только у HLA-В27-негативных больных 
уровень CXCR5+CXCR3+CCR6+-клеток меньше, 
чем у лиц контрольной группы; только у HLA-
В27-позитивных больных АС относительно кон-
трольного уровня и значений, выявленных у 
HLA-В27-негативных пациентов, снижено содер-
жание CXCR5+CXCR3+CCR6--клеток и увели-
чено количество CXCR5+CXCR3-CCR6+-клеток. 
Кроме того, у HLA-В27-позитивных больных со-
держание CCR6+-клеток больше, чем у HLA-В27-
негативных.

При исследовании содержания В-лимфоцитов 
обнаружено, что у HLA-В27-позитивных боль-
ных АС относительное количество CD19+-клеток 
меньше, чем у HLA-В27-негативных (табл. 3). 
Дальнейшее исследование субпопуляционного 
состава В-клеток было проведено с помощью 
анализа различных комбинаций поверхностных 
молекул клеток.

Окраска антителами против IgD и CD38 по-
зволяла выделить следующие субпопуляции 
В-клеток: «наивные» Bm1-клетки с фенотипом 
IgDdimCD38low, «активированные наивные» Bm2 
клетки (IgDdimCD38dim), Bm2’ – клетки-предше-
ственники герминального центра (IgDdimCD38hi), 
общая субпопуляция, включающая в себя цен-
тробласты и центроциты – клетки Bm3+Bm4 
(IgDlowCD38hi), «ранние» клетки памяти eBm5 
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(IgD-CD38dim) и покоящиеся клетки памяти Bm5 
(IgD-CD38-) [17]. Обнаружено, что только у HLA-
В27-позитивных больных АС в крови повышено 
относительное количество «наивных» В-клеток и 
суммарной фракции цетробластов и центроцитов, 
но при снижении содержания «активированных 
наивных» и «ранних» клеток памяти (см. табл. 3).

На следующем этапе было выделено не-
сколько субпопуляций В-клеток памяти. Окраска 
антителами против поверхностных молекул IgD 
и CD27 позволяла отделить группу «наивных» 
клеток с фенотипом IgD+CD27- от трех разновид-
ностей клеток памяти – с «непереключенным» 
(«unswitched» IgDdimCD27dim) и «переключен-

Таблица 1. Клиническая характеристика больных АС

Table 1. Clinical characteristics of patients with AS

Показатель HLA-B27-негативные 
больные

HLA-B27-позитивные 
больные

р

Возраст, лет 40 (34–44) 40 (33–49) 0,399
Пол, женщины/мужчины, n (%) 7 (36,8 %) / 12 (63,2 %) 10 (21,3 %) / 37 (78,7 %) 0,222
Без генно-инженерной биологической 
терапии, n (%) 10 (52,6 %) 17 (36,2 %) 0,098

Терапия ингибиторами ФНО-α, n (%) 5 (26,3 %) 19 (40,4 %) 0,398
Терапия ингибиторами ИЛ-17, n (%) 4 (21,1 %) 11 (23,4 %) 1,000
Наличие внескелетных проявлений, n (%) 11 (57,9 %) 17 (36,2 %) 0,168
BASDAI 2,0 [1,0; 2,2] 2,0 [1,0; 3,9] 0,619
ASDAS-CРБ 1,4 [1,3; 1,8] 1,8 [1,3; 2,5] 0,363
BASFI 1,0 [0,5; 2,0] 2,6 [1,0; 3,9] 0,127
BASFI>4, n (%) 2 [10,5 %] 9 [19,1 %] 0,489
Содержание лейкоцитов, 109/л 6,74 [4,98; 8,28] 7,72 [6,26; 9,15] 0,284
Содержание тромбоцитов, 109/л 331,0 [305,0; 347,0] 267,0 [224,0; 318,0] 0,032
Содержание эритроцитов, 1012/л 4,22 [4,14; 5,20] 4,87 [4,53; 5,13] 0,087
Содержание гемоглобина, г/л 13,50 [11,90; 15,20] 14,10 [13,30; 15,30] 0,193
Содержание СРБ, мг/л 2,80 [1,40; 3,80] 2,65 [1,15; 10,55] 0,702
СОЭ, мм/ч 5,0 [4,0; 11,0] 6,0 [4,0; 10,0] 0,988

Таблица 2. Субпопуляционный состав фолликулярных Т-хелперов 

Table 2. Subset composition of follicular T-helpers

Содержание субпопуляции Контроль
(1)

HLA-B27-негативные 
больные (2)

HLA-B27-позитивные 
больные (3)

CD3+CD4+, % 47,8 [44,9; 52,7] 43,3 [40,9; 45,3] 47,8 [40,2; 51,6]
CD3+CD4+, клеток/мкл 775,7 [676,0; 1053,2] 1191,0 [794,3; 1311,8] 961,1 [708,9; 1185,7]
CXCR5+ Tfh, % 9,60 [7,58; 11,73] 8,82 [5,92; 13,2] 9,48 [7,74; 12,68]

CXCR5+CXCR3+CCR6-, % 30,87 [25,29; 34,92] 27,82 [24,49; 29,74]
22,44 [19,71; 25,62]

p1 < 0,001
p2 = 0,043

CXCR5+CXCR3-CCR6-, % 23,63 [19,99; 28,35] 33,76 [31,18; 34,77]
p1 < 0,001

27,32 [22,95; 34,38]
p1 = 0,010

CXCR5+CXCR3-CCR6+, % 30,45 [25,85; 34,96] 30,52 [26,73; 32,49]
35,80 [32,36; 40,26]

p1 < 0,001
p2 = 0,015

CXCR5+CXCR3+CCR6+, % 13,19 [10,72; 16,61] 11,03 [9,14; 11,63]
p1 = 0,020 12,52 [10,02; 14,28]

CCR6+ Tfh, % 44,81 [39,61; 50,81] 39,63 [36,14; 44,33] 47,54 [43,33; 54,70]
p2 = 0,016

CXCR3+ Tfh, % 44,49 [40,80; 49,39] 36,42 [35,75; 39,90]
p1 = 0,004

35,68 [30,03; 39,26]
p1 < 0,001

Примечание. Доля CXCR5+ Tfh представлена от общего количества Т-хелперов, доля субпопуляций Tfh – от общего 
количество Tfh.
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Таблица 3. Субпопуляционный состав В-клеток

Table 3. Subset composition of B cells

Содержание 
субпопуляции

Контроль,
n = 40 (1)

HLA-B27-негативные 
больные,
n = 9 (2)

HLA-B27-позитивные 
больные,
n = 47 (3)

CD19+-клетки, 109/л 0,23 [0,19; 0,38] 0,31 [0,19; 0,41] 0,24 (0,13–0,29)

CD19+-клетки, % 11,4 [9,6; 15,2] 15,3 [10,8; 20,4] 11,6 (7,1–14,6)
p2=0,035

Классификация на основе экспрессии IgD и CD38

IgDdimCD38low, % 12,71 [10,20; 16,11] 16,79 [10,30; 18,62] 17,26 (12,82–23,48)
p1=0,002

IgDdimCD38dim, % 56,79 [51,54; 61,93] 50,64 [41,71; 57,26] 50,58 (41,23–57,82)
p1=0,003

IgDdimCD38hi, % 8,51 [6,65; 10,10] 10,00 [6,63; 14,05] 7,85 (4,22–12,01)

IgDlowCD38hi, % 1,02 [0,69; 1,43] 1,11 [0,74; 1,99] 1,47 (0,75–2,15)
p1=0,034

IgD-CD38dim, % 9,01 [7,24; 14,21] 12,69 [4,71; 16,86] 7,99 (6,23–12,02)
p1=0,023

IgD-CD38-, % 8,57 [6,12; 11,04] 8,62 [7,42; 11,85] 11,66 (7,51–15,16)
Классификация на основе экспрессии IgD и CD27

IgD+CD27-, % 67,22 [53,40; 74,04] 63,66 [55,02; 73,69] 61,84 (52,53–58,81)
IgD-CD27hi, % 0,14 [0,09; 0,27] 0,13 [0,08; 0,33] 0,20 (0,08–0,43)

IgDdimCD27dim, % 13,85 [10,98; 18,00] 15,64 [10,48; 16,03] 16,62 (12,8–23,33)
p1=0,044

IgDlowCD27dim, % 14,82 [11,82; 20,80] 17,86 [10,39; 24,99] 17,00 (10,86–22,31)

IgD-CD27-, % 3,94 [2,80; 5,21] 4,09 [2,96; 7,00] 4,88 (3,39–6,66)
p1=0,033

Классификация на основе экспрессии CD27 и CD38
CD27-CD38-, % 6,75 [4,59; 9,74] 6,94 [5,57; 8,36] 7,20 (5,32–10,66)
CD27-CD38+, % 51,98 [47,25; 58,44] 52,47 [44,98; 54,16] 46,94 (40,36–56,08)

CD27-CD38++, % 7,74 [4,98; 11,59] 7,63 [3,67; 11,24] 4,93 (2,73–9,59)
p1=0,039

CD27++CD38++, % 0,17 [0,10; 0,26] 0,22 [0,16; 0,30] 0,23 (0,12–0,36)

CD27+CD38-, % 15,87 [10,47; 20,75] 15,09 [14,39; 19,43] 21,53 (13,60–28,27)
p1=0,009

CD27+CD38+, % 14,31 [11,11; 21,82] 14,59 [12,56; 24,34] 14,35 (11,40–20,55)
Классификация на основе экспрессии CD27 и CD5

CD27-CD5+, % 17,00 [11,21; 23,97] 14,25 [7,75; 20,29] 12,41 (5,90–20,02)
p1=0,035

CD27+CD5+, % 2,22 [1,50; 3,69] 3,30 [2,70; 3,80] 3,17 (2,40–4,26)
p1=0,010

CD27-CD5-, % 50,28 [43,47; 58,50] 53,97 [50,44; 57,18] 51,16 (43,74–58,59)
CD27+CD5-, % 27,94 [18,92; 35,73] 24,88 [20,01; 37,81] 31,54 (23,13–38,41)

ным» классом синтезируемых антител («class-
switched» memory cells, IgDlowCD27dim), «дважды 
негативные» клетки памяти (IgD–CD27–), а так-
же циркулирующие клетки-предшественники 
плазмобластов с фенотипом IgD–CD27hi [19]. 
При исследовании субпопуляционного состава 
В-лимфоцитов в крови у больных АС по экспрес-
сии молекул IgD и CD27 обнаружено, что только 
у HLA-В27-позитивных пациентов повышается 
количество В-клеток памяти с «непереключен-

ным» классом синтезируемых антител и «дважды 
негативных».

Для более точного выявления циркулирую-
щих предшественников плазматических клеток 
(плазмобластов) был применен алгоритм ана-
лиза, основанный на оценке уровня экспрессии 
CD38 и CD27 [17]. Помимо плазмобластов с фе-
нотипом CD27++CD38++ данный подход позволял 
выделить еще пять субпопуляций В-клеток пери-
ферической крови: «транзиторные», или переход-
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ные, В-клетки (CD27−CD38++), зрелые «наивные» 
клетки (CD27−CD38+), зрелые активированные 
клетки (CD27+CD38+), покоящиеся клетки памяти 
(CD27+CD38−) и «дважды негативные» В-клетки 
(CD27–CD38–). Установлено, что у HLA-В27-
позитивных больных АС в крови содержание 
переходных В-клеток меньше, а покоящихся 
В-клеток памяти больше, чем у лиц контрольной 
группы.

С помощью анализа экспрессии рецепторов 
CD27 и CD5 общую популяцию В-лимфоцитов 
можно разделить на четыре субпопуляции: 
В1-клетки (CD27-CD5+), В1-клетки памяти 
(CD27+CD5+), «наивные» В2-клетки (CD27-CD5-), 
В2-клетки памяти (CD27+CD5-). Обнаружено, что 
у HLA-В27-позитивных больных АС в перифери-
ческой крови снижено количество В1-клеток, но 
повышено содержание В1-клеток памяти.

Взаимосвязь между показателями субпо-
пуляционного состава Tfh и В-клеток иссле-
довали с помощью корреляционного анализа. 
Обнаружено, что у лиц контрольной группы за-
висимость между указанными показателями от-
сутствует. У HLA-B27-негативных пациентов 
с АС доля Tfh CXCR5+CXCR3-CCR6+ отрица-
тельно связана с уровнем В-клеток IgD-CD27hi 
(r = -0,71, р = 0,047), а относительное содержание 
CD27-CD38--клеток негативно коррелирует с ко-
личеством Tfh CXCR5+CXCR3+CCR6- (r = -0,76, 
р = 0,028) и CXCR3+ (r = -0,71, р = 0,047). У 
HLA-B27-позитивных больных АС выявляется 
значительно большее количество корреляцион-
ных связей: доля Tfh CXCR3+ отрицательно кор-
релирует с количеством В-клеток с фенотипом 
IgDdimCD38dim (r = -0,43, р = 0,005) и CD27-CD38+ 
(r = -0,39, р = 0,012); содержание Tfh CXCR6+ 
положительно связано с уровнем В-лимфоцитов 
CD27++CD38++ (r = 0,41, р = 0,009); количество 
Tfh CXCR5+CXCR3+CCR6- отрицательно корре-
лирует с долей В-клеток IgDdimCD38dim (r = -0,35, 
р = 0,025) и CD27-CD38+ (r = -0,31, р = 0,049); 
относительное содержание Tfh CXCR5+CX-
CR3-CCR6- отрицательно связано с количеством 
В-лимфоцитов IgD-CD38- (r = -0,38, р = 0,015), 
IgD-CD27hi (r = -0,52, р = 0,001) и IgDlowCD27dim 
(r = -0,35, р = 0,026); доля Tfh CXCR5+CX-
CR3-CCR6+ положительно коррелирует с уров-
нем В-клеток с фенотипом IgD-CD27hi (r = 0,45, 
р = 0,004) и CD27++CD38++ (r = 0,43, р = 0,006). 

Обсуждение
CXCR5+Т-хелперы определяются как Tfh - 

ключевые клетки в иммунной системе, регули-
рующие формирование гуморального иммуните-
та, опосредованного В-лимфоцитами. Рецептор 

CXCR5 (CD185), который относится к суперсе-
мейству рецепторов хемокина CXCL13, связан-
ных с G-белком, участвует в миграции и диффе-
ренцировке В-лимфоцитов [11, 12]. Кроме того, 
к функциям Tfh относится стимуляция переклю-
чения классов синтезируемых антител, пролифе-
рация и выживание активированных В-клеток во 
вторичных лимфоидных органах [16]. Исходя из 
экспрессии CXCR3 (CD183, для которого опреде-
лены три лиганда: CXCL9, CXCL10 и CXCL10) 
и CCR6-рецепторов (CD196, лигандом является 
CCL20 – макрофагальный воспалительный белок 
3α) осуществляется деление общей фракции Tfh 
на ряд субпопуляций. Tfh-клетки, экспрессиру-
ющие рецептор CXCR3 и не экспрессирующие 
CCR6-антиген, определяются как Tfh1, кото-
рые в ответ на антиген способны продуцировать 
интерферон-γ, но не стимулируют синтез имму-
ноглобулинов «наивными» В-лимфоцитами in 
vitro [12, 19]. CXCR5-позитивные Т-хелперы, не 
экспрессирующие рецепторы CXCR3 и CCR6, 
относятся к Tfh2. В процессе реализации функ-
циональной активности клетки данной субпопу-
ляции синтезируют ИЛ-4, ИЛ-5 и ИЛ-13, а также 
стимулируют продукцию всех классов Ig при ин-
кубации in vitro с «наивными» В-клетками [20]. 
CXCR5+Т-хелперы, не экспрессирующие рецеп-
тор CXCR3 и несущие CCR6-антиген, представ-
ляют собой субпопуляцию Tfh17, при активации 
синтезируют ИЛ-17А и ИЛ-22, в условиях in vitro 
стимулируют синтез Ig «наивными» В-клетками 
(за исключением IgE) [20]. Также в настоящее 
время выделяется фракция Tfh, экспрессирую-
щая CXCR3 и CCR6, клетки данной субпопуля-
ции определяются как «дважды положительные» 
Tfh (DP Tfh), их функция еще не охарактеризова-
на [17].

У всех больных АС отмечается повышение 
количества в крови Tfh2, что сопровождается сни-
жением относительного содержания Tfh CXCR3+. 
Только у HLA-B27-негативных пациентов в крови 
снижается уровень DP Tfh. В то же время только 
у HLA-B27-позитивных больных АС количество 
Tfh1 уменьшается при увеличении уровня Tfh17. 
Соответственно, у данной категории пациентов 
выявляется повышение относительного содержа-
ния CCR6+ Tfh. Таким образом, изменение субпо-
пуляционного состава Tfh у больных АС характе-
ризует повышение роли клеток, стимулирующих 
гуморальный иммунитет, тогда как при HLA-B27-
позитивном варианте заболевания также возрас-
тает значимость клеток регуляторной оси IL-23/
IL-17. Необходимо отметить, что ранее, оценивая 
состав T-хелперов крови при данном заболевании, 
мы обнаружили подобные результаты [9].
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Анализ содержания В-лимфоцитов в крови у 
больных АС показал наличие изменений только 
у пациентов, позитивных по HLA-B27, которые 
проявляются в виде понижения доли В-клеток 
в крови по сравнению с величиной показате-
ля пациентов с HLA-B27-негативным статусом, 
и в нарушениях субпопуляционного состава 
В-лимфоцитов. Так, исходя из экспрессии молекул 
IgD, CD5, CD27 и CD38, у HLA-B27-позитивных 
больных АС наблюдаются изменения в содер-
жании различных субпопуляций уже на уровне 
антиген-независимой стадии развития В-клеток – 
увеличение количества «наивных» с фенотипом 
IgDdimCD38low. Именно В-лимфоциты с данным 
фенотипом выходят в кровоток из костного моз-
га [11, 21]. Однако количество «активированных 
наивных» B-лимфоцитов (IgDdimCD38dim) у боль-
ных АС снижается. Данная фракция В-клеток 
формируется сразу после активации специфиче-
скими антигенами и мигрирует в В-зависимые 
зоны периферических лимфоидных органов [16, 
21]. Количество переходных В-клеток с феноти-
пом CD27−CD38++, которые являются промежу-
точными между фракциями «наивных» и «активи-
рованных наивных» В-лимфоцитов, также было 
снижено [17]. Можно предположить, что уровень 
«активированных наивных» B-лимфоцитов сни-
жается в крови у HLA-B27-позитивных больных 
АС в связи с ускоренной миграцией клеток в лим-
фоидные органы, так как количество В-клеток с 
фенотипом IgDlowCD38hi возрастает. Данная суб-
популяция В-лимфоцитов определяется как цен-
тробласты и центроциты, которые формируются 
в зародышевом центре, и из части центроцитов 
дифференцируются В-клетки памяти [17, 21].

При HLA-B27-позитивной форме АС на-
блюдается дисбаланс в распределении содер-
жания В-клеток памяти: снижение количества 
«ранних» В-лимфоцитов памяти (IgD-CD38dim) 
при повышении уровня В-клеток памяти с «не-
переключенным» классом синтезируемых анти-
тел (IgDdimCD27dim) и покоящихся клеток памяти 
(CD27+CD38−). Так как фракция В-клеток памяти 
с «непереключенным» классом синтезируемых 
антител также рассматривается как покоящие-
ся клетки памяти [17], можно заключить, что у 
HLA-B27-позитивных больных АС наблюдается 
более быстрое созревание В-лимфоцитов и, со-
ответственно, накопление до уровня покоящихся 
клеток памяти, готовых быстро инициироваться в 
развитие иммунного ответа. В крови таких паци-
ентов также увеличивается количество «дважды 
негативных» В-лимфоцитов памяти (IgD–CD27–). 
В настоящее время данные клетки характери-
зуются как предшественники, секретирующие 
антитела с переключенным изотипом, уровень 

которых возрастает на фоне иммунного истоще-
ния [22]. Следовательно, повышение количества 
«дважды негативных» В-лимфоцитов памяти так-
же подтверждает активное участие В-клеточного 
иммунитета в иммунопатогенезе HLA-B27-
позитивного АС. Снижение в крови у HLA-
B27-позитивных больных АС уровня В1-клеток 
(CD27-CD5+) и накопление В1-клеток памяти 
(CD27+CD5+) может характеризовать компенса-
торную реакцию, направленную на супрессию 
аутоиммунных реакций при АС (В1-лимфоциты 
осуществляют синтез низкоаффинных IgM и IgA 
и характеризуются как регуляторные В-клетки, 
ингибирующие функциональную активность Т- 
и В-лимфоцитов) [11, 21].

При исследовании взаимосвязей между числен-
ностью субпопуляций Tfh и В-клеток установлено, 
что у HLA-B27-негативных больных АС выявля-
ются только отрицательные корреляции, при этом 
в системе взаимосвязей участвуют Tfh1 и Tfh17, 
с одной стороны, и В-лимфоциты зародышевого 
центра («дважды негативные» В-клетки и пред-
шественники плазмобластов), с другой. Следова-
тельно, регуляторные взаимосвязи между субпопу-
ляциями Tfh и В-клеток при HLA-B27-негативном 
АС реализуются преимущественно в ингибирова-
нии Tfh1 и Tfh17 реакций В-клеточного иммуни-
тета. При этом необходимо отметить, что ведущим 
механизмом в иммунопатогенезе АС является ре-
гулирующая ось IL-23/IL-17, стимулирующая эф-
фекторные клетки к избыточной продукции цито-
кинов, которые преимущественно синтезируются 
Т-хелперами 1 и 17 типа [23].

У HLA-B27-позитивных больных АС об-
наружены и отрицательные, и положительные 
корреляционные связи между численностью 
субпопуляций Tfh и В-клеток. Отрицательным 
регуляторным влиянием при данном вариан-
те заболевания обладают Tfh1 и Tfh CXCR3+ 
на зрелые «наивные» (CD27-CD38+) и «активи-
рованные наивные» (IgDdimCD38dim) В-клетки, 
а также Tfh2 – на «покоящиеся» клетки памяти 
(IgD-CD38-), клетки памяти с переключенным 
классом синтезируемых антител (IgDlowCD27dim) 
и предшественники плазмобластов (IgD–CD27hi). 
Положительный регуляторный эффект на пред-
шественники плазмобластов оказывают Tfh 
CCR6+ и Tfh17. Последняя из указанных корреля-
ций также обнаружена и у HLA-B27-негативных 
больных АС, но с отрицательным знаком. Боль-
шее количество зависимостей между численно-
стью субпопуляций Tfh и В-клеток у HLA-B27-
позитивных больных АС отражает значительно 
более тесные регуляторные взаимосвязи между 
данными фракциями клеток, которые можно оха-
рактеризовать следующим образом. Регулятор-
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ная функция Tfh CXCR3+ и Tfh1 при HLA-B27-
позитивном АС на В-лимфоциты реализуется в 
снижении количества циркулирующих клеток, 
тогда как Tfh2 оказывают подобный эффект на 
клетки зародышевого центра. При этом если 
действие CXCR3+ Tfh и Tfh1 можно охаракте-
ризовать как компенсаторное, направленное на 
снижение активности В-клеточного иммунитета 
в аутоиммунных процессах АС, то Tfh2, стимули-
руя дифференцировку В-лимфоцитов в плазмати-
ческие клетки [12, 17], активируют гуморальные 
реакции в иммунопатогенезе АС. Роль Tfh17 при 
HLA-B27-позитивном АС также заключается в 
стимуляции В-клеточного иммунитета.

Заключение
Субпопуляционный состав Tfh и В-лимфоци-

тов, а также регуляторные взаимосвязи между ними 
значительно различаются у HLA-B27-негативных 
и HLA-B27-позитивных больных АС. Независи-
мо от носительства гена HLA-B27, у пациентов с 
АС в крови снижается количество Tfh CXCR3+ и 
возрастает содержание Tfh2, что характеризует 
доминирование в иммунопатогенезе АС направ-
ленности регуляторного влияния фолликулярных 
Т-хелперов на В-лимфоциты. При этом низкий 
уровень Tfh CXCR3+ в крови у больных опреде-
ляется уменьшением содержания DP Tfh у HLA-
B27-негативных и Tfh1 у HLA-B27-позитивных 
пациентов. Особенностью субпопуляционного 
состава Tfh крови у HLA-B27-позитивных боль-
ных АС является высокий уровень Tfh и Tfh 
CCR6+. Изменения в субпопуляционном составе 
В-лимфоцитов обнаруживаются только при HLA-
B27-позитивном АС и проявляются повышением 
количества в крови «наивных» В-клеток, а также в 
дисбалансе различных фракций В-клеток памяти 
и в целом свидетельствуют об активном участии 
В-клеточного иммунитета в иммунопатогенезе 
АС. С помощью корреляционного анализа уста-
новлено, что количественные взаимосвязи между 
субпопуляциями Tfh (Tfh1 и Tfh17) и В-клеток 
(только клетки зародышевого центра) у HLA-
B27-негативных больных АС характеризуют на-
личие компенсаторных процессов, направленных 
на ингибирование В-клеточного иммунитета. В 
то же время при HLA-B27-позитивном АС влия-
ние Tfh CXCR3+ и Tfh1, количество которых кор-
релирует с содержанием циркулирующих в крови 
В-лимфоцитов, направлено на снижение актив-
ности В-клеточного иммунитета, тогда как Tfh2 
и Tfh17, регулируя количество предшественников 
плазмобластов и В-клеток памяти в зародышевом 
центре, стимулируют В-клеточные механизмы, ре-
ализуемые в иммунопатогенезе АС.
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