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Резюме
Муковисцидоз (МВ) – системное наследственное заболевание, одним из проявлений которого является хронический инфекционный 
процесс респираторного тракта, обусловленный бактериями и грибами. Особую роль в гуморальной защите при МВ играют многочис-
ленные антимикробные пептиды (АМП), каждый из которых подробно охарактеризован. Недавно разработан метод, позволяющий 
оценить совокупную противомикробную активность всех АМП разных биологических жидкостей. Целью исследования явилось приме-
нение данного метода для оценки противомикробной активности сывороток и их низкомолекулярных фракций, содержащих АМП, 
у пациентов с МВ до и после трансплантации легких. Материалы и методы. В исследовании использовалась сыворотка крови, получен-
ная от пациентов (n = 11) в возрасте 24–33 лет с диагнозом МВ до и после трансплантации легких. Совокупная активность сыворотки 
крови и ее фракций с молекулярной массой < 100 кДа определялась посредством действия данных образцов на клетки тест-культуры 
Candida albicans и спектрофотометрического измерения процента красителя, вошедшего в убитые клетки, по сравнению с контрольны-
ми необработанными клетками. Результаты. Установлено, что у пациентов с МВ исходно снижена активность цельной сыворотки и ее 
АМП-фракции по сравнению с таковой у здоровых лиц (медиана) – 82,3 % vs 87,8 % (p ≤ 0,01) и 17,2 % vs 41,9 % (p ≤ 0,01). В результате 
трансплантации у пациентов с МВ повышалась не только общая активность сыворотки крови, но и активность их АМП-фракций 
(84,5 % vs 33,3 %). Отмечена положительная динамика активности АМП-фракций сыворотки крови с момента проведения трансплан-
тации в течение 12 мес. Показано, что при МВ снижено содержание сывороточного альбумина, который достигал нормальных уровней 
в результате трансплантации. Заключение. Очевидно, что при МВ звенья сывороточного гуморального иммунитета, отвечающие 
за непосредственную противомикробную защиту, проявляют более низкую активность по сравнению с нормой, однако трансплантация 
легких способствует значительному повышению их активности.
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Abstract
Cystic fibrosis (CF) is a systemic congenital disease characterized by chronic bronchopulmonary infection of bacterial and fungal origins. Numerous 
antimicrobial peptides (AMP) play a special role in humoral immunity in CF patients. Each AMP was characterized in detail earlier. A new method 
has been developed recently in the Russian Federation for estimation of the cumulative antimicrobial activity of all AMPs in different bioliquids. 
The aim of the study was the application of this method for the estimation of antimicrobial activity of whole sera and the AMP-containing low 
molecular serum fractions in patients with CF before and after lung transplantation. Methods. Sera from 11 CF patients of 24 – 33 years old obtained 
before and after lung transplantation were used in the study. Antimicrobial activities of the whole serum and its fractions with the molecular mass 
under 100 kDa were estimated by the effect of the specimens on Candida albicans test culture cells and by spectrophotometric assay of dye, which 
was internalized by the killed cells, as compared to the control untreated cells. Results. The total serum activity and AMP fractions activity in 
patients with CF were lower than in the healthy volunteers (medians): 82.3% vs 87.8 % (p ≤ 0.01) and 17.2% vs 41.9% (p ≤ 0.01). After the lung 
transplantation, both activities increased to 84.5% vs 33.3%, respectively. The improvement of AMP fractions activity was observed during 
12 months after the transplantation. Serum albumin levels were lower in CF patients as compared to the reference values but normalized after lung 
transplantation. Conclusion. Obviously, the activity of the serum components of humoral immunity, which are responsible for direct antimicrobial 
defense, is decreased in CF patients compared to the reference values. The lung transplantation increased their activity considerably.
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Муковисцидоз (МВ) – системное наследственное за-
болевание, отличающееся тяжелыми нарушениями 
со стороны различных органов, наиболее значимыми 
из которых является патология органов дыхания. Это 
заболевание характеризуется хронической инфекци-
ей и воспалением, связанным с активацией системы 
врожденного иммунитета. Основными патогенами, 
хронически колонизирующими респираторный тракт 
и ведущими к обострению процесса, являются бакте-
рии Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Hae
mophilus influenza [1], а также грибы Candida albicans 
и Aspergillus fumigatus [2]. По результатам исследований, 
проведенных в последнее десятилетие, установлен ряд 
особенностей в системе как врожденного, так и адап-
тивного иммунитета при МВ, которыми обусловлена 
неэффективная элиминация микроорганизмов из ре-
спираторного тракта [3]. Так, изменение осмолярно-
сти и понижение кислотности секрета на поверхно-
сти бронхиального тракта приводят к инактивации 
веществ, обладающих бактерицидными свойствами, 
таких как лизоцим, β-дефензин-1 и -2, лактоферрин, 
кателицидин и др. В настоящее время известны > 10 ви-
дов антимикробных пептидов (АМП), при этом роль 
каждого пептида изучена при различных заболеваниях, 
в т. ч. при МВ [4]. Совокупная активность АМП опре-
делена ранее в слюне пациентов с респираторными 
инфекционными воспалительными заболеваниями [5], 
однако при МВ такое исследование не проводилось.

Методика по изучению совокупной активности 
АМП эпителиальных секретов1 не позволяет количе-
ственно оценить антимикробную активность в отде-
ляемом бронхов, обсемененном клетками микроор-
ганизмов. Целью настоящего исследовании явилось 
изучение активности сывороток и их низкомолекуляр-
ных фракций у пациентов с МВ до и после трансплан-
тации легких с помощью метода, адаптированного 
именно для сывороток2.

Материалы и методы

После получения письменного информированного со-
гласия у пациентов проводился забор венозной крови 
с соблюдением правил антисептики. В исследовании 
использована сыворотка крови, полученной у паци-
ентов (n = 11: 4 женщины и 7 мужчин; возраст – 24–
33 года) с диагнозом МВ до и после трансплантации 
легких. Временнóй интервал между забором крови до и 
после трансплантации составлял от 6 мес.; у 3 пациентов 
указанной группы произведен дополнительный забор 
крови еще через 6 мес. Все пациенты получали лечение 
в соответствии со стандартным протоколом. Контроль-
ную группу составили здоровые добровольцы (n = 15: 
10 женщин, 5 мужчин; возраст – 22 года – 27 лет).

Штамм микроорганизмов. В исследовании исполь-
зовались дрожжи Candida albicans № 927 из коллекции 
Федерального государственного бюджетного научно-

го учреждения «Научно-исследовательский институт 
вакцин и сывороток имени И.И.Мечникова». Мик-
роорганизмы поддерживались путем периодических 
пересевов на плотной глюкозопептон-дрожжевой сре-
де при температуре 25 °С с использованием культуры 
экспоненциальной фазы роста.

Определение концентрации сывороточного альбу-
мина. Метод основан на образовании окрашенных 
комплексных соединений при взаимодействии альбу-
мина с бромкрезоловым зеленым в слабокислой среде 
в присутствии детергента. К 0,1 мл сыворотки, разве-
денной в 10 раз, добавлены 4 мл реактива, содержаще-
го бромкрезоловый зеленый и детергент Тритон Х-100 
в ацетатном буфере («Альбумин Агат», фирма «Агат», 
Россия); состав инкубировался в течение 10 мин при 
комнатной температуре и измерялся на спектрофо-
тометре при длине волны 625 нм в кювете толщиной 
1 см. Калибровочные растворы изготавливались на ос-
нове человеческого сывороточного альбумина (Reanal, 
Чехия). Прямая зависимость оптической плотности 
от концентрации альбумина отмечена в диапазоне 
концентраций 0,3–20 мг / мл.

Определение антимикробной активности сыворотки 
крови. Активность цельных сывороток (общая актив-
ность) и их АМП-фракций определялась методом2, 
основанным на поглощении красителя бромкрезо-
лового пурпурного клетками с нарушенной цито-
плазматической мембраной и, как следствие, сниже-
нии оптической плотности надосадочной жидкости 
в опытных вариантах по сравнению с контрольны-
ми. Для определения общей активности соединя-
лись 300 мкл нативной сыворотки в пробирках типа 
Эппендорф и 50 мкл суспензии дрожжей C. albicans 
№ 927 в концентрации 1010 КОЕ / мл. Для определе-
ния активности АМП-фракции сыворотки фильтро-
вались через молекулярный фильтр Amicon (Merck, 
Германия) диамет ром пор 100 кДа на центрифуге 
в течение 15 мин при 16 000 об. / мин, после этого 
300 мкл фильтрата соединялись с 50 мкл суспензии 
микроорганизмов. В контрольной пробирке вместо 
сыворотки или фильтрата содержались 300 мкл физ-
раствора. Пробирка инкубировалась в течение 2 ч при 
32 °С на шейкере, затем центрифугировалась в течение 
5 мин при 16 000 об. / мин, супернатанты удалялись, 
а к осадкам добавлялся раствор бромкрезолового пур-
пурного (по 300 мкл) в фосфатном буфере (рН – 4,6). 
После этого пробирки инкубировались еще 45 мин 
при 32 °С на шейкере; центрифугировались в течение 
5 мин при 16 000 об. / мин. По 50 мкл супернатан-
тов соединялись с 2,5 мл фосфатного буфера (рН – 
4,6). Оптическая плотность полученных растворов 
измерялась на спектрофотометре Genesys 10S UV-Vis 
(США) при длине волны 440 нм. Из 3 измерений для 
каждой пробы вычислялось среднее значение опти-
ческой плотности, затем производился расчет актив-
ности (%) по отношению к контрольному образцу2. 

1 Арзуманян В.Г., Мальбахова Е.Т., Фошина Е.П. и др. Способ определения совокупной активности антимикробных пептидов как маркера состояния местного иммунитета 
различных эпителиальных тканей. Патент РФ № 2602298 от 21.10.16. Доступно на: https://yandex.ru/patents/doc/RU2602298C2_20161120

2 Михайлова Н. А., Арзуманян В.Г., Полищук В.Б. и др. Способ определения противомикробной активности цельной сыворотки и фракции ее антимикробных пептидов. 
Патент РФ № 2686337 от 25.04.19. Доступно на: https://findpatent.ru/patent/268/2686337.html
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Осадки, полученные при последнем центрифугирова-
нии, микроскопировались при суммарном увеличении 
микроскопа × 1 750 и фотографировались цифровой 
камерой Sony (Япония) при совмещении ее объектива 
с окуляром микроскопа.

Статистический анализ проводился с помощью 
программы Microsoft Excel. Расчет коэффициентов 
Манна–Уитни, свидетельствующих о наличии / от-
сутствии значимости различий между показателями, 
проводился с помощью автоматической программы3.

Результаты

Дрожжи C. albicans выбраны в качестве объекта ис-
следования по двум причинам – во-первых, эти мик-
роорганизмы очень часто встречаются в отделяемом 
бронхов у больных МВ [6, 7], они были обнаружены 
в значимых количествах у обследованных пациентов; 
во-вторых, это объект, удобный для наблюдения за ан-
тимикробным воздействием сыворотки и ее фрак-
ций методами микроскопии и спектрофотометрии1, 2. 
На рис. 1 представлен пример обработки клеток C. al
bicans цельной сывороткой, полученной от пациента 
с МВ до трансплантации (см. рис. 1В) и ее АМП-
фракцией (см. рис. 1С) в сравнении с контрольной 
культурой, которая обрабатывалась физраствором (см. 
рис. 1А). Видно, что наибольшее количество живых 
(белых) клеток отмечено в контрольном образце, тогда 
как воздействие АМП-фракции приводило к увели-
чению количества мертвых (желтых) клеток. Меха-
низм воздействия данной фракции очевиден – это 
нарушение целостности мембраны цитоплазмы, в ре-
зультате которой краситель проникает внутрь клеток 
и окрашивает их. Напротив, при обработке цельной 
сывороткой происходил лизис клеточных стенок 
и мембран с образованием мелких везикул, которые 
также поглощали краситель (см. рис. 1В).

Данное исследование проводилось с участием па-
циентов, распределенных в 3 группы:
• бессимптомные пациенты (контрольная группа);
• больные МВ до трансплантации;
• больные МВ после проведения трансплантации.

Результаты исследований представлены в табли-
це, по данным которой показано, что максимальная 
активность цельной сыворотки достоверно соответст-
вовала таковой у лиц группы контроля, а минималь-
ная – у больных, не подвергавшихся трансплантации, 
о чем свидетельствуют коэффициенты Манна–Уитни. 
Очевидно, что в результате трансплантации общая 
активность сыворотки повышалась до уровня, сравни-
мого с контрольным. Кроме того, при поиске взаимо-
связи между процессом проведения трансплантации 
и повышением активности цельной сыворотки пока-
зано наличие высокой положительной корреляции 
между этими показателями (коэффициент Пирсона 
r = 0,732).

При исследовании активности АМП-фракций 
выявлено, что этот показатель у пациентов с МВ 
до трансплантации в среднем был в 2 раза ниже та-

Рис. 1. Клетки Candida albicans: A – контроль (обработка физ-
раствором); B – обработка цельной сывороткой; C – обработка 
фракцией сывороточных антимикробных пептидов (оба сыворо-
точных препарата от пациента с муковисцидозом до транспланта-
ции легких)
Примечание: белые клетки – живые, желтые – мертвые; × 1 750; 1 де-
ление на линейке = 1 мкм; окрашивание бромкрезоловым пурпурным.
Figure 1. Cells of Candida albicans: A, control (treatment with saline); 
B, treatment with whole serum; C, treatment with a fraction of serum 
antimicrobial peptides (both serum preparations from a patient with 
cystic fibrosis before the lung transplantation)
Note: white cells – live, yellow – dead; × 1 750; 1 division on a ruler = 1 μm; 
staining with bromcresol purple.

3 Математические методы обработки данных. Доступно на: https://www.psycholok.ru/lib/statistics.html

кового в группе контроля, что подтверждается вели-
чиной коэффициента Манна–Уитни. После транс-
плантации данная активность повышалась, однако 
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в большинстве случаев – не до уровня контроля. 
Установлено наличие взаимосвязи между процессом 
проведения трансплантации и повышением активно-
сти АМП-фракции сыворотки, которая выражалась 
в высокой положительной корреляции между этими 
показателями (коэффициент Пирсона r = 0,936).

Динамику увеличения уровня активности АМП-
фракций сыворотки через 6 мес. и 1 год после транс-
плантации удалось проследить у 3 пациентов (рис. 2). 
Очевидно, что активность АМП-фракций сыворотки 
постепенно увеличивалась.

По данным таблицы показано, как изменялась 
концентрация альбумина у больных МВ в сравнении 

Рис. 2. Динамика активности фракции сывороточных антими-
кробных пептидов у пациентов (n = 3) до и после трансплантации 
легких
Figure 2. Improvement of the activity of the fraction of serum antimi-
crobial peptides in patients (n = 3) before and after lung transplantation

Таблица
Сравнение показателей фракций сыворотки крови у пациентов с муковисцидозом и группы контроля

Table
Comparison of parameters of blood serum fractions in the patients with cystic fibrosis and the control group

Категория Показатель Активность цельной 
сыворотки крови,  % Активность АМП-фракции, %

Концентрация альбумина 
в цельной сыворотке крови, 

мг / мл

Группа контроля (n = 15)
М ± σ 88,2 ± 1,6 38,9 ± 6,9 63,9 ± 6,7

Me 87,8 41,9 61,3

Пациенты с МВ

• до трансплантации (n = 11)

М ± σ 79,7 ± 7,6 19,0 ± 6,3 55,8 ± 5,3

Me 82,3 17,2 55,7

p ≤ 0,01 ≤ 0,01 0,01 ≤ p ≤ 0,05

• после трансплантации (n = 11)

М ± σ 85,0 ± 3,7 34,3 ± 8,7 64,0 ± 3,5

Me 84,5 33,3 63,7

p ≥ 0,05 ≥ 0,05 ≥ 0,05

Примечание: МВ – муковисцидоз; АМП – антимикробные пептиды; М ± σ – cреднее значение ± отклонение от среднего; Me – медиана; p – достоверность различий по сравнению 
с контрольной группой.
Note: M ± σ – the mean value ± deviation from the mean; p – the significance of differences compared with the control group.

с группой контроля. Видно, что у пациентов до транс-
плантации концентрация альбумина была достоверно 
ниже контроля, тогда как после трансплантации она 
повышалась, достигая нормы. Кроме того, как до, так 
и после трансплантации концентрация альбумина 
прямо коррелировала с активностью цельной сыво-
ротки (коэффициент Пирсона r = 0,699).

Обсуждение

При изучении иммунного статуса при МВ показано, 
что гуморальное звено иммунитета у этих больных 
не страдает, и, как правило, дает гипериммунный 
ответ, однако наблюдается снижение противови-
русного иммунитета, интерферонообразования, ко-
личества макрофагов и их функций, фагоцитарной 
функции лейкоцитов [8]. Что касается уровня АМП 
в сыворотке крови при МВ, то в этом случае данные 
весьма противоречивы. Так, например, показано, 
что концентрация сывороточного кальпротектина 
при МВ была значительно снижена по сравнению 
с контролем [9], тогда как концентрации лактофер-
рина и липокалина в сыворотке крови у больных 
в несколько раз превышали контрольные значения 
[10]. В связи с этим метод, использованный в насто-
ящей работе, дает возможность оценить не только 
общую антимикробную активность сыворотки крови, 
но и такой интегральный показатель, как совокупная 
активность содержащихся в ней АМП. Благодаря 
выявлению снижения уровней этих двух показателей 
при МВ и нормализации их в результате трансплан-
тации расширяются представления о гуморальной 
иммунной защите организма при МВ. Повышение 
антимикробной активности после трансплантации 
можно связать с тем, что антимикробные пептиды 
могут синтезироваться не только клетками иммунной 
системы, но и эпителиальными и железистыми клет-
ками. Возможно, характер данного процесса является 
компенсаторным ввиду недостаточности клеточных 

50

40

30

20

10

0
1-й

■ До трансплантации      ■ Через 6 мес.      ■ Через 1 год

2-й 3-й Пациенты

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


230 Пульмонология ● Pul’monologiya. 2022; 32 (2): 226–231. DOI: 10.18093/0869-0189-2022-32-2-226-231

Арзуманян В.Г. и др. Противомикробная активность сыворотки крови при муковисцидозе до и после трансплантации легких

факторов на фоне применения иммуносупрессивной 
терапии.

Важным показателем, характеризующим благо-
получие организма в целом, является концентрация 
сывороточного альбумина. Сывороточный альбумин 
человека и животных составляет примерно 50 % бел-
ков плазмы, кроме того, он присутствует в тканях. 
Функции альбумина в организме весьма много-
образны – это поддержание онкотического давления 
плазмы, связывание и транспорт низкомолекулярных 
веществ и экзогенных лигандов, участие в окисли-
тельно-восстановительных реакциях, пластическая 
функция, регуляция гемостаза, участие в поддержа-
нии кислотно-основного равновесия в крови, регу-
ляция апоптоза [11]. Известно также, что альбумин 
оказывает влияние не только на целостность сосудов, 
участвуя в поддержании нормальной капиллярной 
проницаемости, но и иммуномодулирующее дейст-
вие за счет связывания различных продуктов жизне-
деятельности микроорганизмов [12]. Обнаружение 
взаимосвязи между концентрацией сывороточного 
альбумина и антимикробной активностью сыворотки 
крови позволяет сделать предположение о наличии 
еще одной функции альбумина – его противоми-
кробной активности. Недавно авторами установлено 
наличие такой активности у альбумина в экспери-
ментах in vitro в отношении бактерий и дрожжевых 
грибов [13].

Заключение

Результаты исследования свидетельствуют о том, что 
у пациентов с МВ исходно снижены активность цель-
ной сыворотки крови и активность ее АМП-фракции 
по сравнению с таковой у лиц группы контроля. В ре-
зультате трансплантации легких у пациентов с МВ 
повышалась как общая активность сыворотки крови, 
так и  их АМП-фракций. Установлено, что при МВ 
снижено содержание сывороточного альбумина, ко-
торый достигал нормальных значений в результате 
трансплантации. Отмечена положительная динамика 
активности АМП-фракций сыворотки крови с мо-
мента проведения трансплантации в течение 12 мес. 
Выявлена значительная положительная корреляция 
между активностью цельной сыворотки и концент-
рацией альбумина независимо от проведения транс-
плантации.

Таким образом, можно заключить, что при МВ 
звенья сывороточного гуморального иммунитета, от-
вечающие за непосредственное противомикробное 
действие, – белки системы комплемента, иммуногло-
булины и АМП – проявляют более низкую активность 
по сравнению с нормой. В то же время транспланта-
ция легких способствует значительному повышению 
их активности.
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