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Аннотация
Изучен уровень мРНК гена FOXP3 и содержание цитоки-
нов (TNFα, IL6, IL10) у больных ревматоидным артритом 
с первично выявленной патологией и  после лечения 
метотрексатом. Показано отсутствие значимых различий 
в уровне экспрессии мРНК гена FOXP3 в лейкоцитах пери-
ферической крови больных по сравнению с контрольной 
группой (p>0,05). Установлены достоверные различия в 
содержании исследуемых цитокинов между контрольной 
группой и группами больных ревматоидным артритом  в 
дебюте заболевания и на фоне базисной терапии мето-
трексатом.
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Summary 
The mRNA rate of FOXP3 gene and cytokine levels (TNFα, 
IL6, IL10) in patients with rheumatoid arthritis diagnosed 
for the first time and after treatment with methotrexate were 
studied. The absence of significant differences in the level of 
FOXP3 expression in peripheral blood leukocytes of patients 
with rheumatoid arthritis compared to the control group 
(p>0.05) was shown. We found the significant differences 
in the cytokine serum levels between the control group and 
patients with the onset of the disease, and with rheumatoid 
arthritis under methotrexate therapy.
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Ревматоидный артрит (РА) - хроническое 
иммуновоспалительное заболевание с преиму-
щественным поражением суставов [1]. Важной 
составляющей патогенеза при РА является дисре-
гуляция функции иммунной системы, что инду-
цирует нарушение толерантности к собственным 
антигенам и развитие аутоиммунных реакций. 

Известно, что значимая роль в подавлении ауто-
иммунного ответа принадлежит регуляторным 
Т-клеткам (Tregs), количество и функциональная 
активность которых снижается при различных 
аутоиммунных заболеваниях [2, 3]. Уровень 
супрессорной активности Tregs в значительной 
степени определяется экспрессией гена транс-
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крипционного фактора forkhead box protein 3 
(FOXP3), который необходим для нормального 
функционирования и развития Tregs [4]. 

Так показано, что у больных РА наблюдается 
снижение количества супрессорных клеток с 
активной экспрессией гена FOXP3 [5]. Возникает 
вопрос, какие внеклеточные и внутриклеточные 
факторы обуславливают снижение популяции 
регуляторных Т-клеток при развитии ревмато-
идного артрита? Одним из механизмов, участву-
ющих в этом процессе, может быть нарушение 
баланса продукции про- и противовоспалитель-
ных цитокинов. Так, например, известно, что при 
ревматоидном артрите наблюдается повышение 
содержания провоспалительных: TNFα, IL6, 
IL1β, IL17 [6,7] и снижение уровня противо-
воспалительных цитокинов: IL10, IL4 и др [8,9]. 
Повышенное содержание указанных провоспали-
тельных цитокинов ассоциируется со снижением 
супрессорной функции Tregs [10,11]. Поэтому 
следует ожидать, что снижение уровня провос-
палительных цитокинов может способствовать 
восстановлению супрессорной функции Tregs. В 
настоящее время одним из препаратов базисной 
терапии РА является метотрексат (МТХ) [12]. В 
работе Ma L. и соавт. [13] отмечается положи-
тельное влияние терапии МТХ на количество  
CD4+CD25+Foxp3+ T-клеток, что может сви-
детельствовать о повышении их супрессорной 
активности. Кроме того, имеются работы, в кото-
рых показано, что МТХ дозозависимо подавляет  
продукции ряда цитокинов (TNFα, IL6, IL1β, IL17 
и др.) [6]. Поэтому можно предположить, что 
МТХ регулирует супрессорную функцию Tregs 
через подавление продукции провоспалительных 
белков. Однако следует отметить, что работы, в 
которых показана связь изменения цитокинового 
статуса с восстановлением супресорной функции 
этих клеток, малочисленны, а молекулярные ме-
ханизмы коррекции патологического процесса 
при РА в условиях терапии метотрексатом до 
конца не выяснены. 

Цель настоящего исследования заключа-
лась в изучении уровня экспрессии мРНК гена 
FOXP3 в лейкоцитах периферической крови и 
содержания  провоспалительных (TNFα, IL6) 
и противовоспалительного (IL10) цитокинов в 
плазме крови больных РА до и после  базисной 
терапии метотрексатом.

Материалы и методы
В исследование включено 57 человек (38 жен-

щин и 19 мужчин, которые были разделены 
на три группы: I группа – контроль (здоровые 

доноры) (n=25, ср. возраст — 50,92±2,19 года), 
II группа - больные ревматоидным артритом в 
дебюте заболевания, до  начала базисной терапии 
(n=7, ср. возраст — 54,25±7,59 года) и III группа 
- больные ревматоидным артритом (n=25, ср. 
возраст — 54,60±1,77 года), которые получали в 
теченне 4 недель базисную терапию метотрекса-
том в дозе 15-22,5 мг/нед. Критерии исключения 
из исследования: наличие достоверного диагноза 
другого ревматического заболевания до нача-
ла исследования, наличие сахарного диабета, 
выраженные нарушения функции внутренних 
органов (почечная, печеночная, сердечная недо-
статочность),  а также перенесенные в последний 
месяц инфекционно-воспалительные заболева-
ния, курение табака, беременность и лактация, 
алкогольная зависимость, индекс массы тела 
≥30 кг/м. 

Диагноз ревматоидного артрита устанав-
ливался в соответствии с критериями Амери-
канской коллегии ревматологов (ACR) 1987 г. 
Материалом служили пробы периферической 
крови. Забор венозной крови осуществлялся 
утром натощак. Информационное согласие было 
получено от всех пациентов. Работа утверждена 
Этическим комитетом ГБУЗ «Республиканская 
больница им. В.А. Баранова». 

Тотальную  РНК из клеток крови выделяли 
на колонках «Axyprep Multisource Total RNA 
Miniprep Kit» (Axygen). Для удаления остатков 
ДНК раствор тРНК обрабатывали ДНКазой 
(Сибэнзим) (1 е.а.) при 37˚С в течение 30 мин. 
Синтез кДНК осуществляли с помощью набора 
«MMLV RT kit» («Евроген», Москва). Экспрессию 
гена FOXP3 оценивали методом полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) на приборе iCycler iQ5 (Био-Рад). Для 
амплификации использовали наборы «qPCRmix-
HS SYBR» и праймеры производства фирмы «Ев-
роген» (Москва). Последовательность праймеров 
для ПЦР-РВ указана в работе  Genre J. и соавт. 
[14]. Для каждого исследуемого образца реакцию 
ПЦР-РВ ставили не менее трех раз. Ген GAPDH 
использовали в качестве референсного гена. 
Уровень экспрессии гена FOXP3 рассчитывали 
относительно уровня экспрессии референсного 
гена GAPDH.

Относительный уровень экспрессии (ОУЭ) 
определяли по формуле:

ОУЭ=2-ΔСт, где ΔСт-разница между значе-
ниями пороговых циклов для референсного и 
таргетного генов.

Содержание изучаемых цитокинов опреде-
ляли в плазме крови методом неконкурентного 

Аутоиммунные	 болезни:	 Экспрессия	 гена	 FOXP3	 и	 профиль	 цитокинов	 у	 больных	 ревматоидным	 артритом...
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иммуноферментного анализа (ИФА) с использо-
ванием наборов фирмы «Вектор-Бест», Россия.

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета программ Statgraphics 
2.1. Достоверность различий изучаемых пока-
зателей между группами оценивали с помощью 
непараметрического критерия U Вилкоксона-
Манна-Уитни. Различия считали достоверными 
при p<0,05.

Исследования выполнены на научном обору-
довании Центра коллективного пользования ИБ 
КарНЦ РАН «Комплексные фундаментальные и 
прикладные исследования особенностей функ-
ционирования живых систем в условиях Севера».

Результаты 
Уровень экспрессии  гена FOXP3 у больных РА 

с первично выявленной патологией и у пациен-
тов при лечении метотрексатом  достоверно не 
отличался от контроля: 0,198±0,029, 0,242±0,036 
и 0,229±0,035 (p>0,05). Однако, следует отметить 
тенденцию к повышению количества транс-
криптов данного гена у больных РА на фоне 
терапии метотрексатом, по сравнению с группой 
больных РА в дебюте заболевания: 0,242±0,036 и  
0,198±0,029 соответственно, (p>0,05). 

По данным ИФА установлено, что содержание 
провоспалительного цитокина TNFα в плазме 
крови было значимо (p<0,001) выше у больных 
РА в дебюте заболевания  (Табл. 1).

На фоне терапии метотрексатом концентра-
ция указанного цитокина в плазме крови боль-
ных РА снижалась и достоверно не отличалась от 
уровня контрольных значений (p>0.05). Содер-
жание в плазме крови другого провоспалитель-
ного цитокина IL6 было значительно повышено у 
больных РА до базисной терапии метотрексатом 
(Табл. 1). Тенденция к снижению концентрации 
данного цитокина отмечена у больных РА на 
фоне терапии МТХ (Табл. 1). В ходе проведенных 
нами исследований было установлено, что кон-
центрация противовоспалительного цитокина 

IL10 в плазме крови  больных РА до начала те-
рапии значимо не отличалась от значений в кон-
трольной группе (Табл. 1). Содержание данного 
цитокина у больных РА достоверно повышалось 
при лечении метотрексатом (p<0,05). 

Нами проведен корреляционный анализ (по 
Спирмену) по результатам которого была вы-
явлена умеренная отрицательная корреляция 
между уровнем экспрессии гена FOXP3 и содер-
жанием  TNFa (r=0,339, p=0,0487) и  IL6 (r=0,581, 
p=0,0490) в плазме крови  больных РА на фоне 
терапии метотрексатом. 

Обсуждение результатов
Показано, что в группе больных, у которых 

впервые был поставлен диагноз ревматоидный 
артрит, по сравнению с контрольной группой 
снижен уровень транскриптов гена FOXP3, что 
может косвенно свидетельствовать о подавлении 
супрессорной функции Т-регуляторных клеток 
при развитии данного заболевания. Отсутствие 
различий уровня экспрессии изучаемого гена 
у больных РА принимающих МТХ и здоровых 
доноров позволяет предположить, что мето-
трексат способствует восстановлению супрес-
сорной функции регуляторных Т-лимфоцитов. 
Эти данные согласуются с данными литературы, 
в которых показано, что при проведении тера-
пии с использованием метотрексата у больных 
РА и при ряде других патологий (острый коро-
нарный синдром, воспалительные заболевания 
кишечника), наблюдалось увеличение количества 
CD4+CD25+FOXP3+ T-клеток [15,13,16]. 

Одним из возможных механизмов восстанов-
ления супрессорной функции Т-регуляторных 
клеток у пациентов, принимающих метотрексат, 
может быть его влияние на уровень провоспа-
лительных факторов в организме. Так из данных 
литературы известно, что у больных, принима-
ющих данный препарат, снижается количество 
клеток, способных продуцировать фактор не-
кроза опухоли альфа (TNFα) [17]. Как показано в 

Таблица 1. Содержание цитокинов в плазме крови  у больных ревматоидным артритом и  в контрольной группе
Показатель Содержание цитокинов в плазме крови (пг/мл)

Контроль, 
n=25

Больные РА 
до начала терапии, n=7

Больные РА 
на фоне терапии МТХ, n=25

TNFa 3,84±0,41 7,12±0,95** 3,62±0,99
IL6 4,74±0,98 17,24±3,14* 6,61±1,44
IL10 4,16±0,58 4,09±0,93 6,94±0,88*

Примечание.	*	-	достоверные	отличия	от	контроля	(p<0,05);	**	-	достоверные	отличия	от	контроля	(p<0,001)

И.Е. Малышева, Л.В. Топчиева,  О.Ю. Барышева и др.
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нашем исследовании, уровень данного провоспа-
лительного цитокина в плазме крови пациентов 
с РА на фоне терапии метотрексатом достоверно 
снижен по сравнению с больными, которым еще 
не назначалась какая-либо терапия. Содержание 
другого провоспалительного цитокина – интер-
лейкина 6 в плазме крови больных РА с дебютом 
заболевания было также значительно выше, чем 
у пациентов,  принимающих МТХ. Известно, 
что у больных РА увеличение содержания этого 
цитокина способствует хроническому течению 
данного заболевания. IL6 вовлечен в регуляцию 
баланса уровня Th17 и Tregs клеток, которые 
оказывают разнонаправленный эффект на про-
цессы воспаления. Увеличение количества Th17 
клеток способствует усилению этого процесса. 
Tregs клетки оказывают супрессорное влияние 
на повышенную активность Th17 клеток и, сле-
довательно, на воспаление [18]. Показано, что 
IL6 совместно с TGFβ стимулирует генерацию 
провоспалительных Th17 клеток и оказывает 
ингибирующее влияние на дифференцировку 
регуляторных Т-клеток. Причем основной меха-
низм действия  IL6 на этот процесс - супрессия 
транскрипционной активности гена FOXP3 [18].

При ревматоидном артрите помимо увели-
чения в плазме крови провоспалительных фак-
торов отмечается снижение противовоспали-
тельных цитокинов, в частности интерлейкина 
10. В нашем исследовании мы не обнаружили 
достоверных отличий в содержании данного 
белка в плазме крови здоровых доноров и боль-
ных РА в дебюте данного заболевания. Однако 
у больных, принимающих метотрексат, уровень 
IL10 в плазме крови оказался достоверно выше, 
чем в других группах исследования. Эти данные 
позволили нам высказать предположение, что 
МТХ может способствовать повышению уровня 
IL10 у больных РА. Данный препарат оказывает 

положительный эффект на супрессорную актив-
ности Tregs, скорее всего за счет увеличения ко-
личества CD4+CD25+FOXP3+ Т-клеток, которые 
способны продуцировать противовоспалитель-
ные цитокины, такие как IL10  и TGFβ [19,20,21]. 
Поэтому повышение содержание IL10 можно 
связать с положительным эффектом МТХ на по-
пуляцию Т-регуляторных лимфоцитов.

Согласно литературным данным, провоспа-
лительный цитокин TNFα способен стимули-
ровать продукцию другого фактора воспаления 
- IL6 [22]. Повышенное содержание указанных 
интерлейкинов способствует снижению уровня 
антивоспалительных белков, в частности IL10 
[23]. По данным литературы, на фоне проведения 
соответствующей антиревматической терапии 
с использованием МТХ, у больных наблюдается 
снижение уровня провоспалительных цито-
кинов [8, 23], что согласуется с данными по со-
держанию TNFα и IL6,  полученными в нашем 
исследовании. 

По результатам исследования можно пред-
положить, что изменение баланса цитокинов 
при развитии ревматоидного артрита может 
влиять на функциональную активность иммун-
ной системы и в частности, Т-регуляторных 
клеток. Об этом свидетельствует тот факт, что 
повышение содержания провоспалительных 
цитокинов (TNFa, IL6) в плазме крови  больных 
РА, принимающих МТХ сопровождалось сниже-
нием уровня транскриптов гена, кодирующего 
транскрипционный фактор FOXP3, являющегося 
молекулярным маркером этой популяции клеток. 

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств гранта Правительства 
РФ №11.G31.34.0052. и федерального бюджета на 
выполнение государственного задания:  Тема № 
0221-2014-0008.
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