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1М.В. Стёганцева, 2А.С. Старовойтова, 
1А.Н. Купчинская, 1И.Е. Гурьянова, 
2С.М. Мезян, 1М.В. Белевцев

ДИАГНОСТИКА НАРУШЕНИЙ ИММУННОГО МЕХАНИЗМА У 
НЕДОНОШЕННЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

МАРКЕРОВ Т- И В-КЛЕТОЧНОГО НЕОГЕНЕЗА (TREC И 
KREC) И СУБПОПУЛЯЦИЙ T- И В-ЛИМФОЦИТОВ

1ГУ «РНПЦ детской онкологии, гематологии и иммунологии», г. Минск, Беларусь; 
2ГУ «РНПЦ «Мать и дитя», г. Минск, Беларусь

Для установления этапов диагностики нарушений иммунного механизма у недо-
ношенных новорожденных было проведено комплексное клиническое и лабораторное 
обследование 120 детей, рожденных в Ме=33,5 (29,5-35,0) недель беременности, с опре-
делением маркеров Т- и В-клеточного неогенеза (TREC/KREC) и субпопуляций T- и 
В-лимфоцитов.

О нарушении иммунного механизма у недоношенных новорожденных свидетель-
ствовали сохраняющееся снижение в периферической крови лимфоцитов ≤1,0×109/л по-
сле 4 суток жизни; сниженные или неопределяемые уровни показателей маркеров Т- и 
В-клеточного неогенеза к 37 неделе постконцептуального возраста; сниженные показате-
ли субпопуляции лимфоцитов.

Ключевые слова: недоношенные новорожденные, TREC, KREC, субпопуляции лим-
фоцитов

Введение

Существует ряд заболеваний с врож-
денным дефицитом лимфоцитарных кле-
ток, которые сопровождаются лимфоцито-
пенией. У недоношенных новорожденных 
такие заболевания могут развиваться как 
за счет недостаточной выработки, так и 
за счет повышенного разрушения лимфо-
цитов. У данной группы младенцев при-
знаки иммунопатологических состояний 
могут наблюдаться при осложненном те-
чении беременности и родов, в том числе 
гипоксии плода, отмеченной как до, так и 
во время родов. Эти состояния могут но-
сить как транзиторный характер, не всег-
да являясь признаками иммунопатологии, 
так и являться следствием врожденных 
генетических нарушений – первичных 
иммунодефицитов (ПИД). Дифференци-
ровать данные состояния возможно путем 
определения количества продуктов реком-

бинации генов Т-клеточного рецептора 
(TREC) (от англ. «T-cell receptor excision 
circles») и В-клеточного рецептора (KREC) 
(от англ. «kappa-deleting recombination 
excision circles»), которые являются мар-
керами лимфоцитарного неогенеза Т- и 
В-лимфоцитов соответственно. Для ис-
следования уровней TREC и KREC доста-
точно «сухой капли» крови на карте Гатри 
и метода полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в режиме «реального времени». 
Своевременное проведение исследований, 
по количественной оценке TREC/KREC у 
новорожденных играет важную роль в ран-
ней диагностике ПИД и позволяет предот-
вратить неминуемые фатальные осложне-
ния, которые могут регистрироваться на 
первом году их жизни [1, 2].

ПИД клинически проявляются в виде 
рецидивирующих инфекционных и ауто-
иммунных заболеваний разной степени 

Клиническая медицина
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Е.А. Полякова, С.А. Берестень, М.В. Стёганцева и др.

тяжести с атипичным течением, а также 
злокачественных новообразований [3]. Тя-
желые формы ПИД приводят к летальным 
исходам в первые два года жизни [4, 5]. 
Менее тяжелые формы приводят к необра-
тимым изменениям в организме, которые 
значительно снижают качество жизни че-
ловека. Большая часть ПИДС является мо-
ногенными заболеваниями, некоторые из 
них имеют более сложное полигенное про-
исхождение, что не является сопутствую-
щей патологией, а, как правило, следстви-
ем одних и тех же генетических дефектов.

Цель: провести оценку иммунного 
механизма у недоношенных новорожден-
ных различной гестационной зрелости в 
раннем неонатальном периоде с исполь-
зованием маркеров Т- и В-клеточного не-
огенеза (TREC/KREC) и субпопуляций T- и 
В-лимфоцитов.

Материал и методы исследования

В целях диагностики различных форм 
иммунозависимой патологии, формирова-
ния групп риска по данным заболевани-
ям, своевременной постановки диагноза 
в каждом рассматриваемом случае про-
ведено определение количественного со-
держания копий TREC/KREC в образцах 
сухой капле крови у 120 недоношенных 
новорожденных, находившихся на стацио-
нарном лечении в педиатрическом отделе-
нии (для недоношенных новорожденных 
детей) ГУ «РНПЦ «Мать и дитя».

Средний гестационный возраст не-
доношенных младенцев составил 
Ме=33,5 (29,5-35,0) недель, масса тела при 
рождении – Ме=1815,0(1415,0-2252,5) г, 
длина тела – Ме=43,0 (39,0-45,0) см, окруж-
ность головы – Ме=30,0 (29,0-32,0) см, 
окружность груди – Ме=28,0 (26,0-30,0) см. 
Мальчиков было 54,2%, девочек – 45,8%.

От третьей и более беременности роди-
лось 38,3% детей, от второй беременности – 
каждый третий (36,7%) младенец и от пер-
вой – каждый четвертый (25,0%) ребенок.

От первых родов родился каждый вто-
рой (50,8%) ребенок, от вторых – 30,0% 
детей, третьих и более 19,2% младенцев. 

Возраст матерей колебался от 18 до 45 лет 
и составил Ме=31,0 (27,0-34,0) год.

При абдоминальном родоразрешении 
родилось большинство (79,2%) младенцев 
(58,3% – при экстренном и 20,8% – при 
плановом родоразрешении), через есте-
ственные родовые пути – 20,8% детей. В 
результате применения вспомогательных 
репродуктивных технологий родилось 
14,2% младенцев, от многоплодной бере-
менности – 35,0% детей.

Состояние большинства (80,8%) ново-
рожденных при рождении оценивалось как 
тяжелое. Состояние средней тяжести от-
мечалось у 17,5% детей, удовлетворитель-
ное – у 1,7% детей.

В течение первых часов жизни обсле-
дованным детям с целью проведения инфу-
зионной терапии и кардиотонической под-
держки был установлен пупочный катетер. 
Длительность стояния пупочного катетера 
составила Ме=5,0 (2,0-7,0) суток.

Все младенцы получали инфузион ную 
терапию с длительностью Ме=15,0 (11,0- 27,2) 
суток. Максимальная убыль массы тела у де-
тей составила Ме=102,5 (60,0- 150,0) в горам-
мах (Ме=4,9 (3,1-8,2) %) на Ме=7,0 (5,0- 8,0) 
сутки жизни.

Отечный синдром регистрировал-
ся у каждого третьего (30,8%) ребенка 
на Ме=2,0 (1,0-2,7) сутки жизни, гемор-
рагический синдром – у 6,7% детей на 
Ме=1,5 (1,0-3,0) сутки жизни.

Клинические проявления желту-
хи отмечались у 90,8% младенцев. 
Иктеричность кожных покровов по-
являлась к Ме=3,0 (2,0- 3,0) суткам 
жизни, длительность желтухи соста-
вила Ме=8,0 (6,0- 12,0) суток. Наиболь-
ший уровень общего билирубина был 
Ме=152,0 (127,5-183,0) мкмоль/л на 
Ме=5,5 (4,0-9,0) сутки жизни.

Пупочная область без особенностей была 
у всех детей. Отпадение пупочного остатка от-
мечалось на Ме=7,0 (6,0- 9,0) сутки жизни.

Первоначальную массу тела восстано-
вили 82,5% детей на Ме=11,0 (9,0-14,0) сут-
ки, не теряли массу тела 13,3% младенцев, 
не восстановили массу тела 4,2% детей.
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Основным заболеванием у 29,2% не-
доношенных детей была врожденная пнев-
мония; внутриутробная инфекция без до-
полнительного уточнения – у 21,7% детей; 
инфекция, специфичная для перинатально-
го периода – в 17,5% случаев; врожденный 
сепсис – в 10,8% случаев. Пневмония но-
ворожденного отмечалась у 5,0% детей.

Среди осложнений диагностировались 
дыхательная недостаточность у большин-
ства (81,7%) детей; синдром эндогенной 
интоксикации – у 25,8% младенцев.

Среди сопутствующей патологии у 
всех младенцев была недоношенность. Пе-
ринатальная энцефалопатия новорожден-
ного регистрировалась у 90,8% детей, не-
онатальная желтуха – у 58,3% младенцев.

Продолжительность стационарного ле-
чения в специализированных отделениях 
для новорожденных РНПЦ «Мать и дитя» 
была Ме=30,0 (22,0-52,0) койко-дней.

В зависимости от гестационного воз-
раста обследованные новорожденные 
были разделены на 3 группы:

I группа (n=21) – младенцы со 
сроком гестации 28 и менее недель 
(Ме=27,5 (27,0-28,0)), масса тела при рож-
дении Ме=960,0 (880,0-980,0) г, длина тела – 
Ме=35,0 (31,0-36,5) см, окружность головы – 
Ме=25,0 (24,0-26,0) см, окружность груди – 
Ме=22,0 (21,0-23,2) см. Тяжелое состояние 
при рождении отмечалось у всех детей дан-
ной группы. На искусственной вентиляции 
легких находились все младенцы.

II группа (n=30) – новорожден-
ные со сроком гестации 29-32 недели 
(Ме=31,5 (29,1-32,5)), масса тела при рож-
дении Ме=1655,0 (1437,5-1872,5) г, длина 
тела – Ме=41,0 (38,0-43,0) см, окружность 
головы – Ме=29,5 (28,0-31,0) см, окруж-
ность груди – Ме=27,0 (25,7-28,0) см. Тяже-
лое состояние при рождении отмечалось у 
большинства (96,7%) детей обследованной 
группы, удовлетворительное – у одного ре-
бенка (3,3%). На искусственной вентиля-
ции легких находилось 66,7% детей.

III группа (n=69) – младенцы со сро-
ком гестации 33-36 недель (Ме=34,5 (33,0-
36,0)), масса тела при рождении 

Ме=2100,0 (1810,0-2380,0) г, длина тела – 
Ме=44,0 (43,0-47,0) см, окружность голо-
вы – Ме=31,0 (30,0-32,0) см, окружность 
груди – Ме=29,0 (28,0-30,0) см. Тяжелое со-
стояние при рождении отмечалось у боль-
шинства детей данной группы (68,2%), 
средней тяжести – у 30,4% младенцев и 
удовлетворительное – у одного ребенка 
(1,4%). На искусственной вентиляции лег-
ких находилось 33,3% детей.

Набор крови для количественного 
определения TREC и KREC осуществляли 
путём взятия капли капиллярной крови, ко-
торая распределялась на несколько отсеков 
фильтровальной бумаги методом «сухой 
капли» с последующим выделением ДНК.

Определение количества копий TREC 
и KREC проводилось методом ПЦР «в ре-
жиме реального времени» на базе ампли-
фикатора Bio-Rad CFX 96 (Bio-Rad, USA) 
при поддержке программного обеспечения 
Realtime RCR Data Analysis (Bio-Rad, США) 
с использованием набора праймеров и зон-
дов, а также плазмидных стандартов [6].

Определение субпопуляций T- и В- 
лимфоцитов проводилось на проточных 
цитофлуориметрах по стандартным ме-
тодикам фенотипирования лимфоцитов 
с набором многоцветных моноклональ-
ных антител для определения панели 
Т-лимфоцитов (CD3+), естественных 
киллерных клеток (CD3-CD16+CD56+) и 
В-лимфоцитов (CD19+) в сыворотке крови 
у недоношенных новорожденных.

Результаты были обработаны при помо-
щи программного обеспечения Windows, 
Excel, «STATISTICA 8». Выявление кор-
реляционной взаимосвязи осуществля-
лось методом рангового корреляционного 
анализа по Спирмену. Нормальность рас-
пределения выборки проверялась при по-
мощи критерия Шапиро-Уилка (Shapiro-
Wilk’sW-test) с использованием критерия 
Колмогорова. При условии нормального 
распределения данных значения представ-
ляли, как M±SD, где M – средняя арифме-
тическая, SD – стандартное квадратичное 
отклонение. Различия между параметрами 
считали статистически достоверным при 
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р<0,05. При распределении, отличающем-
ся от нормального, данные представляли в 
виде Me (1 и 3 квартили), что характеризу-
ет среднее развитие признака в группе.

Результаты исследования

В результате проведенных исследований 
нами были разработаны референтные значе-
ния уровней TREC и KREC у недоношенных 
новорожденных в зависимости от гестаци-
онной зрелости без иммунозависимой пато-
логии, что представлено в таблице 1.

С увеличением срока гестации коли-
чество копий TREC у недоношенных но-
ворожденных увеличивалось, что связано 
с увеличением пула T-лимфоцитов в про-
цессе онтогенеза иммунной системы но-
ворожденного и процессом «разведения» 
периферического пула Т-лимфоцитов [7].

Нами было проведено исследование 
популяционного состава лимфоцитов у не-
доношенных новорожденных различной 
гестационной зрелости (таблица 2).

Нами было выявлено, что относительное 
содержание (CD3+) (%) Т-лимфоцитов досто-
верно выше в группах недоношенных ново-

рожденных 33-36 недель в сравнении с груп-
пой детей 28 и менее недель гестационного 
возраста. Абсолютное содержание (CD3+) 
(109 г/л) Т-лимфоцитов достоверно выше 
в группах недоношенных новорожденных 
33- 36 недель в сравнении с группой детей 28 
и менее недель гестационного возраста.

Относительное содержание Т-хэлперов 
(CD3+CD4+) (%) в группе 28 недель и ме-
нее было достоверно ниже в сравнении с 
группой 33-36 недель гестации.

Относительное содержание Т-лимфоцитов 
цитотоксических (CD3+CD8+) (%) в группе 28 
недель и менее было достоверно ниже в срав-
нении с группой 33-36 недель гестации.

Относительное количество (CD19+) (%) 
В- лимфоцитов в группе детей 28 недель и ме-
нее было достоверно выше в сравнении с груп-
пой недоношенных новорожденных 33- 36 
недель гестации. Количественные значения 
абсолютного содержания В-лимфоцитов 
(CD19+) (109 г/л) были достоверно выше в 
группе детей 28 недель и менее в сравнении с 
новорожденными 33-36 недели.

По количеству тимических мигрантов 
(CD3+CD4+CD45RA+CD31+) (%) между 

Таблица 1 – Референтные значения молекул копий маркеров Т- и В-клеточного 
неогенеза у недоношенных новорожденных в зависимости от срока гестации  
(на 106 лейкоцитов)

Обследованные группы 
(срок гестации)

Маркеры неогенеза
Т-клеточного В-клеточного

I группа (менее 28 недель) 6,4-27,3 × 103 8,1-36,8 × 103

II группа (29-32 недели) 7,0-29,5 × 103 6,2-23,9 ×103

III группа (33-36 недель) 11,2-36,5× 103 5,5-25,4 × 103

Таблица 2 – Субпопуляционный состав лимфоцитов у недоношенных новорожденных 
в зависимости от срока гестации, Q1-Q3

Показатели
Недоношенные новорожденные

рIII группа
(менее 28 недель)

II группа
 (29-32 недели)

I группа
(33-36 недель)

Т-лимфоциты,(CD3+),% 47,2-76,0 67,2-87,6 75,0-83,6 pI-III <0,05
Т-лимфоциты,(CD3+), абс, ×109/л 1,7-4,1 2,9-7,9 3,9-6,0 pI-III <0,05
Т-хелперы, (CD3+CD4+),% 31,7-54,1 35,9-63,3 55,5-62,5 pI-III <0,01
Т-лимфоциты цитотоксические, 
(CD3+CD8+),% 10,2-18,4 20,0-30,0 17,2-19,4 pI-III <0,05

Тимические мигранты 
(CD3+CD4+CD45RA+CD31+),% 36,5-57,3 43,0-58,6 59,0-63,9 pI-III <0,05

pI-II <0,01
В-лимфоциты (CD19+),% 12,6-39,3 7,0-26,1 8,6-15,6 pI-III <0,05
В-лимфоциты (CD19+), абс, ×109/л 0,9-2,0 0,6-1,7 0,5-0,8 pI-III <0,05
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группами 33-36, 29-32 и 28 и менее не-
дель гестации так же выявлены статисти-
ческие различия.

Таки образом, для выявления наруше-
ний иммунного механизма у недоношен-
ных новорожденных при сохраняющемся 
снижении в периферической крови лим-
фоцитов ≤1,0×109/л после 4 суток жиз-
ни, свидетельствующих о недостаточ-
ности неспецифической резистентности 
организма, является показанием к про-
ведению определения количества копий 
маркеров Т- и В-клеточного неогенеза в 
сухом пятне крови.

Полученные значения показателей 
TREC и KREC в совокупности с критерия-
ми гемограммы у недоношенных новорож-
денных могут быть использованы в каче-
стве основных диагностических критериев 
иммунозависимой патологии, требующей 
дальнейшего обследования.

На основании данных, полученных в 
результате проведенных нами исследова-
ний, был создан алгоритм диагностики на-
рушений иммунного механизма у недоно-
шенных новорожденных:

1. у недоношенных новорожденных в 
сроке гестации 28 недель и менее – коли-
чество маркеров Т-клеточного неогенеза 
<6,4×103 на 106 лейкоцитов и/или коли-
чество маркеров В-клеточного неогенеза 
<8,1×103 на 106 лейкоцитов;

2. у недоношенных новорожденных в 
сроке гестации 29-32 недели – количество 
маркеров Т-клеточного неогенеза <7,0×103 
на 106 лейкоцитов и/или количество мар-
керов В-клеточного неогенеза <6,2×103 на 
106 лейкоцитов;

3. у недоношенных новорожденных 
в сроке гестации 33-36 недель – количе-
ство маркеров Т-клеточного неогенеза 
<11,2×103 на 106 лейкоцитов и/или коли-
чество маркеров В-клеточного неогенеза 
<5,5×103 на 106 лейкоцитов.

Снижение одного или обоих мар-
керов Т- и В-клеточного неогене-
за требует их повторного определе-
ния в 37 недель постконцептуального 
(гестационного+постнатального) возраста.

Сохраняющиеся низкие значения ко-
пий маркеров Т- и В- клеточного неогенеза 
указывают на наличие генетически детер-
минированных заболеваний иммунной си-
стемы, что является показанием для прове-
дения анализа субпопуляционного состава 
лимфоцитов у недоношенных новорожден-
ных с нарушением иммунного механизма.

Субпопуляционный состав лимфо-
цитов у недоношенных новорожденных 
(Т-лимфоциты и/или Т-хелперы и/или 
В-лимфоциты), указывающий на наличие 
ПИД с преобладающими отклонениями в 
количестве и функциональной активности 
B-клеток (D83.0), ПИД с преобладанием 
нарушений иммунорегуляторных T-клеток 
(D83.1), ПИД с аутоантителами к B- или 
T-клеткам (D83.2) свидетельствуют:

1. У недоношенных новорожденных в 
сроке гестации 28 недель и менее – коли-
чество Т-лимфоцитов (CD3+) <1,7×109/л 
и/ или Т-хелперов (CD3+CD4+) <31,7% 
и/ или В-лимфоцитов (CD19+) <0,9×109/л;

2. У недоношенных новорожденных в 
сроке гестации 29-32 недели – количество 
Т-лимфоцитов (CD3+) <2,9×109/л и/или 
Т-хелперов (CD3+CD4+) <35,9% и/или 
В-лимфоцитов (CD19+) <0,6×109/л;

3. У недоношенных новорожденных в 
сроке гестации 33-36 недель – количество 
Т-лимфоцитов (CD3+) <3,9×109/л и/или 
Т-хелперов (CD3+CD4+) <55,5% и/или 
В-лимфоцитов (CD19+) <0,5×109/л.

Заключение

О наличии ПИД с преобладающими от-
клонениями в количестве и функциональ-
ной активности B-клеток (D83.0), ПИД с 
преобладанием нарушений иммунорегу-
ляторных T-клеток (D83.1), ПИД с ауто-
антителами к B- или T-клеткам (D83.2) у 
недоношенных новорожденных свидетель-
ствует сохраняющееся снижение в пери-
ферической крови лимфоцитов ≤1,0×109/л 
после 4 суток жизни; сниженные или нео-
пределяемые уровни показателей маркеров 
Т- и В-клеточного неогенеза к 37 неделе 
постконцептуального возраста; сниженные 
показатели субпопуляций лимфоцитов.
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DIAGNOSIS OF IMMUNE MECHANISM DISORDERS IN PRETERM 
INFANTS USING MARKERS OF T- AND B-CELL NEOGENESIS (TREC 
AND KREC) AND SUBPOPULATIONS OF T- AND B-LYMPHOCYTES

To establish the stages of diagnosis of immune mechanism disorders in preterm infants, a 
comprehensive clinical and laboratory examination of 120 infants born at Me=33,5 (29,5-35,0) 
weeks of gestation was performed, determining markers of T- and B-cell neogenesis (TREC/
KREC) and subpopulations of T- and B-lymphocytes.

The impaired immune mechanism in preterm infants was evidenced by a persistent decrease 
in peripheral blood lymphocytes ≤1.0×109/l after 4 days of life; reduced or undetectable levels of 
T- and B-cell neogenesis markers by 37 weeks postconceptional age; and reduced lymphocyte 
subpopulation scores.

Key words: premature infants, TREC, KREC, subpopulations of lymphocytes
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