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Резюме

Частота привычного выкидыша среди всех желанных беременностей составляет 2–5 %. Доказана важная 
роль иммунных нарушений в досрочном прерывании беременности. Уточнение характера дифференцировки 
В-лимфоцитов у женщин с угрожающим выкидышем и привычным невынашиванием беременности в анамнезе 
является актуальной проблемой, поскольку позволит выявить иммунные механизмы патогенеза данной патоло-
гии. Цель исследования – оценить характер дифференцировки и особенности цитокин-продуцирующей функ-
ции периферических В-лимфоцитов у женщин с угрожающим самопроизвольным выкидышем и привычным 
невынашиванием беременности в анамнезе. Материал и методы. Обследованы беременные в возрасте 18−40 
лет в сроке гестации 5−12 недель. Основную группу составили 60 женщин с угрожающим самопроизвольным 
выкидышем на момент обследования и привычным невынашиванием в анамнезе. В качестве контроля обследо-
вано 35 женщин с неосложненным течением беременности. Группу сравнения составили 25 первобеременных с 
угрожающим самопроизвольным выкидышем на момент обследования. Материалом исследования служила пе-
риферическая венозная кровь. Методом проточной цитофлуориметрии определяли субпопуляции В-лимфоцитов 
CD20+CD5+, CD20+CD5–, CD19+IgD+, CD20+IgM+, CD20+IgG+; СD19+СD20–СD38+, CD19+CD27–, CD19+CD27+, 
CD19+IgD+CD27+, CD19+IgD+CD27–, CD20+IL-4+, CD20+IL-6+, CD20+IL-10+. Результаты и их обсуждение. В ос-
новной группе зарегистрировано увеличение в периферической крови доли В-клеток, преимущественно за счет 
В2-лимфоцитов, лимфоцитов CD20+IgM+ и клеток памяти, наряду со снижением количества наивных клеток и 
плазмоцитов, а также лимфоцитов, экспрессирующих IL-6 и IL-10. Таким образом, угрожающий привычный 
выкидыш был ассоциирован со сдвигом дифференцировки В-лимфоцитов в сторону незрелых форм. Умень-
шение числа клеток CD20+IL-10+ у пациенток основной группы может привести к ослаблению супрессорного 
влияния, связанного с IL-10, и последующему нарушению толерантности материнского организма к полуал-
логенному плоду. Подобные изменения дифференцировки и функциональной активности В-лимфоцитов на-
блюдались и при угрожающей потере первой беременности, что может свидетельствовать о едином механизме 
развития угрожающего самопроизвольного выкидыша, выраженность которого увеличивается при повторной 
потере беременности.
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Abstract

The frequency of recurrent miscarriage among all desired pregnancies is 2–5 %. The important role of immune disor-
ders in early termination of pregnancy has been proven. Elucidation of the nature of differentiation of B-lymphocytes in 
women with threatened miscarriage and habitual miscarriage in the anamnesis seems relevant, since it will clarify the 
immune mechanisms of the pathogenesis of this pathology. Aim of the study was to assess the nature of differentiation 
and type of the cytokine-producing function of peripheral B lymphocytes in women with a threatening spontaneous mis-
carriage and recurrent miscarriage in history. Material and methods. Pregnant women aged 18−40 years at a gestation 
period of 5−12 weeks were examined. The main group consisted of 60 pregnant women with a threatening spontaneous 
abortion at the time of the examination and a history of recurrent abortion. 35 pregnant women with uncomplicated preg-
nancy were examined as a control group. The comparison group consisted of 25 primary pregnant women with threat-
ened spontaneous abortion at the time of the examination. The material for the study was peripheral venous blood. Sub-
populations of B lymphocytes CD20+CD5+, CD20+CD5–, CD19+IgD+, CD20+IgM+, CD20+IgG+, CD19+CD20–CD38+, 
CD19+CD27–, CD19+CD27+, CD19+IgD+CD27+, CD19+IgD+CD27–, CD20+IL-4+, CD20+IL-6+, CD20+IL-10+ were de-
termined by the method of flow cytometry. Results and discussion. In the main group, an increase in the proportion of B 
cells in the peripheral blood was recorded, mainly due to B2 lymphocytes, CD20 +IgM+ lymphocytes and memory cells, 
along with a decrease in the level of naive cells and plasma cells, as well as lymphocytes spontaneously expressing IL-6 
and IL-10. Thus, the threatening habitual miscarriage is associated with a shift in B-lymphocyte differentiation towards 
immature forms. A decrease in the number of CD20+IL-10+ cells in patients of the main group can lead to a weakening 
of the suppressor associated with IL-10 and subsequent impairment of the maternal organism’s tolerance to a semi-al-
logeneic fetus. Similar changes in the differentiation and functional activity of B-lymphocytes were also observed with 
a threatening loss of the first pregnancy, which may indicate a single mechanism for the development of a threatening 
spontaneous miscarriage, the severity of which increases with repeated loss of pregnancy.
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Введение
Невынашивание беременности ранних сроков 

является неотъемлемым элементом естественного 
отбора. Более 50 % случаев ранней остановки раз-
вития и внутриутробной гибели эмбриона обуслов-
лено хромосомными аномалиями, возникающими 
de novo [1]. В то же время спорадические потери 
беременности представляют собой первое проявле-
ние выраженных изменений в организме женщины, 
которые в дальнейшем могут стать основной при-
чиной повторных репродуктивных потерь. Частота 
привычного выкидыша среди всех желанных бере-
менностей составляет 2−5 % [2]. 

Исследования последних лет доказали важ-
ную роль иммунных нарушений в досрочном 
прерывании беременности [3]: до 80 % репродук-

тивных потерь неясной этиологии происходят по 
иммунологическим причинам. Оплодотворение, 
имплантация, плацентация и дальнейшее раз-
витие эмбриона представляют собой сложный 
многоступенчатый процесс, регулируемый гор-
монами, цитокинами, множеством межклеточ-
ных взаимодействий. Иммунные взаимоотноше-
ния между матерью и плодом рассматриваются 
в настоящее время как двусторонняя коммуни-
кация: с одной стороны, презентация фетальных 
антигенов, а с другой – распознавание и реаги-
рование на эти антигены материнской иммунной 
системы. [4]. Известна функция В-лимфоцитов 
как ключевых участников иммунологических ре-
акций, обусловливающих в норме антительный 
ответ на антигенную стимуляцию. Фракция пери-
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ферических В-лимфоцитов неоднородна и вклю-
чает в себя В-клетки, находящиеся на различных 
стадиях созревания, которые характеризуются опре-
деленным фенотипом и функциональной активно-
стью. Среди циркулирующих в периферической 
крови В-лимфоцитов выделяют В1-клетки, играю-
щие ведущую роль в реакциях аутоиммунитета [5], 
и высокоэффекторные клетки В2. Конечные этапы 
дифференцировки В-лимфоцитов завершаются об-
разованием плазматических клеток и клеток памяти. 

Известно, что дефицит В-клеток, продуци-
рующих IL-10, является важным звеном в пато-
генезе повторного выкидыша [6]. Кроме того, 
имеются данные об увеличении количества 
клеток CD19+CD5+ и одновременном снижении 
лимфоцитов CD19+ у женщин с привычным не-
вынашиванием в анамнезе [7]. Данные об изме-
нении общего количества, дифференцировки и 
функциональной активности В-лимфоцитов как 
при привычном невынашивании, так и при воз-
никшей угрозе прерывания первой беременности 
единичны. В связи с этим уточнение иммунных 
механизмов при данных патологиях представля-
ется актуальным. 

Цель исследования – оценить характер диффе-
ренцировки и особенности цитокин-продуциру-
ющей функции периферических В-лимфоцитов 
у женщин с угрожающим самопроизвольным вы-
кидышем и привычным невынашиванием бере-
менности в анамнезе.

Материал и методы
Исследования проводились на базе Иванов-

ского НИИ материнства и детства имени В.Н. Го-
родкова Минздрава России в 2018−2020 гг. Обсле-
дованы беременные в возрасте 18−40 лет в сроке 
гестации 5−12 недель. Основную группу состави-
ли 60 женщин с угрожающим самопроизвольным 
выкидышем на момент обследования и привыч-
ным невынашиванием беременности в анамнезе 
(средний возраст 30,2±0,93 года), группу контро-
ля – 35 перво- и повторнобеременных с неослож-
ненным течением беременности (28,1±0,45 года), 
в группу сравнения вошли 25 первобеременных 
женщин с угрожающим (спорадическим) выки-
дышем на момент обследования (26,9±0,22 года). 
Критерии включения в исследование: наступив-
шая самостоятельно одноплодная маточная жиз-
неспособная беременность, подтвержденная по 
УЗИ, с признаками угрожающего выкидыша. 
Критерии исключения: выкидыш в ходу, струк-
турные изменения кариотипов супругов, уста-
новленные на предгравидарном этапе, аномалии 
развития репродуктивной системы, анэмбриония, 
беременность, наступившая в ходе вспомогатель-
ных репродуктивных технологий, аутоиммунные 

заболевания, эндокринные дисфункции, воспа-
лительные (острые и обострения хронических) 
заболевания, аллергические реакции на момент 
обследования, опухолевые процессы. Материа-
лом для исследования служила периферическая 
кровь. Его проведение одобрено на заседании Ло-
кального этического комитета Ивановского НИИ 
материнства и детства имени В.Н. Городкова 
Минздрава России от 21.11.2018. 

На проточном цитофлуориметре FACSCanto 
II (BD Biosciences, США) с помощью монокло-
нальных антител в популяции В-лимфоцитов 
исследовали субпопуляции В1- (CD20+CD5+) 
[8] и В2-клеток (CD20+CD5–) [9], поверхност-
ную экспрессию иммуноглобулинов CD19+IgD+, 
CD20+IgM+, CD20+IgG+, уровень плазматических 
(СD19+СD20–СD38+) [10] и наивных (CD19+CD27–) 
клеток [11], клеток памяти CD19+CD27+, непере-
ключенных (CD19+IgD+CD27+) и переключенных 
(CD19+IgD+CD27–) клеток памяти [12], а также 
В-лимфоцитов с внутриклеточной экспресси-
ей IL-4, IL-6, IL-10 (CD20+IL-4+, CD20+IL-6+, 
CD20+IL-10+). Определяли удельное содержание 
субпопуляций в пуле клеток CD20+ или CD19+ 
лимфоцитарного гейта. Для работы использова-
ны следующие моноклональные антитела: анти-
CD5, конъюгированные с PE (eBioscience, США), 
анти-CD19, конъюгированные с PE (Beckman-
Coulter, Франция), анти-CD19, конъюгированные 
с АРС (BeckmanCoulter, Франция), анти-СD20, 
конъюгированные с FITC (BeckmanCoulter, Фран-
ция), анти-CD27 и анти-CD38, конъюгированные 
с РЕ (BeckmanCoulter, США), анти-IgD, конъюги-
рованные с FITC (BeckmanCoulter, США), анти-
IgM, конъюгированные с PE (eBioscience, США), 
анти-IgG, конъюгированные с PE-Cy7 (Becton, 
Dickinson and Company, США), CD268 (BAFFR), 
конъюгированные с FITC (eBioscience, США), 
анти-Human IL-4, IL-6, IL-10, конъюгированные 
с PE (eBioscience, США).

Внутриклеточную экспрессию IL-4, IL-6, 
IL-10 оценивали в популяции клеток CD20+ в 
соответствии со стандартным протоколом вну-
триклеточного окрашивания с использовани-
ем набора IntraPrep Permeabilizaton Reagent 
(Beckman Coulter, (Франция). В каждом образце 
исследовали не менее 10000 клеток. Анализ ре-
зультатов проводили в программе BDFACS Diva 
Software (Bector Dickinson, CША).

Статистическую обработку полученных дан-
ных выполняли при помощи прикладных ли-
цензионных программ Microsoft Office 2010 и 
Statistica for Windows 13.0. Данные представлены 
в виде средней величины и стандартной ошибки 
средней (М±m). Статистическую значимость раз-
личий оценивали по критерию Стьюдента, так 
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как данные подпадали под критерии нормального 
распределения. Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Результаты

Анализ полученных данных показал, что общее 
содержание В-лимфоцитов, которое оценивалось 
по уровню клеток с фенотипом CD20+ в перифе-
рической крови пациенток с угрозой прерывания 
беременности и привычным невынашиванием 
беременности в анамнезе, было выше по срав-
нению с показателями женщин с неосложненной 
беременностью и первобеременных с угрозой не-
вынашивания (табл. 1). Различий по относитель-
ному содержанию CD20+CD5+В1-лимфоцитов в 
исследуемых группах не выявлено. В то же вре-
мя отмечалось увеличение пула периферических 
В2-лимфоцитов в основной группе по сравнению 
с двумя другими.

Процесс дифференцировки В-лимфоцитов 
в периферических лимфоидных органах после 
встречи с антигеном сопровождается переключе-
нием классов поверхностных иммуноглобулинов 
с IgM на IgG, IgA или IgE и способствует повыше-
нию эффективности гуморального иммунного от-
вета на антигенную стимуляцию. Мы оценили со-
держание IgM- и IgG-позитивных В-лимфоцитов 
CD20+ в периферической крови женщин с угро-
зой прерывания настоящей беременности и при-
вычным невынашиванием беременности в анам-
незе. Обнаружены увеличение относительного 
содержания лимфоцитов CD20+IgM+ у женщин 
основной группы по сравнению с группой кон-
троля и тенденция к повышению данного показа-
теля по сравнению с группой первобеременных с 
симптомами угрожающего выкидыша. Данная по-

пуляция клеток относится к незрелым короткоживу-
щим транзиторным В-лимфоцитам, подвергающим-
ся антиген-независимой положительной селекции, в 
ходе которой удаляются клетки с высокой аффинно-
стью к аутоантигенам [13]. Уровень B-лимфоцитов 
CD20+IgG+ в периферической крови женщин обеих 
групп с угрожающим выкидышем был несколько 
ниже, чем у женщин, беременность которых проте-
кала без осложнений (p > 0,05).

Анализ данных, характеризующих осо-
бенности дифференцировки периферических 
В-лимфоцитов, показал, что количество наивных 
В-лимфоцитов CD19+CD27– в основной груп-
пе и группе сравнения было ниже аналогичных 
показателей группы контроля (табл. 2). Уровень 
плазматических клеток CD19+CD20–CD38+ у 
женщин с угрозой прерывания и привычным не-
вынашиванием беременности в анамнезе был 
значительно ниже по сравнению с аналогичным 
показателем контрольной группы и группы срав-
нения. В периферической крови пациенток ос-
новной группы и группы сравнения содержание 
В-клеток памяти CD19+CD27+ было больше, чем 
у женщин, беременность которых не была ос-
ложнена угрожающим выкидышем. При анализе 
субпопуляций клеток памяти, различающихся по 
экспрессии IgD, у женщин группы сравнения вы-
явлено статистически значимое увеличение доли 
непереключенных В-лимфоцитов с фенотипом 
CD19+IgD+CD27+ по сравнению с группой кон-
троля и тенденция к повышению данного показа-
теля по сравнению со здоровыми беременными. 
Содержание переключенных В-лимфоцитов с фе-
нотипом CD19+IgD–CD27+ в исследуемых груп-
пах не различалось (см. табл. 2). 

Таблица 1. Содержание В-лимфоцитов CD20+, лимфоцитов В1, В2, CD20+IgM+ и CD20+IgG+ у женщин с 
угрожающим самопроизвольным выкидышем и привычным невынашиванием беременности в анамнезе

Table 1. Content of CD20+ B lymphocytes, B1, B2, CD20+IgM+ and CD20+IgG+ lymphocytes in women with 
threatened spontaneous miscarriage and recurrent miscarriage in history

Содержание лимфоцитов, % Контрольная  группа 
(n=35)

Группа сравнения 
(n=25)

Основная группа 
(n=60)

В-лимфоциты CD20+ 5,4 ± 0,05 5,38 ± 0,81 6,82 ± 0,47
p1= 0,040

В1-лимфоциты CD20+CD5+ 0,5 ± 0,1 0,74 ± 0,18 0,57 ± 0,07

В2-лимфоциты CD20+CD5– 4,9 ± 0,4 4,58 ± 0,64 6,14 ± 0,42
p1 = 0,050 p2 = 0,050

Незрелые В-лимфоциты CD20+IgM+ 30,0 ± 4,0 36,77 ± 4,73 40,43 ± 3,24
p1 = 0,05

Зрелые В-лимфоциты CD20+IgG+ 8,0 ± 1,9 6,01 ± 1,14 5,05 ± 0,98

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3 обозначены величины статистической значимости отличия от величин соответствую-
щих показателей: p1 − контрольной группы, р2 − группы сравнения.
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Таблица 2. Содержание плазматических клеток, клеток памяти, наивных клеток в популяции 
В-лимфоцитов у женщин с угрожающим самопроизвольным выкидышем и привычным невынашиванием 

беременности в анамнезе

Tadle 2. Content of plasma cells, memory cells, naive cells in the population of B-lymphocytes in women with 
threatening spontaneous miscarriage and recurrent miscarriage in history

Содержание клеток, % Контрольная 
группа (n = 35)

Группа 
сравнения (n = 25)

Основная 
группа (n = 60)

Наивные В-лимфоциты CD19+CD27– 61,3 ± 2,7 51,18 ± 3,66
p1 = 0,04

45,74 ± 4,07
p1  = 0,01

Плазмоциты CD19+CD38+CD20– 3,1 ± 0,5 6,90 ± 1,75
p1 = 0,05

1,96 ± 0,25
p1 = 0,03
p2 = 0,01

В-клетки памяти CD19+IgD+ 33,9 ± 2,3 43,98 ± 3,02
p1 = 0,02

50,06 ± 4,28
p1 = 0,01

Непереключенные В-клетки памяти 
CD19+IgD+CD27+ 12,5 ± 1,4 17,36 ± 2,68

27,49 ± 4,30
p1 = 0,01
p2 = 0,07

Переключенные В-клетки памяти CD19+IgD–CD27+ 21,3 ± 1,50 26,61 ± 3,22 22,57 ± 2,51

Важнейшими цитокинами В-звена имму-
нитета, оказывающими аутокринное регулиру-
ющее влияние на дифференцировку В-клеток, 
являются IL-4, IL-6 и IL-10. К основным био-
логическим эффектам IL-4 и IL-6 относят акти-
вацию пролиферации активированных антиге-
ном В-лимфоцитов, стимуляцию переключения 
изотипов иммуноглобулинов и синтез антител 
[14]. IL-10 способствует процессу созревания 
плазматических клеток, предотвращает апоптоз 
В-лимфоцитов [15]. Для выявления возможных 
факторов, влияющих на регуляцию дифференци-
ровки В-лимфоцитов на системном уровне, мы 
оценили содержание В-лимфоцитов с внутри-
клеточной продукцией IL-4, IL-6 и IL-10. В ос-
новной группе и группе сравнения доля клеток, 
спонтанно экспрессирующих IL-6, была снижена 
по сравнению с контрольной группой. Содержа-
ние В-клеток с фенотипом CD20+IL–10+ также 

было меньше у женщин с привычным и споради-
ческим выкидышем, чем у здоровых беременных 
(табл. 3). Отмечалась лишь тенденция к повыше-
нию уровня периферических В-лимфоцитов, экс-
прессирующих IL-4, у женщин основной группы 
по сравнению с таковым в контрольной группе. 
В то же время содержание клеток с фенотипом 
CD20+IL-4+ у первобеременных с угрозой преры-
вания было статистически значимо больше, чем в 
контрольной группе. 

Обсуждение 
Анализ полученных данных показал, что для 

женщин с клиникой угрожающего выкидыша и 
привычным невынашиванием в анамнезе были 
характерны выраженные изменения в соотноше-
нии субпопуляций В-лимфоцитов и направлении 
их дифференцировки. Так, угрожающий привыч-
ный выкидыш ассоциировался с увеличением в 
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Таблица 3. Содержание периферических В-лимфоцитов CD20+IL4+, CD20+IL6+ и CD20+IL10+ у женщин с 
угрожающим самопроизвольным выкидышем и привычным невынашиванием беременности в анамнезе

Tadle 3. Content of CD20 + IL4 +, CD20 + IL6 + and CD20 + IL10 + peripheral B-lymphocytes in women with 
threatened spontaneous miscarriage and recurrent miscarriage in history

Содержание В-лимфоцитов, % Контрольная группа 
(n = 35)

Группа сравнения 
(n = 25)

Основная группа 
(n = 60)

CD20+IL-4+ 3,1 ± 0,2 3,78 ± 0,26
p1 = 0,05 3,24 ± 0,18

CD20+IL-6+ 8,2 ± 0,9 5,20 ± 0,71
p1 = 0,02

5,97 ± 0,40
p1 = 0,04

CD20+IL-10+ 10,6 ± 1,3 6,77 ± 1,26
p1 = 0,041

5,43 ± 0,49
p1 = 0,001
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периферической крови доли В-клеток преимуще-
ственно за счет В2-лимфоцитов, В-лимфоцитов 
CD20+IgM+ и клеток памяти, наряду со сниже-
нием уровня наивных клеток и зрелых высоко-
эффекторных форм – плазмоцитов. Одновремен-
но с этим выявлено уменьшение доли клеток с 
фенотипом CD20+IL-6+ и CD20+IgG+, что может 
свидетельствовать об угнетении переключения 
изотипов иммуноглобулинов и снижении сти-
мулирующего влияния IL-4 и IL-6 на актива-
цию пролиферации активированных антигеном 
В-лимфоцитов. 

В настоящее время описано несколько фено-
типов В-лимфоцитов, обладающих регуляторны-
ми свойствами, в том числе CD19+/CD38hi/CD24hi/
CD20+/IL-10+. Эти В-клетки, продуцирующие 
IL-10, способствуют дифференцировке и поддер-
жанию регуляторных Т-клеток (Treg), уменьше-
ние пула которых ассоциировано с привычным 
невынашиванием беременности [16, 17].

Как известно, запуск механизмов преры-
вания беременности в первом триместре свя-
зан со снижением продукции гормонов и белков 
(β-субъединица хорионического гонадотропина 
человека, трофобластического β-гликопротеина, 
прогестерона), являющихся показателями ста-
новления и функционирования фетоплацентарно-
го комплекса [18]. Согласно данным литературы 
уменьшение количества В-клеток с регуляторны-
ми свойствами (Breg) может свидетельствовать 
о недостаточном стимулирующем влиянии на 
выработку хорионического гонадотропина че-
ловека [19]. Снижение доли клеток с фенотипом 
CD20+IL-10+ у пациенток с угрозой прерывания 
беременности и привычным невынашиванием 
беременности в анамнезе может иметь патогене-
тическое значение, а ослабление супрессорного 
влияния Breg – привести к нарушениям перифе-
рических механизмов толерантности к плодовым 
антигенам [20]. 

Подобные изменения дифференцировки и 
функциональной активности B-лимфоцитов на-
блюдались и при угрожающей потере первой 
беременности: наблюдалось падение количества 
зрелых IgG+, наивных В-лимфоцитов и увеличе-
ние доли незрелых IgM+ и клеток памяти наряду 
со снижением числа лимфоцитов, спонтанно экс-
прессирующих IL-6 и IL-10. Это может указывать 
на единый механизм развития угрожающего само-
произвольного выкидыша, выраженность которого 
увеличивается при повторной потере беременности.

У женщин с угрозой прерывания беременно-
сти и привычным невынашиванием беременности 
в анамнезе наблюдается сдвиг дифференцировки 
В-лимфоцитов в сторону незрелых форм, для ко-
торых характерна скорее длительная инактивация 

после встречи с антигеном, чем клональная про-
лиферация и дифференцировка. Кроме того, не-
зрелые В-клетки обладают сниженной аффинно-
стью по отношению к антигенам, незрелостью и 
уменьшением экспрессии рецепторов к основным 
лигандам, регулирующим их жизнедеятельность 
[13]. Таким образом, наблюдается подавление ак-
тивности и нарушение регуляции гуморального 
иммунного ответа, что может приводить к сниже-
нию функциональной фетопротективной актив-
ности на системном уровне, что в последующем 
может стать причиной угрозы прерывания бере-
менности и самопроизвольного выкидыша.
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