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Helicobacter pylori – распространенный патогенный микроорганизм, проникающий в слизистую желудка 

и двенадцатиперстную кишку и способствующий развитию заболеваний желудочно-кишечного тракта, в том 
числе и онкологического характера. Данный возбудитель склонен к длительному хроническому персистированию 
в организме, часто не сопровождающемуся какими-либо выраженными симптомами, что сильно затрудняет его 
своевременное обнаружение. Анализ риска возникновения и развития различных патологий, ассоциированных 
с Helicobacter pylori, показывает, что значительную роль в их протекании играет характер иммунного ответа, 
развивающегося после инфицирования. Существуют данные, что Helicobacter pylori способен влиять на защит-
ные иммунные реакции, смещая их баланс в сторону иммуносупрессивной составляющей, например, повышения 
содержания Т-регуляторных клеток и вырабатываемых ими цитокинов. Однако существуют также данные 
о том, что параллельно Helicobacter pylori способен вызывать ответные реакции провоспалительного характе-
ра, включающие в себя пути, ассоциированные с Т-хелперными клетками 1-го и 17-го типа. Целью настоящей 
работы являлось выяснение особенностей влияния данного патогена на продукцию γ-интерферона как одного из 
основных продуктов Т-хелперов 1-го типа и содержание Т-хелперов 17-го типа, определяемых как клетки фено-
типа CD4+CD161+ и CD4+IL17+, при прямом контакте бактерий и лимфоцитов. Объектами являлись клинические 
изоляты Helicobacter pylori и образцы крови лиц, не имевших в анамнезе хеликобактерной инфекции. Выделение лимфо-
цитов из мононуклеарных клеток крови, полученных фракционированием в градиенте плотности, производилось ме-
тодом иммуномагнитной сепарации, содержание их оценивалось цитофлюорометрически, продукция цитоки-
нов – методом ИФА. Показано, что при 18-часовом сокультивировании содержание CD4+CD161+- и CD4+IL17+-
клеток не изменяется под влиянием Helicobacter pylori, тогда как продукция γ-интерферона значительно растет. 
Возможно, это связано с тем, что под влиянием прямого контакта с бактериями происходит активация  
Т-хелперов 1-го типа. Однако активации Т-хелперов 17-го типа отмечено не было. Таким образом, можно пред-
полагать, что действие Helicobacter pylori на Т-хелперы в условиях прямого контакта сопровождается ответ-
ной реакцией по типу активации Т-хелперов 1-го типа. 

Ключевые слова: Helicobacter pylori, лимфоциты, Т-хелперные клетки, дифференцировка, костимуляция, ан-
титела, проточная цитофлюорометрия, клеточные культуры. 
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Анализ факторов и уровней риска возникнове-
ния и развития заболеваний желудочно-кишечного 
тракта является актуальной проблемой современной 
медицины. Поражениям органов пищеварения под-
вержены все возрастные группы населения – лица 
трудоспособного возраста, пожилые, дети и подрост-
ки. Большие затраты, связанные с необходимостью 
лечения, порой дорогостоящего, и реабилитацией 
пациентов, обусловливают не только медицинский, 
но и социальный характер проблемы профилактики 
и противорецидивного лечения этих патологий. 

Одним из распространенных патогенных мик-
роорганизмов, ассоциированных с заболеваниями 
желудочно-кишечного тракта, является Helicobacter 
pylori (H. pylori). Достоверно известно, что H. pylori 
избирательно колонизирует слизистую желудка и 
двенадцатиперстную кишку (ДПК) человека и счи-
тается этиологическим агентом острых и хрониче-
ских форм гастрита, язвенной болезни и других за-
болеваний желудочно-кишечного тракта [1, 2]. От-
личительной особенностью H. pylori является 
склонность к длительному персистированию в орга-
низме, нередко бессимптомному, что очень затруд-
няет его своевременное обнаружение и эрадикацию. 
Одним из механизмов, с помощью которого дости-
гается подобный эффект, является воздействие па-
тогена на иммунную систему хозяина, в результате 
которого происходит активация ее иммуносупрес-
сорной компоненты [3, 4]. Эта гипотеза подтвер-
ждается наличием в литературе данных о том, что в 
некоторых случаях наличие хеликобактерной ин-
фекции способствует менее выраженному протека-
нию заболеваний аутоиммунного и аллергического 
спектра [5, 6]. 

Кроме того, доказано, что H. pylori способст-
вует достоверному повышению содержания FoxP3-
положительных Т-регуляторных клеток (T-reg) и 
продуцируемых ими цитокинов в опытах на мо-
дельных животных [7, 8]. Также в литературе обсу-
ждается способность H. pylori влиять на иммунные 
клетки непосредственно в желудке, вызывая изме-
нения как в их активности, так и в уровнях проду-
цируемых ими цитокинов [9–11]. Наличие способ-
ности H. pylori вызывать генерацию T-reg при пря-
мом контакте между бактериями и отвечающими 
лимфоцитами человека in vitro было отмечено в на-
шей предыдущей работе [12]. В то же время при 
попытке воспроизведения эффекта как in vivo, так и 
in vitro происходило повышение содержания про-
воспалительных цитокинов, таких как интерферон 
гамма (INF-γ) и интерлейкин-17А (IL-17A), а также, 
кроме T-reg, наблюдалась индукция Т-хелперов 1-го 
и 17-го типов (Th1 и Th17) [13–15]. 

Роль INF-γ и IL-17A в развитии патологий га-
строэнтерологического характера достаточно разно-
образна. Они участвуют в элиминации инфекцион-
ных агентов нейтрофилами и макрофагами. Именно 
бурную ответную реакцию иммунной системы счи-
тают наиболее вероятной причиной развития острых 

патологий ЖКТ при инфицировании H. pylori [16, 17]. 
Однако на данный момент IL-17 и продуцирующие 
их Th17 рассматриваются как наиболее вероятные 
кандидаты на роль основных медиаторов H. pylori-
ассоциированного аутоиммунного гастрита [18]. 
Данные об участии Th1 и продуцируемых ими цито-
кинов в развитии аутоиммунного гастрита немного-
численны, однако достаточно полно показана их 
роль в развитии иных аутоиммунных патологий [19, 
20]. Таким образом, отмеченная при взаимодействии 
с H. pylori индукция INF-γ и IL-17A и продуцирую-
щих их субпопуляций может иметь следствием как 
развитие воспалительных патологий желудка и 
ДПК, так и обширный спектр экстрагастродуоде-
нальных заболеваний, что подтверждается литера-
турными данными [21]. 

Вследствие этого оценка провоспалительного 
действия H. pylori и механизмов, определяющих 
склонность возбудителя как к регуляторному, так 
и провоспалительному действию представляется 
актуальной научно-практической задачей. Кроме 
того, значительный интерес представляет предвари-
тельно показанная для H. pylori возможность напря-
мую, без участия антигенпрезентирующих клеток 
(АПК) влиять по крайней мере на некоторые субпо-
пуляции Т-клеток человека. 

Целью работы была оценка способности  
H. pylori стимулировать образование INF-γ, IL-17A 
и Th17 в условиях прямого контакта между бакте-
риями и Т-клетками, без участия АПК. 

Материалы и методы. Объектами исследова-
ния служили образцы цельной периферической кро-
ви лиц, не имевших в анамнезе и по данным объек-
тивных методов исследования H. pylori-инфекции 
(n = 8), а также изоляты H. pylori, полученные в ходе 
диагностических ФГС у больных с хроническим 
гастритом (n = 6). Кровь забиралась в объеме 8–9 мл 
однократно в вакуумные пробирки, содержащие 
гепарин натрия (Vacuette, Германия). Пробы брались 
в работу не позднее чем через 2 часа после забора. Из 
проб крови производилось выделение мононуклеар-
ных клеток периферической крови (МНПК) путем 
центрифугирования (45 мин, 1500 об./мин) на гра-
диенте плотности «Диаколл-1077» («ДиаЭм», Рос-
сия). Из полученных МНПК методом иммуномаг-
нитной сепарации с помощью набора Human naпve 
CD4+ T-cell enrichment Kit (Stemcell technologies, 
USA) отделяли только CD4+-клетки. H. pylori выде-
ляли из биопсийного материала, полученного при 
диагностических ФГС из антрального отдела и тела 
желудка от пациентов с положительным уреазным 
тестом. Материал механически измельчался и высе-
вался на колумбийский агар (Becton Dickinson, 
США) с добавлением 10%-ной дефибринизирован-
ной донорской крови, а также антибиотиков для 
подавления роста сторонней микрофлоры и грибов 
(10 мкг/л ванкомицина, 5 мг/л триметоприма, 2 мг/л 
нистатина, все – Teva, Израиль). Культивирование 
производили в микроаэрофильных условиях, при 
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37 °С, в течение 7 суток. Идентификацию H. pylori 
осуществляли на основании культуральных и мор-
фологических признаков. 

Для оценки влияния H. pylori на дифференци-
ровку лимфоцитов производилось сокультивирова-
ние лимфоцитов с различными концентрациями 
бактерий (последовательно использовались соотно-
шения лимфоцитов к H. pylori 1:10, 1:20, 1:50) в те-
чение 18 часов в условиях: 5 % CO2, 37 °С, среда 
RPMI-1640 (Gibco, США) с добавлением 10%-ной 
эмбриональной телячьей сыворотки и 0,3 г/л L-глу-
тамина («Панэко», Россия). Часть лимфоцитов со-
культивировалась с бактериями в присутствии до-
полнительных стимуляторов – моноклональных ан-
тител к молекуле CD3 (1 мкг/мл, eBioscience, США), 
имитирующих воздействие на Т-клеточный рецеп-
тор, или смеси антител к CD3 и CD28 (1 мкг/мл, 
eBioscience, США, и 3 мкг/мл, Beckman Coulter, 
Франция), имитирующих воздействие АПК на  
Т-клетки. Имелись следующие культуры: лимфоци-
ты с добавлением H. pylori, но без добавления сти-
мулирующих антител; лимфоциты с добавлением 
антител к CD3 и без добавления бактерий; лимфо-
циты с добавлением антител к CD3 и с добавлением 
H. pylori; лимфоциты с добавлением антител к CD3 
и CD28, и без добавления H. pylori; и лимфоциты 
с добавлением антител к CD3 и CD28 и добавлением 
H. pylori. Последний вариант добавлялся с целью 
оценить степень влияния, оказываемого на характер 
стимуляции непосредственным присутствием воз-
будителя. Эксперименты для всех соотношений 
лимфоцитов и бактерий проводились отдельно. Не-
гативными контролями для всех вариантов культур 
служили лимфоциты без добавления H. pylori и сти-
мулирующих антител. 

По истечении 18 часов в культурах цитофлюо-
рометрически оценивалось содержание Th17 как 
клеток фенотипа CD4+CD161+ и CD4+IL-17A+. Для 
окрашивания указанных маркеров применялись ан-
титела к CD4, меченные FITC, антитела к CD161, 
меченные PE, антитела к IL-17A, меченные PE, все – 
производства eBioscience, США. Пермеабилизацию 
мембран, необходимую для мечения IL-17A, произ-
водили набором реагентов Fix/Perm Concentrate и 
Perm Buffer (eBioscience, США), согласно инструк-
циям производителя. Анализ осуществляли на ци-
тофлюориметре FacsCalibur (Beckton Dickinson, 
США). Активность Th1 определялась путем измере-
ния концентрации INF-γ в надосадках культур мето-
дом ИФА («Вектор-Бест», Россия). Для статистиче-
ской обработки данных использовался критерий 
Ньюмена–Кейлса. 

Результаты и их обсуждение. Одним из важ-
ных моментов в реализации иммунного ответа явля-
ется повышение уровня INF-γ. Как активатор мак-
рофагов этот цитокин задействован в непосредст-
венном ответе на инфекционные атаки, кроме того, 
он усиливает эффекты интерферонов α и β, способ-
ствует развитию иммунного ответа по Th1-типу и 

обладает способностью стимулировать активность 
антигенпрезентирующих клеток [22]. Как можно 
видеть на рис. 1, добавление H. pylori к суспензии 
выделенных лимфоцитов как без дополнительных 
стимуляторов, так и в совокупности с антителами 
к CD3 или CD3/CD28 приводило к статистически 
достоверному повышению продукции INF-γ. 

Если в контрольной культуре продукция со-
ставила 10,0 ± 4,08 пг/мл, то при добавлении бакте-
рий в соотношении 1:10 она возрастала до 835,0 ± 
± 351,4 пг/мл, при соотношении 1:20 – 745,0 ± 
± 164,1 пг/мл, при 1:50 – 135,0 ± 121,8 пг/мл. В куль-
турах, дополнительно стимулированных антителами, 
продукция INF-γ была статистически не отличима от 
вариантов, получивших только бактериальную сти-
муляцию: в культуре Т-лимфоцитов с H. pylori и до-
бавлением антител к CD3 концентрация INF-γ со-
ставила при соотношении 1:10 – 610,0 ± 081,3 пг/мл, 
при 1:20 – 637,5 ± 189,7 пг/мл и при 1:50 – 
192,5 ± 21,3 пг/мл. В варианте проб Т-лимфоцитов 
с добавлением H. pylori и дополнительной стимуляци-
ей смесью антител (CD3 и CD28) концентрация INF-γ 
составила: при 1:10 – 897,5 ± 300,1 пг/мл, при 1:20 – 
987,5 ± 249,1 пг/мл, при 1:50 – 502,5 ± 180,01 пг/мл. 
Полученные данные соотносятся с описанными в ли-
тературе, согласно которым протекание H. pylory-
ассоциированных гастритов сопровождается накоп-
лением Th1 и повышением уровня INF-γ в слизистой 
желудка [13]. 

 

Рис. 1. Влияние H. pylory на продукцию INF-γ.  
Варианты стимуляции обозначены под диаграммой. 
Контроль – лимфоциты без добавления бактерий и 

антител, * – достоверные отличия от контроля (p<0,05) 

Данные о влиянии H. pylori на дифференциров-
ку лимфоцитов в сторону Th17 и приобретении ими 
фенотипа CD4+CD161+ при отсутствии в культурах 
дендритных клеток представлены на рис. 2 и 3. 

Как можно видеть, совместное культивирова-
ние H. pylori и Т-клеток в течение 18 часов не при-
водило к повышению числа CD4+CD161+-клеток. 
Среднее содержание их в культурах без стимуляции 
бактериями составляло 20,065 ± 0,72 % от всех CD4+-
клеток, при добавлении H. pylori к отвечающим 
лимфоцитам в соотношении 10:1 составляло 
22,15 ± 1,49 %. При этом содержание этих клеток
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Рис. 2. Содержание CD4+CD161+-клеток в культуре Т-лимфоцитов при прямом сокультивировании  

с H. pylori без дополнительной стимуляции, в % от общего количества CD4+ клеток 
 (данные репрезентативного эксперимента): а – контрольная суспензия лимфоцитов без добавления  

H. pylori, б – сокультивирование с H. pylori в соотношении 1:10, в, г – сокультивирование  
с H. pylori в соотношении 1:20 и 1:50 соответственно. Процентное содержание клеток указано  

в углах квадрантов 

 
Рис. 3. Влияние H. pylory на содержание CD4+CD161+-клеток. Варианты стимуляции  

обозначены под диаграммой. Контроль – лимфоциты без добавления бактерий и антител 
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Содержание IL-17А+СD4+ клеток в условиях сокультивирования с H. pylory  
и/или дополнительной стимуляции антителами к CD3 и CD28 

Лимфоциты  
без H. pylori 
(контроль)  

Лимфоциты  
без H. pylori, 

CD3 

Лимфоциты  
без H. pylori, 
CD3 и CD28 

Лимфоциты  
+ H. pylori  

(1:10)  

Лимфоциты  
+ H. pylori (1:10), 

CD3  

Лимфоциты  
+ H. pylori (1:10), 

CD3 и CD28 

Содержание  
IL-17A+ клеток 
(% от всех CD4+ 

клеток)  0,27 ± 0,08 0,21 ± 0,02 0,23 ± 0,033 0,43 ± 0,07 0,26 ± 0,03 0,14 ± 0,04 
 

в культурах с соотношением клеток 1:20 и 1:50 так-
же было практически не отличимо от контрольных 
значений нестимулированных лимфоцитов (для со-
отношения 20:1 содержание составило 24,2 ± 3,41 %, 
а для соотношения 50:1 – 23,15 ± 2,73 %.). 

Для проверки значимости костимуляции нами 
были поставлены дополнительные эксперименты с 
добавлением стимулирующих антител к молекулам 
CD3 и CD3+CD28, предоставляющих Т-клеткам 
сигнал, подобный стимуляции от антигенпрезенти-
рующих клеток. В культуре Т-лимфоцитов без  
H. pylori но с добавлением антител к CD3 содержа-
ние CD4+CD161+-клеток составило 23,745 ± 7,3 %. 
В то же время при добавлении и H. pylori, и антител  
к CD3 содержание CD4+CD161+-клеток составило 
23,83 ± 3,30 % для соотношения 1:10, 25,4 ± 2,42 % 
для соотношения 1:20 и 25,4 ± 1,75 % для соотно-
шения 1:50. 

Молекула CD161 при ее коэкспрессии с моле-
кулой CD4 широко используются в мировой науч-
ной практике как маркер популяции Th17. Однако 
наличие мембранных фенотипических маркеров не 
гарантирует функциональной способности отве-
чающих клеток к продукции IL-17A – основной 
функции Th17. Также, по мнению некоторых авто-
ров, оценка содержания Th17 по наличию внутри-
клеточного IL-17A или его продукции является 
более надежным методом, чем применение CD161. 
Учитывая вышеизложенное, было оценено содер-
жание внутриклеточного IL-17А в культурах лим-
фоцитов, отвечающих на H. pylory. Для этого про-
извели пермеабилизацию мембран отвечающих 
клеток и окрашивание их моноклональными анти-
телами к IL-17A. Было установлено, что в приме-
няющихся условиях культивирования большинство 
клеток не повышают экспрессию IL-17А (таблица). 

Так, ни в одном из применяемых вариантов сти-
муляции и соотношений отвечающих клеток и бактерий 
содержание IL-17А+-клеток не превышало 0,5 % от всех 
CD4+-клеток пробы, что не отличается от нормального 
содержания IL-17+-клеток в крови человека [23–25]. 

Выводы. Прямое сокультивирование выде-
ленных Т-лимфоцитов с H. pylori способствует рез-
кому повышению продукции INF-γ, что в условиях 
данного эксперимента может с большой вероятно-
стью свидетельствовать об активации Th1. Однако 
процент содержания Тh17, определяемых и как 
CD4+CD161+, и как CD4+IL17A+ в таких условиях 
сколько-нибудь значимо не изменяется. Можно 
предположить, что ответная реакция Т-хелперов на 
прямой контакт с H. pylori при ее провоспалитель-
ном течении проходит по Th1-типу, без существен-
ного вовлечения Th17. Механизм же, определяющий 
способность H. pylori стимулировать активность как 
Th1, так и T-reg (что было показано нами ранее), 
требует дополнительного исследования. В целом 
механизмы и действующие агенты, с помощью ко-
торых может осуществляться прямое воздействие 
патогенов на выбор преобладающего типа иммунно-
го ответа, по мнению авторов, представляют значи-
тельный фундаментальный и практический интерес, 
поскольку потенциально могут быть использованы 
при разработке лекарственных средств, направляю-
щих иммунный ответ в благоприятную сторону. 
Также значимы они и для оценки риска развития 
гиперстимулированных форм иммунного ответа 
у пациентов, инфицированных H. pylori. 
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OF ANTI-INFLAMMATORY Т-CELL CYTOKINES AND SUNPOPULATIONS 
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Helicobacter pylori is a widely spread pathogenic microorganism. It penetrates the mucous tunic of the stomach and 

the duodenum and causes diseases in the gastrointestinal tract, including oncologic ones. This agent is able to be chronically 
persistent in a body and frequently there are no apparent symptoms of it; therefore, it is difficult to detect this pathogen in 
due time. Risk analysis related to occurrence and development of various pathologies associated with Helicobacter pylori, 
revealed that their clinical course was to a great extent determined by an immune response that emerged after infection. 
There are data that Helicobacter pylori is able to influence protective immune reactions making their balance to move to an 
increase in immune-suppressive components, for example, increased concentrations of T-regulatory cells and cytokines pro-
duced by them. However, some data can be found on Helicobacter pylori ability to induce anti-inflammatory responses 
which include those associated with T-helpers of the 1st and 17th types. Our research goal was to reveal peculiarities of 
effects produced by this pathogen on γ-interferon as one of basic products by 1st type T-helpers and on contents of the 17th 
type T-helpers determined as cells belonging to CD4+CD161+ and CD4+IL17+ phenotypes under direct contacts between 
bacteria and lymphocytes. Our research objects were clinical isolates of Helicobacter pylori and blood samples taken from 
people without helicobacter infection in their case history. We extracted lymphocytes with immunomagnetic separation out of 
mononuclear blood cells obtained via functioning in density gradient. Their concentrations were assessed with cytofluorome-
try; cytokines products, with enzyme-linked immunosorbent assay. We showed that CD4+CD161+ and CD4+IL17+ cells con-
tent didn't change when they were cultivated together for 18 hours under influence exerted by Helicobacter pylori, while 
products of γ-interferon increased considerably. It can probably be related to activation of the 1st type T-helpers under ef-
fects produced by direct contact with bacteria. However, we didn't detect any activation of the 17th type T-helpers. There-
fore, we can assume that effects produced by Helicobacter pylori on T-helpers under direct contact cause a response in a 
form of the 1st type T-helpers activation.  

Key words: Helicobacter pylori, lymphocytes, Т-helpers, differentiation, co-stimulation, антитела, flow cytofluoro-
metry, cell cultures. 
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