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Оценка риска возникновения инфекций, вызываемых грамотрицательной бактерией Helicobacter pylori, явля-

ется актуальной проблемой для здравоохранения в связи с широтой распространения возбудителя, обширным 
спектром вызываемых патологий, включающим злокачественные новообразования желудочно-кишечного тракта. 
Возбудитель склонен к длительному, хроническому персистированию, несмотря на его «хрупкость» и высокую тре-
бовательность к условиям культивирования. Проблема персистенции при этом представляет особенный интерес 
в связи с наличием данных о способности Helicobacter pylori изменять протекание иммунного ответа у инфициро-
ванных лиц в сторону благоприятных для себя супрессивных, регуляторных форм иммунных реакций как на уровне 
желудка, так и на уровне всего организма в целом. Цель работы cостояла в оценке способности Helicobacter pylori 
стимулировать дифференцировку Т-регуляторных CD4+CD25+FoxP3+клеток человека – основных медиаторов 
регуляции иммунного ответа – в условиях прямого контакта между бактериями и Т-клетками, без участия наибо-
лее профессиональных антигенпрезентирующих клеток. Объектами исследования являлись клинические изоляты 
Helicobacter pylori и образцы Т-лимфоцитов лиц, не имевших в анамнезе Helicobacter pylori-инфекции, совместно 
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культивируемые в условиях in vitro. Изменение содержания Т-регуляторных клеток оценивали цитофлюорометри-
чески. Установлено, что при 18-часовом сокультивировании Т-лимфоцитов и Helicobacter pylori в соотношениях от 
1: 10 до 1: 50 в культурах повышается содержание Т-регуляторных клеток в среднем в 2,12 раза. Данный эффект 
не требует наличия в культуре дендритных клеток и, по-видимому, затрагивает Т-лимфоциты, исходно коммити-
рованные в своем развитии в сторону Т-регуляторных клеток. Также, по мнению авторов, влияние на дифференци-
ровку Т-регуляторных клеток является специфическим свойством Helicobacter pylori. 

Ключевые слова: Helicobacter pylori, лимфоциты, Т-регуляторные клетки, дифференцировка, костимуляция, 
антитела, проточная цитофлюорометрия, клеточные культуры. 
 

 
 Helicobacter pylori (H. pylori) представляет 

собой грамнегативную изогнутую палочку, из-
бирательно колонизирующую слизистую же-
лудка и двенадцатиперстной кишки (ДПК) че-
ловека. На текущий момент H. pylori считается 
этиологическим агентом острых и хронических 
форм гастрита, ведущим этиопатогенетическим 
фактором язвенной болезни желудка и двена-
дцатиперстной кишки, карциномы и MALT-
лимфомы желудка [1, 10]. Для успешной коло-
низации слизистой желудка и ДПК H. pylori 
должен преодолеть множественные механизмы 
врожденной и адаптивной иммунной системы 
организма хозяина, включающие острую ней-
трофильную и лимфоцитарную инфильтрацию 
зоны поражения, продукцию специфичных 
к бактерии IgM и IgA [2]. Однако, несмотря на 
развитие иммунного ответа, H. pylori может 
успешно персистировать в желудке в течение 
десятилетий [8]. 

Одним из механизмов, благоприятствую-
щих длительному сохранению H. pylori в орга-
низме хозяина, несомненно, является повыше-
ние содержания CD4+CD25+FoxP3+ Т-регуля-
торных клеток, наблюдаемое, как минимум, на 
поздних стадиях инфицирования [9]. Т-регуля-
торные клетки (Т-рег) представляют собой спе-
циализированную субпопуляцию CD4+ Т-лим-
фоцитов, способную подавлять активность других 
типов лимфоидных клеток и либо предотвра-
щать, либо снижать интенсивность врожденно-
го и адаптивного иммунного ответа. Основной 
физиологической ролью Т-рег является под-
держание периферической толерантности [12], 
отсутствие или недостаточность Т-рег ведут 
к развитию тяжелых патологий аутоиммунного 
происхождения [11]. В то же время известно, 
что избыточное действие Т-рег может благо-
приятствовать как инфекционному процессу, 
так и прогрессии опухолей [13, 16]. 

Механизм, с помощью которого H. pylori 
индуцирует повышение числа Т-рег, до сих пор 
точно не определен, несмотря на то что показа-
но иммунорегуляторное действие Т-рег, инду-
цируемых хеликобактериозом. Так, в частности, 
известно, что у экспериментальных животных, 

пораженных H. pylori, легче протекают экспери-
ментальные аутоиммунные заболевания [5, 15]. 
Попытка воспроизвести генерацию Т-регуля-
торных клеток с помощью наиболее охаракте-
ризованной модели индукции иммунных реак-
ций (активации Т-лимфоцитов стимулирован-
ным хеликобактером дендритными клетками) 
приводила к противоречивым, разнонаправлен-
ным результатам. Происходила индукция как 
Т-рег, так и Т-хелперов 1-го и 17-го типов – 
активных стимуляторов иммунного ответа [14]. 
Более того, если в эксперименте одновременно 
детектировались сдвиги иммунного ответа как 
в сторону ингибирующих Т-рег, так и в сторону 
стимулирующих Т-хелперов 1-го и 17-го типов, 
то как исходные, так и современные работы 
отмечали смешанный иммунный ответ, без зна-
чительного превалирования какой-либо из сторон 
[7, 8]. По нашему мнению, имеющиеся данные 
свидетельствуют о наличии дополнительных ме-
ханизмов, управляющих дифференцировкой  
Т-рег. Таковыми механизмами могут быть либо 
условия микроокружения желудка, либо непо-
средственное прямое действие на лимфоциты 
самого возбудителя, способного входить с ни-
ми в контакт в условиях слизистой. Гипотеза 
прямого контактного действия при этом явля-
ется наиболее легко проверяемой и имеющей 
ограниченное экспериментальное подтвержде-
ние [3, 4, 6]. 

Целью нашей работы стала оценка нали-
чия и степени выраженности влияния H. pylori 
на дифференцировку Т-рег в условиях прямого 
контакта между бактериями и Т-клетками, 
а также без участия дендритных клеток – наи-
более активных антигенпрезентирующих кле-
ток иммунной системы. 

Материалы и методы. Объектами ис-
следования служили образцы цельной пери-
ферической крови лиц – пациентов гастроэн-
терологического профиля (n = 6), не имевших 
в анамнезе и по данным объективных методов 
исследования H. pylori-инфекции, а также кли-
нические изоляты H. pylori, полученные в ходе 
диагностических ФГС. Кровь забиралась в объ-
еме 8–9 мл, однократно, в вакуумные пробирки, 
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содержащие гепарин натрия (Vacuette, Герма-
ния). Пробы брались в работу не позднее чем 
через 2 часа после забора. Из проб крови про-
изводилось выделение мононуклеарных клеток 
периферической крови (МНПК) путем центри-
фугирования (45 мин, 1500 об./мин) на гради-
енте плотности «Диаколл-1077» («ДиаЭм», 
Россия). Полученные МНПК методом адгезии 
на пластике (2 часа) разделяли на адгезивную 
моноцитарную и неадгезивную лимфоцитар-
ную фракции. В дальнейшей работе использо-
валась только фракция лимфоцитов. H. pylori 
выделяли из биопсийного материала, получен-
ного при диагностических ФГС из антрального 
отдела и тела желудка от пациентов с положи-
тельным уреазным тестом. Материал механиче-
ски измельчался и высевался на колумбийский 
агар (Becton Dickinson, США) с добавлением 
10%-ной дефибринизированной донорской кро-
ви, а также антибиотиков для подавления роста 
сторонней микрофлоры и грибов (10 мкг/л ван-
комицина, 5 мг/л триметоприма, 2 мг/л ниста-
тина, все – Teva, Израиль). Культивирование 
производили в микроаэрофильных условиях, 
при 37 °С, в течение 7 суток. Идентификацию 
хеликобактера осуществляли на основании 
культуральных и морфологических признаков. 
Для оценки влияния H. pylori на дифференци-
ровку лимфоцитов в сторону Т-регуляторных 
клеток производилось сокультивирование лим-
фоцитов с различными концентрациями бакте-
рий (использовались соотношения лимфоцитов 
к H. pylori как 1:10, 1:20, 1:50) в течение 18 часов 
в условиях: 5 % CO2, 37 °С, среда RPMI-1640 
(Gibco, США) с добавлением 10%-ной эмбрио-
нальной телячьей сыворотки и 0,3 г/л L-глута-
мина («Панэко», Россия). Часть лимфоцитов 
сокультивировалась с бактериями в присутст-
вии дополнительных стимуляторов – монокло-
нальных антител к молекуле CD3 (1 мкг/мл, 
eBioscience, США), или смеси антител к CD3 
и CD28 (1 мкг/мл, eBioscience, США и 3 мкг/мл, 
Beckman Coulter, Франция). Негативными кон-
тролями для всех вариантов культур служили 
лимфоциты без добавления H. pylori. Дополни-
тельным контролем являлись лимфоциты, куль-
тивируемые с E. coli в соотношении 1:50, как 
в отсутствии, так и в присутствии антител. По 
истечении 18 часов в культурах цитофлюоро-
метрически оценивалось содержание Т-регуля-
торных лимфоцитов как клеток фенотипа 
CD4+CD25+FoxP3+. Для окрашивания указан-
ных маркеров применялись антитела к CD4, 
меченные FITC, антитела к CD25, меченные 

APC, антитела к FoxP3, меченные PE, все – про-
изводства eBioscience, США. Пермеабилизацию 
мембран, необходимую для мечения FoxP3, 
производили набором «Foxp3 / Transcription 
Factor Staining Buffer Set» (eBioscience, США) 
согласно инструкциям производителя. Анализ 
осуществляли на цитофлюориметре FacsCalibur 
(Beckton Dickinson, США). Для статистической 
обработки данных использовался критерий 
Ньюмена–Кейлса. 

Результаты и их обсуждение. Данные 
оценки влияния H. pylori на дифференцировку 
лимфоцитов в сторону Т-рег при отсутствии 
в культурах дендритных клеток представлены 
на рис. 1 и 2. Как можно видеть, добавление 
H. pylori к культуре Т-клеток приводило к дос-
товерному повышению числа Т-регуляторных 
CD4+CD25+FoxP3+ клеток через 18 часов со-
вместного культивирования (среднее содержа-
ние Т-рег в культурах без стимуляции бакте-
риями составляло 6,01 ± 0,72 % от всех CD4+ 
клеток, при добавлении H. pylori в соотноше-
нии 1:10 содержание Т-рег увеличивалось до 
15,04 ± 1,97 %, p<0,01). 

Содержание клеток в культурах с соотноше-
нием лимфоцитов к бактериям 1:20 и 1:50 также 
было достоверно выше контрольных значений 
нестимулированных лимфоцитов (12,7 ± 1,53 % 
для 1:20 и 10,42 ± 1,97 % для 1:50, отличие от 
контроля достоверно, p<0,01). 

В то же время, как можно видеть, в ряду 
соотношений наблюдалась тенденция к обрат-
ной дозовой зависимости. Соотношение 1:10 
показало наибольший прирост содержания  
Т-рег, который понижался при увеличении 
числа бактерий в культурах. Однако данная 
тенденция осталась статистически недостовер-
ной. Таким образом, полученные данные сви-
детельствуют о наличии действия H. pylori на 
отвечающие Т-лимфоциты, не зависимо от 
присутствия в культуре наиболее профессио-
нальных антигенпрезентирующих клеток – ден-
дритных, и, по нашему мнению, опосредуемых 
прямым контактом между бактериями и отве-
чающими Т-лимфоцитами. В то же время в дан-
ных условиях эксперимента не исключена роль 
присутствующих в культурах B-лимфоцитов, 
также имеющих антигенпрезентирующие свой-
ства. Для исключения их влияния в дальней-
шем будут произведены работы с деплецией  
B-клеток. 

Для проверки значимости костимуляции 
нами были поставлены дополнительные вари-
анты культур с применением не только бактерий, 
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Рис. 1. H. pylori повышает содержание Т-регуляторных клеток при прямом сокультивировании 
с лимфоцитами: а – в – данные репрезентативного эксперимента, содержание Т-регуляторных 
клеток в контрольных культурах без H. pylori (а – распределение клеток по светорассеиванию, 
б – выделение CD4+CD25+ клеток, в – выделение FoxP3+ Т-регуляторных клеток, оценивае-
мая популяция находится в верхнем правом квадранте); г – е – данные репрезентативного экс-
перимента, содержание Т-регуляторных клеток в культурах, росших в присутствии H. pylori 

(г – распределение клеток по светорассеиванию, д – выделение CD4+CD25+ клеток, е – выде-
ление FoxP3+ Т-регуляторных клеток, оцениваемая популяция находится в верхнем правом 

квадранте). Оцениваемые маркеры и регистрируемые параметры указаны по осям, процентное 
соотношение клеток – в углах квадрантов 



Влияние Helicobacter pylori на дифференцировку Т-регуляторных клеток  

 25 

   
Рис. 2. Влияние H. pylory на дифференцировку  
Т-регуляторных клеток. Варианты стимуляции  

обозначены под диаграммой. Контороль – лимфо- 
циты без добавления бактерий и антител;  
* достоверные отличия от контрольной  

культуры, p<0,01 

но и стимулирующих антител к CD3 и CD28, 
предоставляющих Т-клеткам сигнал, подобный 
стимуляции от АПК. Данные анализа культур 
с добавлением антител также приведены на 
рис. 2. Как можно видеть, стимуляция антите-
лами сразу приводила к появлению в культуре 
достаточно высоких уровней содержания Т-рег 
(14,0 ± 1,29 % Т-рег для культур с добавлением 
только CD3 без H. pylori, 16,54 ± 2,13 % для 
культур с добавлением смеси CD3 и CD28 – 
модель более полной стимуляции, опять же без 
добавления H. pylori). Введение в культуры 
H. pylori не приводило к увеличению содержа-
ния Т-рег (для культур с CD3 содержание Т-рег 
составляло 11,25 ± 1,06 % для соотношения 
1:10, 10,04 ± 1,14 – для соотношения 1:20,  
10,28 ± 1,54 % – для соотношения 1:50, достовер-
ных отличий от культуры с CD3 без H. pylori нет; 
для культур со смесью CD3 и CD28 содержание 
Т-рег 16,93 ± 3,74 % для соотношения 1:10, 
13,95 ± 2,13 % – для соотношения 1:20, 12,82 ± 
± 1,28 % – для соотношения 1:50, достоверных 
отличий от культуры со смесью CD3+CD28 без 
H. pylori нет). Как и в случае с культурами, 
стимулированными только H. pylori, наблюда-
лась тенденция к обратной дозовой зависимо-
сти между дозой микроба в культуре и содер-
жанием Т-рег. 

Все значения содержания Т-рег в культу-
рах с CD3 и CD3+CD28 достоверно отличались 
от содержания Т-рег в культурах лимфоцитов 

без антител и H. pylori (p<0,01) и не отличались 
от культур, стимулированных H. pylori без ан-
тител. Таким образом, H. pylori стимулирует 
дифференцировку лимфоцитов в сторону Т-рег 
на уровне активации антителами. Отсутствие 
повышения числа Т-рег в культурах, стимули-
рованных одновременно H. pylori и антителами, 
по-видимому, объясняется поликлональным 
характером активирующего действия антител, 
которые вызвали дифференцировку всех CD4+ 
Т-клеток, исходно имевших коммитирование 
к развитию в сторону Т-рег. 

Для проверки специфичности действия 
H. pylori нами применялись культуры лимфо-
цитов, стимулированные другим микроорга-
низмом, обитающим в желудочно-кишечном 
тракте человека – Escherichia coli (E.coli). 

Используемые нами культуры лимфоцитов 
и E. coli росли как в отсутствии, так и в присут-
ствии антител к CD3 и CD28. Соотношение 
лимфоцитов и E. coli составляло 1:50. Как можно 
видеть из рис. 1, E. coli не вызывала созрева-
ния Т-рег в культурах и препятствовала сти-
мулирующему действию антител. Таким обра-
зом, полученные данные свидетельствуют о том, 
что стимулирующее дифференцировку Т-рег 
влияние является свойством именно H. pylori  
и, по всей видимости, не опосредуется паттер-
нами патогенов (сходными у H. pylori и E.coli – 
подвижных грамотрицательных микроорга- 
низмов).  

Выводы. Оценка способности микроорга-
низмов модулировать иммунный ответ, в особен-
ности, если подобное модулирование способст-
вует выживанию микроорганизма во внутренней 
среде хозяина, является актуальной фундамен-
тальной и практической задачей. Понимание 
данных механизмов, несомненно, может способ-
ствовать как прогнозированию возможных рис-
ков, обусловленных микроорганизмом, так и по-
вышению эффективности терапевтических под-
ходов к патологиям, обусловленным данным 
микроорганизмом. В представленной работе 
нами показана способность H. pylori оказывать 
дифференцировочное действие на Т-лимфоци-
ты, направляющее их развитие в сторону  
Т-регуляторных клеток. При отсутствии в куль-
турах дендритных клеток – популяции иммуно-
цитов, процесс, по современным данным, имеет 
наиболее выраженную способность управлять 
течением иммунного ответа. В пределах иссле-
дуемой группы данное действие наблюдалось 
при соотношениях микробов и Т-клеток от  
1:10 до 1:50, не требовало присутствия в куль-
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турах АПК или стимулирующих антител. В сред-
нем рост процентного содержания Т-регулятор-
ных CD4+CD25+FoxP3+ клеток среди CD4+лим-
фоцитов составлял 2,12 раза. По всей видимости, 
в условиях данного эксперимента воздействие 
H. pylori затрагивало клетки, исходно коммити-
рованные к развитию в сторону Т-рег, так как 
поликлональная стимуляция антителами к CD28 
и/или CD3 «поглощала» эффект от введения 
бактерий – культуры, стимулированные только 
антителами, а также антителами одновременно 
с H. pylori, статистически не отличались по со-
держанию Т-рег. Дифференцирующее дейст-
вие, по всей видимости, являлось специфиче-
ским свойством именно H. pylori, так как сти-
муляция лимфоцитов с помощью другого 

микроорганизма, способного длительно выжи-
вать в условиях ЖКТ – E. coli – не вызывала 
повышения содержания Т-регуляторных кле-
ток. Таким образом, нами была принципиально 
продемонстрирована способность H. pylori ока-
зывать влияние на дифференцировку регуля-
торных Т-клеток, не опосредуемая презентаци-
ей микробных антигенов дендритными клетка-
ми, но, по всей видимости, зависящая именно 
от прямого воздействия микроба на Т-клетки. 
Понимание данного механизма может позво-
лить выделить действующее начало, индуци-
рующее развитие Т-рег и, таким образом, по-
тенциально являющееся естественным толеро-
генным фактором, применимым в качестве 
лекарственного средства. 
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Estimating risks of infections induced by gram-negative Helicobacter pylori, is a vital problem for healthcare due to 

wide spread of the agent and wide range of induced pathologies which include malignant neoplasms in gastrointestinal tract. 
The agent is prone to long-term chronic persistence despite its "fragility" and its being greatly demanding to culturing con-
ditions. The persistence issue is of special interest here as it is related to data on Helicobacter pylori capability to change 
immune response in infected people inducing suppressive regulatory immune reactions which are more favorable for the 
agent, both in stomach and in a whole body. Our research goal was to estimate Helicobacter pylori capability to induce dif-
ferentiation of regulatory CD4+CD25+FoxP3+ human T-cells as basic mediators of immune response regulation under 
direct contact between bacteria and T-cells without any participation of most professional antigen-presenting cells. Our 
research objects were clinical isolates of Helicobacter pylori and T-lymphocytes samples taken from people who didn't have 
Helicobacter pylori-infection in their case history; isolates and samples were jointly cultivated in vitro. We applied cyto-
fluorometry to estimate changes in regulatory T-cells content. We detected that if T-lymphocytes and Helicobacter pylori 
were jointly cultivated during 18 hours in ratios from 1:10 to 1:50, regulatory T-cells content in cultures increased 
2.12 times on average. This effects doesn't require any dendritic cells in a culture and obviously affects T-lymphocytes which 
are originally committed to regulatory T-cells in their development. Also, in our opinion, influence exerted on regulatory T-
cells differentiation is a specific feature of Helicobacter pylori. 

Key words: Helicobacter pylori, lymphocytes, regulatory T-cells, differentiation, co-stimulation, antibodies, flow cyto-
fluorometry, cell cultures. 
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