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Аннотация
Исследовали влияние растительных митогенов, а также 
антигенов солевой вытяжки медицинских пиявок (Hirudo 
verbana, H� �edi�ina�i�, H� оrien�a�i�� и красного кали�орний�H� �edi�ina�i�, H� оrien�a�i�� и красного кали�орний�� �edi�ina�i�, H� оrien�a�i�� и красного кали�орний�
ского червя (Ei�enia fe�ida� на реакцию бластной транс�ор�
мации лим�оцитов пери�ерической крови здоровых до�
норов и больных до и после курса гирудотерапии� Выявили 
различия действия трёх видов пиявки у здоровых доноров 
и больных� Курс гирудотерапии оказывает иммунотропное 
воздействие на организм человека, что проявляется повы�
шением потенциальной проли�еративной способности 
лим�оцитов при тестировании в культуре� Антигены пи�
явки и красного кали�орнийского червя ведут в большин�
стве случаев к апоптотическим и некротическим реакциям 
лим�оцитов� Наибольший уровень бласттранс�ормации 
лим�оцитов выявлен в культурах с добавлением антигенов 
H� оrien�a�i� и Ei�enia fe�ida, не зависимо от гирудотерапии� 
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Summary
Inve��iga�ed �he effe��� of p�an� �i�ogen� and an�igen� fro� 
�a�� ex�ra��ion of �edi�ina� �ee�he� (Hirudo verbana, H� 
�edi�ina�i�, H� orien�a�i�� and red Ca�ifornian wor�� (Ei�enia 
fe�ida� on �he rea��ion of periphera� �y�pho�y�e�’ b�a���
�ran�for�a�ion in b�ood of hea��hy donor� and pa�ien�� before 
and after �he �our�e hirudo�herapy� De�on��ra�ed a differen�e 
a��ion of �hree �pe�ie� �ee�he� in hea��hy donor� and pa�ien��� 
A �our�e of hirudo�herapy provide� i��uno�ropi� effe�� on 
�he hu�an body �ha� i� �anife��ed by in�rea�ed po�en�ia� 
�y�pho�y�e pro�ifera�ive �apa�i�y when �e��ed in �u��ure� 
An�igen� of �ee�he� and red Ca�ifornian wor�� in �he �ajori�y 
�ead �o apop�o�i� and ne�ro�i� re�pon�e� of �y�pho�y�e�� 
The highe�� �eve� of �y�pho�y�e�’ b�a����ran�for�a�ion wa� 
de�e��ed in �u��ure� wi�h an�igen� of H� orien�a�i� and Ei�enia 
fe�ida, irre�pe��ive of hirudo�herapy� 
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Гирудотерапия (ГТ) в настоящее время все боль-
ше пользуется успехом у населения благодаря ее 
лечебно-профилактической эффективности при 
хронических формах заболеваний, коррекции ге-
ронтологических признаков и др. [1, 2]. При пита-
нии медицинская пиявка впрыскивает в сосатель-
ную лакуну вместе с секретом слюнных желез более 
100 компонентов биологически активных веществ 
в оптимальной дозировке и последовательности, а 

дозированное кровоизвлечение способствует бла-
гоприятному перераспределению циркулирующей 
крови и лимфы, что в совокупности обеспечивает 
общее гомеостатическое действие [2]. Вместе с тем 
среди широкого спектра терапевтического действия 
ГТ, ее иммунотропное влияние мало изучено. Не 
решен также вопрос об идентичности биологически 
активных веществ различных видов медицинской 
пиявки, которых чаще всего используют для ГТ 



Иммунопатология, Аллергология, Инфектология 2014 N°3         11

целей. Поэтому цель работы — изучить влияние 
антигенов (АГ) трех видов медицинской пиявки: 
аптечной (Hirudo verbana, Carena, 1820), медицин-
ской/украинской (H. medicinalis, Linnaeus, 1758), 
восточной (H. оrientalis, S. Utevsky et Trontelj, 2005), 
а также красного калифорнийского червя (Eisenia 
fetida, Savigny, 1826) на реакцию бластной трансфор-
мации лимфоцитов (РБТЛ) в процессе ГТ.

Материалы и методы исследования
Исследована венозная кровь 22 условно здоро-

вых женщин (средний возраст — 29,3 ± 1,99 лет) 
интактных по отношению к медицинской пиявке 
и 25 больных (13 женщин и 12 мужчин, средний 
возраст — 52,0 ± 2,55 лет) с различной хронической 
патологией в стадии ремиссии, стабилизированная 
кристаллическим гепарином (200 мкг/мл, Спофа) до 
и после амбулаторного курса ГТ, продолжительно-
стью 3,5 - 4 недели, при котором было приставлено 
25 - 35 голодных аптечных пиявок.

Лимфоциты, выделенные из венозной крови на 
градиенте плотности фиколл-верографина (ρ=1,078) 
[3], суспензировали в питательной среде (среда 199, 
20% ЭТС, 20 мМ HEPES, 0,3 мг/мл глутамина, 0,15 мг/
мл аспарагина, 100 мкг гентамицина, 10 мМ 2-мер-
каптоэтанола), при конечной концетрации 2 млн/
мл, культуру вносили по 0,25 мл в плоскодонные 
микропробирки объемом 2 мл. Ставили следующие 
виды РБТЛ: спонтанную (контроль), митоген-сти-
мулированную — добавление 20 мкг/мл фитогемаг-
глютинина (Болгария), 20 мкг/мл конканавалина А 
(Германия), АГ-стимулированную — добавление АГ 
125 мкг/мл в пересчете на белок из солевой вытяжки 
трёх видов медицинской пиявки: аптечной, украин-
ской, восточной и красного калифорнийского червя 
(для филогенетического сравнения). Водно-солевой 
экстракт из тел кольчецов получали согласно методу 
[4]. Лимфоциты культивировали 24 часа при темпе-
ратуре 37°С, после чего готовили мазки, окрашивали 
по Паппенгейму. РБТЛ оценивали морфологическим 
методом с учетом 500 - 600 лимфоцитов. За акти-
вированные принимали: малые, средние, большие 
бласты и лимфоциты с явными признаками апоп-
тоза (цейозис плазмолеммы, вакуолизация ядра и 
цитоплазмы, кариорексис ядра) [5]. 

Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили с помощью пакета при-
кладных программ SPSS v. 20,0. Проверка данных 
на нормальность распределения осуществлялась 
с использованием одновыборочного теста Кол-
могорова-Смирнова, в случае нормального рас-
пределения статистическую значимость разницы 
между исследуемыми группами оценивали по 
критерию Стьюдента. Значения в таблицах пред-

ставлены в виде М±m, где М — среднее значение 
признака, m — средняя ошибка среднего ариф-
метического. Достоверными считали различия 
результатов при Р>95%, р<0,05.

Результаты и обсуждение
Индивидуальные и средние показатели РБТЛ 

обследованных людей представлены в Табл. 1. 
Количество спонтанно стимулированных лим-

фоцитов у интактных к биологически активным 
веществам кольчецов доноров (контроль) в среднем 
составляло 5,5 ± 0,47 %, а у больных до ГТ было не-
сколько выше (6,7 ± 0,67 %), что обусловлено различ-6,7 ± 0,67 %), что обусловлено различ-), что обусловлено различ-
ным состоянием исходной активации лимфоцитов 
в данном образце крови, которые её завершают в 
условиях культуры. Уровни РБТЛ на фитогемаг-
глютинин и конканавалин А у обследованных кон-
тингентов лиц также совпадали с данными других 
авторов [6], что свидетельствует о кондиционности 
условий культивирования лимфоцитов. Особенно-
сти РБТЛ связаны в основном со специфичностью 
реагирования лимфоцитов на АГ кольчецов. Так, у 
интактных доноров уровни РБТЛ превышали их 
контрольные (спонтанные) значения в 2 - 3 раза 
для АГ медицинской пиявки с тенденцией их уве-
личения в культурах с АГ украинской и восточной 
пиявки и около 8 раз для АГ красного калифорний-
ского червя. У больных до ГТ, которые также ранее 
не имели контактов с медицинской пиявкой, уровни 
РБТЛ были выше их спонтанных значений, анало-
гично донорам. При этом нами обнаружен факт 
морфологических отличий РБТЛ на растительные 
митогены (фитогемагглютинин, конканавалин А) и 
АГ кольчецов. В митоген-стимулированных куль-
турах лимфоцитов наблюдались типичные бласты 
с синтетически активным ядром и базофильной 
цитоплазмой, что свидетельствует о продуктивном 
лимфогенезе, который при пролонгированном 
культивировании на 2 - 3 сутки завершался бы ми-
тозом. При стимуляции АГ кольчецов бласты имели 
недостаточно развитую базофильную цитоплазму, 
значительная их часть была с признаками апоптоза 
(Рис. 1, 2). В таких культурах также часто встреча-
ются некротические лимфоциты в виде диффузных 
эозинофильных пятен. Перечисленные признаки, 
более часто встречались в культурах стимулирован-
ных АГ красного калифорнийского червя.

После ГТ стимулирующий ее эффект проявил-
ся во всех культурах. Увеличились спонтанная и 
митоген-стимулированная РБТЛ, как показатель 
потенциальной пролиферативной активности лим-
фоцитов. В 2 - 2,5 раза от исходного уровня увеличи-
лась РБТЛ и в АГ-стимулированных культурах. При 
этом на специфические АГ кольчецов продолжала 

Иммуномодуляторы: Реакция бластной трансформации лимфоцитов крови больных...
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Таблица 1. Митоген- и АГ-стимулированная РБТЛ крови доноров и больных до и после ГТ, % 

Группы 
обследованных

Уровни стимуляции лимфоцитов, %
СП ФГА КонА АП УКР ВОСТ ККЧ

Контроль, 
n=22 5,5±0,47 67,7±2,36 38,9±2,10 11,4±0,81 /

1,98±0,264
12,0±1,18/
2,00±0,221

15,8±1,89/
2,57±0,249 49,4±4,38

Больные до ГТ, n=25 6,7±0,67 64,3±1,71 36,2±1,71 12,0±1,04 /
2,30±0,135

13,2±0,75/
2,72±0,185*

15,2±1,09/
2,92±0,172 36,5±2,33*

Больные после ГТ, 
n=25 18,5±1,04∆,* 70,9±1,43∆ 41,4±1,48∆ 24,8±0,72∆,*/

4,70±0,132∆,*
27,3±1,31∆,*/
5,18±0,173∆,*

35,3±1,59∆,*/
5,60±0,115∆,* 61,4±3,21∆,*

Примечание: СП — спонтанная РБТЛ (контроль), ФГА — фитогемагглютинин, КонА — конканавалин А, АП — АГ аптечной пиявки, УКР — АГ украинской пиявки, ВОСТ 
— АГ восточной пиявки, ККЧ — АГ красного калифорнийского червя; в числителе — общее количество бласттрансформированых лимфоцитов в культуре клеток; в 
знаменателе — в том числе с признаками апоптоза, число некротических клеток в таблице отдельно не указано; * — различия достоверны по сравнению с контролем 
при р<0,05; ∆ — различия между группой до ГТ и после ГТ достоверны при р<0,05.

А.К. Фролов, Р.А. Литвиненко

Рис. 1. Морфологические формы бласттрансформированных лимфоцитов под влиянием растительных митогенов 
и АГ кольчецов (обьектив 100Ч, окраска по Паппенгейму). Типичные бласттранформированные лимфоциты под 
влиянием 1) фитогемагглютинина, 2) конканавалина А; бласттранформированные лимфоциты под влиянием АГ 
кольчецов с признаками апоптоза: 3) повреждение целостности плазмолеммы, вакуолизация ядра; 4) вакуоли-
зация цитоплазмы и ядра; 5) деформация ядра — двудольчатое ядро, формирование псевдоподий; 6) a — пикноз 
ядра, цейозис плазмолеммы, b — вуалевидная цитоплазма с вакуолизацией.

Рис. 2. Продолжение: апоптотические формы бласттрансформированных лимфоцитов под влиянием АГ кольчецов 
(обьектив 100Ч, окраска по Паппенгейму): 1) a — вакуолизация цитоплазмы, b — формирование псевдоподий, вакуо-бьектив 100Ч, окраска по Паппенгейму): 1) a — вакуолизация цитоплазмы, b — формирование псевдоподий, вакуо-): 1) a — вакуолизация цитоплазмы, b — формирование псевдоподий, вакуо-: 1) a — вакуолизация цитоплазмы, b — формирование псевдоподий, вакуо- a — вакуолизация цитоплазмы, b — формирование псевдоподий, вакуо- — вакуолизация цитоплазмы, b — формирование псевдоподий, вакуо-b — формирование псевдоподий, вакуо- — формирование псевдоподий, вакуо-
лизация ядра и цитоплазмы; 2) a — вакуолизация цитоплазмы, вакуолизация и кариорексис ядра, b, c — пикноз ядра; 
3) a — эритроциты, b — лимфоцит с фрагментацией ядра и микроядрами, c — пикноз ядра и цитоплазмы; 4) a, b, d 
— кариорексис ядра нейтрофилов, c — кариорексис с признаками кариолизиса ядра лимфоцита; 5) a —двудольчатое 
ядро, b — ядро с единичной протрузией, кариорексис ядра лимфоцитов; 6) вакуолизация цитоплазмы лимфоцита.

преобладать непродуктивная стадия иммуногенеза, 
которая переходила в апоптоз и некроз. В культу-
рах, стимулированных АГ медицинской пиявки, от-
мечен факт доминирования РБТЛ с АГ восточной 
пиявки, тогда как ГТ проводили аптечной. Обраща-
ет на себя внимание высокий уровень РБТЛ на АГ 

красного калифорнийского червя, который после 
ГТ приближался к фитогемагглютинин-стимули-
рованной культуре, но отличался преобладанием 
апоптотических и некротических реакций.

Увеличение уровня РБТЛ в культурах, стимули-
рованных АГ кольчецов по сравнению со спонтан-
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ной РБТЛ, у интактных доноров, а также больных 
до и после ГТ, можно объяснить наличием общих 
паттернов в белковой организации всех видов. 
Формирование иммунного ответа начинается со 
взаимодействия паттернов с паттерн-распознающи-
ми рецепторами клеток врожденного иммунитета, 
которые через клеточные контакты и с помощью 
цитокинов вовлекают в иммуногенез лимфоциты 
[7]. С этих позиций получает логическое объяснение 
также факт увеличения РБТЛ после ГТ, как резуль-
тат увеличения в рециркуляции сенсибилизирован-
ных к АГ аптечной пиявки клеток имеющих общие 
паттерны с другими видами. Вместе с тем различные 
уровни РБТЛ подтверждают, что это различные 
виды. Ранее установлено наличие сходства состава 
белков и пептидов секрета слюнных желез этих трёх 
видов пиявок на 30 - 40 %, при этом наибольшая бли-
зость наблюдается между H. medicinalis и H. orientalis 
[8]. Различные уровни РБТЛ на АГ аптечной, укра-
инской и восточной пиявок подтверждают видовые 
различия продукции биологически активных ве-
ществ. Повышение уровней РБТЛ на АГ трёх видов 
пиявки после курса ГТ аптечным видом указывает 
на сходство их биологически активных веществ.

Обнаруженная нами активация АГ кольчецов 
иммуногенетической реакции лимфоцитов по 
непродуктивному пути в культуре является но-
вым, ранее не описанным их свойством. Индукция 
апоптоза и последующего некроза клеток крови 
хозяина-прокормителя АГ кольчецов, вероятно, 
является одной из форм их иммунологической за-
щитной реакции. При этом его наибольший эффект 
проявляется у красных калифорнийских червей, как 
у организмов, живущих в почве с изобилием микро-
организмов. Приспособление к эктопаразитизму 
и питанию относительно стерильной внутренней 
средой хозяев-прокормителей (копытные млеко-

питающие, человек) филогенетически значительно 
снизили защитный цитотоксический эффект АГ 
у медицинской пиявки. Эволюционный переход 
медицинской пиявки к мутуализму с водопойными 
копытными млекопитающими (филогенетические 
хозяева-прокормители) способствовал адаптивно-
му ограничению защитных механизмов у послед-
них, путём наведения биологически активными 
веществами дозозависимого избирательного апоп-
тоза иммунокомпетентных клеток хозяев, что про-
является в виде противовоспалительного эффекта 
— основного терапевтического механизма ГТ.

Таким образом, впервые обнаруженное нами 
разнообразие РБТЛ в культурах, стимулированных 
АГ разных видов медицинской пиявки и красного 
калифорнийского червя, является основанием для 
экспериментального изучения иммунотропного 
действия биологически активных веществ кольче-
цов и клинического обоснования ГТ.

Выводы
1. Уровни РБТЛ в культурах, стимулированных АГ 

медицинской пиявки, превышали их спонтан-
ные значения в 2 – 2,5 раза, а в культурах, стиму-
лированных антигенами красного калифорний-
ского червя — в 8 раз и после ГТ ещё в несколько 
раз увеличились во всех видах культур. 

2. В спонтанных и митоген-стимулированных 
культурах наблюдались преимущественно про-
дуктивные стадии иммуногенеза в виде типич-
ных бластов, в стимулированных АГ кольчецов 
— апоптотические и некротические реакции.

3. Увеличенные значения РБТЛ в культурах, сти-
мулированных АГ кольчецов в условно здоро-
вых доноров и больных до ГТ, по сравнению 
со спонтанными значениями, связаны с на-
личием в их биополимерах общих паттернов.
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