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Резюме. Физиологически протекающая беременность сопровождается глубокими изменениями 
функций клеток как адаптивного, так и врожденного иммунитета, что необходимо для предотвра-
щения отторжения полуаллогенного плода и сохранения защитных свойств организма матери. Цель: 
исследовать метаболическую активность CD16hi- и CD16int-субпопуляций гранулоцитов перифериче-
ской крови в I и III триместрах физиологической беременности. Материалы и методы. Объектом 
исследования была периферическая кровь условно-здоровых женщин в I и III триместрах физио-
логически протекающей беременности. Группу сравнения составили условно-здоровые неберемен-
ные женщины в фолликулярной фазе менструального цикла. Метаболическую активность оцени-
вали по экспрессии белка-транспортера глюкозы GLUT-1 и включению митохондриального зонда 
MitoSpy Green (BioLegend, США), отражающего массу и объем митохондриального компартмента, 
методом проточной цитофлуориметрии на CD16hi- и CD16int-гранулоцитах периферической крови. 
Цитотоксичность гранулоцитов оценивали по экспрессии CD107a. Результаты исследования. В 
периферической крови небеременных преобладали CD16hi гранулоциты, а субпопуляции CD16hi- и 
CD16int-гранулоцитов не отличались по экспрессии GLUT-1, CD107a, массе и объему митохондрий. 
В I триместре в обеих субпопуляциях гранулоцитов экспрессия GLUT-1, CD107a, масса и объем ми-
тохондрий были сравнимы с небеременными, а в III триместре беременности экспрессия CD107a на 
CD16int-клетках была ниже, чем у небеременных (p<0,05), а масса и объем митохондрий был выше 
в обеих субпопуляциях (p<0,05). Вывод. Полученные результаты важны для понимания механизмов 
регуляции функций гранулоцитов при беременности.
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Введение
Физиологически протекающая беременность сопровождается глубокими изменениями функций 

клеток как адаптивного, так и врожденного иммунитета, что необходимо для предотвращения оттор-
жения полуаллогенного плода и сохранения защитных свойств организма матери. 

Нейтрофилы являются доминирующей популяцией эффекторов неспецифической резистентности 
в периферической крови среди гранулоцитов, основная функция которых заключается в обеспечении 
антимикробной защиты организма. Для физиологической беременности характерно увеличение как 
относительного, так и абсолютного количества нейтрофилов в периферической крови [1], однако их 
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функциональная активность меняется разнонаправленно в течение беременности, что связано с их 
фенотипической и функциональной гетерогенностью [2].

Согласно современным представлениям, нейтрофилы периферической крови различаются по 
экспрессии молекулы CD16 – рецептора к Fc-фрагментам IgG, необходимого для фагоцитоза IgG-
опсонизированных патогенов [3]. Гранулоциты с высокой экспрессией CD16 (CD16hi) и средней 
экспрессией CD16 (CD16int) дифференцированы по степени зрелости и характеризуются разной ад-
гезионной способностью к активированному эндотелию и экстравазации. Это определяет разную 
активность клеток в развитии воспалительного процесса, дополнительно предполагая участие в из-
менении иммунореактивности при беременности [4]. В немногочисленных исследованиях показано, 
что нарушение субпопуляционного состава CD16hi- и CD16int-нейтрофилов и их функций ассоцииро-
вано со спонтанными абортами в ранние сроки беременности [2]. 

Известно, что субпопуляции CD16hi- и CD16int-нейтрофилов отличаются метаболической активно-
стью [2-5]. Глюкоза активно используется клетками в качестве источника энергии, сахара поступают 
в клетку при участии белков-транспортеров (GLUT-1); гликолиз является доминирующим метабо-
лическим путем [6]. Количество и функциональная активность митохондрий в нейтрофилах изме-
няются в зависимости от степени зрелости и мобилизации, что напрямую связано с реализацией 
фагоцитарной функции, продукцией активных форм кислорода, способностью к формированию ней-
трофильных ловушек [6]. Вместе с тем, изменение субпопуляционного состава и метаболической ак-
тивности нейтрофилов во взаимосвязи с их функциями при физиологической беременности до конца 
не изучены. Учитывая наблюдаемое при физиологической беременности снижение антимикробной 
резистентности материнского организма [1, 2, 6], понимание механизмов регуляции эффекторов не-
специфической резистентности является важной задачей иммунологии репродукции.

Цель: исследовать метаболическую активность CD16hi- и CD16int-субпопуляций гранулоцитов пе-
риферической крови в I и III триместрах физиологической беременности.

Материалы и методы
Исследование одобрено локальным этическим комитетом ИЭГМ УрО РАН (протокол №16 от 

05.06.2022) и проведено в соответствии с этическими стандартами национального комитета по ис-
следовательской этике и Хельсинкской декларации 1964 года с ее последующими изменениями или 
сопоставимым нормам этики. В исследование включено 19 женщин, среди которых было 7 бере-
менных в I триместре и 6 беременных в III триместре физиологической беременности. В группу 
сравнения вошли 6 условно-здоровых небеременных женщин в фолликулярной фазе менструального 
цикла. 

Критериями включения были: наличие одной и более успешных беременностей; отсутствие па-
тологий беременности в прошлом и настоящем; отсутствие острых и хронических соматических, 
эндокринных, аутоиммунных, генетических заболеваний; отрицание диет, приема контрацептивных, 
гормональных, противовоспалительных или антибактериальных препаратов; наличие добровольно-
го информированного согласия на использование биологического материала. Характеристики групп 
представлены в таблице 1.

Венозную кровь получали из локтевой вены утром натощак в вакуумные пробирки с этиленди-
аминтетрауксусной кислотой в качестве антикоагулянта. Для удаления эритроцитов использовали 
коммерческий лизирующий буфер. Фенотип клеток определяли на проточном цитометре «CytoFlex 
S» (BeckmanCoulter, США) с использованием программы «CytExpert 2.0» (BeckmanCoulter, США). 
Окрашивание моноклональными антителами проводили согласно инструкции производителя. Ана-
лизировали не менее 100 000 событий в каждой пробе. Для уменьшения неспецифического связыва-
ния и адгезии клеток окрашивание проводили в фосфатно-солевом буфере, содержащем 2мМ ЭДТА 
и 0,1% БСА, без использования консервантов. Для контроля неспецифического связывания и вы-
деления негативного по флюоресценции окна использовали соответствующие изотипические и не-
гативные контроли. Стратегия гейтирования представлена на рисунке 1. 
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Таблица 1
Клиническая и демографическая характеристика участниц исследования 

Table 1
Clinical and demographic characteristics of the study participants

Исследуемые группы Study 
groups

Количество 
Number

Возраст 
Ages

Срок беременности, недель 
Gestation, weeks

Небеременные женщины 
Non-pregnant women 6 20,5 (20-27) -

Беременные, I триместр 
Pregnant women, I trimester 7 31 (25-32) 12 (10-12)

Беременные, III триместр 
Pregnant women, third trimester 6 29 (25-32) 31 (30-32)

Примечание: возраст и срок беременности представлены в виде медианы, верхнего и нижнего квар-
тилей Me(Q1-Q3)

Note: the data are presented as Median and interquartile range, Me(Q1-Q3)

Популяцию гранулоцитов определяли методом проточной цитометрии по каналам прямого и бо-
кового светорассеивания. В гейте гранулоцитов анализировали CD3-CD16+ клетки, среди которых 
выделяли субпопуляции CD16hi и CD16int. Флуоресцентный краситель Zombie UV® Fixable Viability 
Kit (BioLegend, США) использовали для исключения мертвых клеток. В исследуемых субпопуляци-
ях гранулоцитов оценивали процент клеток, позитивных по экспрессии GLUT-1 (GLUT-1+) и вклю-
чению митохондриального зонда MitoSpy® Green FM (BioLegend, США), а также экспрессирующие 
маркер дегрануляции CD107a [7]. Окрашивание моноклональными антителами проводили согласно 
инструкции производителя (Табл. 2)

 
Таблица 2

Характеристика используемых антител
Table 2

Characteristics of the antibodies 

Антитела Antibodies Флюорохром 
Fluorochrome

Клон 
Clone

Изотип 
Isotype

Производитель 
Company

CD3 PE OKT3 Mouse/IgG2a, κ BioLegend, USA
CD16 Pacific blue® 3G8 Mouse IgG1, κ BioLegend, USA

CD107a APC H4A3 Mouse IgG1, κ BioLegend, USA
GLUT-1 PE-Cy5.5 Polyclonal Rabbit IgG Biorbyt, Great Britain

Статистический анализ 
Статистический анализ проводили с помощью программы Prism v.8.0.1 (Graphpad, США). Для про-

верки нормальности распределения использовали критерий Колмогорова-Смирнова. Данные пред-
ставлены в виде медианы (Me), нижних (LQ) и верхних квартилей (UQ). Достоверность различий 
между группами определяли с использованием критерия Крускала-Уоллиса для множественных 
сравнений независимых переменных. Различия считали достоверными при p<0,05.

Результаты и обсуждение
В результате проведенных исследований установлено, что у здоровых небеременных женщин ре-

продуктивного возраста преобладающей популяцией нейтрофилов являются CD16hi (Рис. 2). Ранее 
подобные результаты были получены и другими авторами, которые описывают доминирующую по-
пуляцию CD16hi-нейтрофилов в периферической крови доноров обоих полов [3-5]. По данным лите-
ратуры CD16hi-нейтрофилы являются более зрелыми, а CD16int-нейтрофилы – менее зрелыми клетка-
ми крови [4]. В динамике беременности соотношение CD16hi/CD16int-клеток изменяется: количество 
CD16int-клеток увеличивается, а CD16hi – снижается пропорционально сроку беременности (p<0,05). 

Учитывая развитие нейтрофильного лейкоцитоза в периферической крови при физиологической 
беременности, можно полагать, что гормоны, вырабатываемые плацентой, стимулируют выброс из 
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костного мозга менее зрелых форм нейтрофилов. Существует вероятность того, что системное уг-
нетение цитотоксических реакций клеток адаптивного иммунитета, участвующих в антимикробной 
защите, при беременности компенсируется увеличением количества нейтрофилов.

 
Рисунок 1. Стратегия гейтирования гранулоцитов
Примечание. Последовательно: выделение гранулоцитарного гейта по параметрам площади пря-

мого (FSC-A) и высоты бокового (SSC-H) светорассеивания; дискриминация слипшихся клеток (дупле-
тов) по параметрам площади и высоты прямого светорассеивания (FSC-A/ FSC-H); определение реги-
она живых клеток с использованием красителя Zombie UV®; исключение гранулярных лимфоцитов 
с использованием антител к CD3; выделение CD16hi и CD16int субпопуляций среди CD16-позитивных 
гранулоцитов; оценка экспрессии GLUT-1 и CD107a среди CD16hi- и CD16int-клеток; определение вклю-
чения флюоресцентного красителя MitoSpy® Green FM в CD16hi- и CD16int-клетки. Представлены ги-
стограммы одного репрезентативного эксперимента.

Figure 1. Granulocyte gating strategy
Note. Consistently: isolation of the granulocyte gate based on forward scatter area (FSC-A) and side 

scatter height (SSC-H) parameters; discrimination of adherent cells (doublets) based on forward scatter area 
and height parameters (FSC-A/ FSC-H); definition of the live cell region using Zombie UV® dye; exclusion 
of granular lymphocytes using CD3 antibodies; isolation of CD16hi and CD16int subpopulations among 
CD16-positive granulocytes; evaluation of GLUT-1 and CD107a expression among CD16hi and CD16int cells; 
determination of the MitoSpy® Green FM incorporation in CD16hi and CD16int cells. Histograms of one 
representative experiment are presented.

Анализ экспрессии маркера цитотоксичности – молекулы CD107a (белок мембраны гранул), кото-
рая появляется на поверхности клетки при дегрануляции, показал, что у небеременных женщин ко-
личество CD107a-позитивных клеток не отличалось в субпопуляциях CD16hi- и CD16int-нейтрофилов 
(Рис. 2). У беременных процентное содержание CD16hi-нейтрофилов, экспрессирующих CD107a, до-
стоверно не изменялось в I и в III триместрах и не отличалось от небеременных, хотя выявлялась 
тенденция к снижению этого показателя в динамике беременности. Процент CD107a-позитивных 
CD16int-нейтрофилов в I триместре беременности также не имел достоверных отличий от небере-
менных женщин, но в III триместре снижался в сравнении с небеременными. Учитывая изменение 
соотношения CD16hi/CD16int-нейтрофилов в динамике физиологической беременности в сторону 
увеличения количества CD16int-нейтрофилов, можно полагать, что цитотоксичность нейтрофилов пе-
риферической крови снижается, что отчасти компенсируется увеличением количества клеток. Таким 
образом, полученные результаты дополняют наше понимание механизмов снижения антимикробной 
резистентности организма матери, характерное для физиологической беременности. Предполагает-
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ся, что выявленное снижение цитотоксичности нейтрофилов обусловлено регуляторными эффекта-
ми гормонов плаценты, что необходимо для предотвращения иммунного отторжения плода. 

Метаболическую активность гранулоцитов исследовали по экспрессии GLUT-1 и включению кра-
сителя MitoSpy Green. Считали, что увеличение экспрессии GLUT-1 свидетельствовало об усилении 
потребления глюкозы и активации метаболических процессов в клетке. 

Рисунок 2. Соотношение CD16hi- и CD16int-гранулоцитов; процент клеток, позитивных по экспрессии 
GLUT-1, CD107a, включению митохондриального зонда MitoSpy Green FM в субпопуляциях CD16hi- и 
CD16int-гранулоцитов периферической крови у небеременных (Нб), беременных в I (I) и III триме-
страх (III)

Примечание: данные представлены в виде медианы и межквартильного размаха, Me (Q1-Q3); 
по оси ординат представлена медиана интенсивности флуоресценции (MFI, Median Fluorescence 
Intensity) в клетках, содержащих MitoSpy Green FM; значения «p» представлены по критерию Кру-
скала-Уоллиса с апостериорным тестом Данна

Figure 2. CD16hi- and CD16int-granulocytes ratio; percentage of cells positive for the expression of GLUT-
1, CD107a, incorporation of MitoSpy Green FM in subpopulations of CD16hi- and CD16int-granulocytes of 
peripheral blood in non-pregnant (Nb), pregnant women in I (I) and III trimesters (III)

Note: the data are presented as median and interquartile range, Me (Q1-Q3); median Fluorescence 
Intensity (MFI) in cells incorporating MitoSpy Green FM is presented in ordinate axis; the values of «p» are 
presented according to the Kruskal-Wallis criterion with a posteriori Dunn test

Известно, что краситель MitoSpy Green может избирательно накапливаться в матриксе мито-
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хондрий, где связывается белками [7]. Накопление MitoSpy Green в клетке прямо пропорциональ-
но массе и объему митохондриального компартмента, что свидетельствует об усилении биогене-
за энергетических органелл [7]. В исследовании было установлено, что у небеременных CD16hi- и 
CD16int-нейтрофилы не отличались по экспрессии GLUT-1 и способности накапливать MitoSpy 
Green, что свидетельствует о сходной метаболической активности обеих субпопуляций клеток. В I 
триместре беременности экспрессия GLUT-1, масса и объем митохондрий достоверно не менялись 
в сравнении с данными, полученными у небеременных женщин. В III триместре масса и объем ми-
тохондрий достоверно увеличивались в обеих субпопуляциях нейтрофилов, имелась тенденция к 
увеличению экспрессии GLUT-1 (Рис. 2). Полученные данные позволяют предположить, что мета-
болическая активность обеих субпопуляций нейтрофилов увеличивается к концу беременности, что, 
по-видимому, сопряжено с активацией в них синтетических процессов.

В целом, можно заключить, что физиологическая беременность сопровождается фенотипическими 
и функциональными изменениями нейтрофилов в периферической крови: увеличением количества 
незрелых CD16int-нейтрофилов со сниженной цитотоксической активностью, увеличением метабо-
лической активности CD16hi- и CD16int-нейтрофилов. Полученные результаты раскрывают новые 
механизмы регуляции функциональной активности нейтрофилов при беременности. По-видимому, 
гормоны, продуцируемые плацентой при беременности, эффективно модулируют функции нейтро-
филов периферической крови. Учитывая способность нейтрофилов к инфильтрации тканей матки и 
участию в иммунном отторжении, модуляция их цитотоксической активности важна не только для 
обеспечения антимикробной резистентности, но и благополучного течения беременности. 

Заключение
Таким образом, в динамике физиологически протекающей беременности меняется соотношение 

CD16hi/CD16int-нейтрофилов периферической крови. Пропорция CD16hi-нейтрофилов снижается, 
а CD16int-нейтрофилов, соответственно, увеличивается. Изменение соотношения CD16hi/CD16int-
нейтрофилов сопровождается увеличением их метаболической активности при ограничении их ци-
тотоксичности. Полученные результаты важны для понимания механизмов регуляции функций ней-
трофилов при беременности.
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METABOLIC FEATURES OF PERIPHERAL BLOOD GRANULOCYTES IN 
PHYSIOLOGICAL PREGNANCY

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms Ural Branch Russian Аcademy of Sciences, 
Perm, Russian Federation

Abstract. Physiologically, pregnancy is accompanied by profound changes in the functions of cells of 
both adaptive and innate immunity, which is necessary to prevent rejection of a semi-allogenic fetus and 
preserve the protective properties of the mother’s body. Objective: to investigate the metabolic activity of 
CD16hi and CD16int subpopulations of peripheral blood granulocytes in the I and III trimesters of physiological 
pregnancy. Materials and methods. The object of the study was the peripheral blood of healthy women in the 
first and third trimesters of physiological pregnancy. The comparison group consisted of healthy non-pregnant 
women in the follicular phase of the menstrual cycle. Metabolic activity was assessed by the expression of 
the glucose transporter protein GLUTt-1 and the incorporation of the MitoSpy Green (BioLegend, USA), 
reflecting the mass and volume of the mitochondrial compartment, by flow cytometry in CD16hi and CD16int 
granulocytes of peripheral blood. Cytotoxicity of granulocytes was assessed by CD107a expression. Results. 
CD16hi granulocytes predominate in the peripheral blood of non-pregnant women, and the subpopulations of 
CD16hi and CD16int granulocytes do not differ in the expression of GLUT-1, CD107a, mass and volume of 
mitochondria. In the first trimester, in both subpopulations, the expression of GLUT-1, CD107a, the mass and 
volume of mitochondria are comparable to non-pregnant women, and in the third trimester of pregnancy, the 
expression of CD107a on CD16int is significantly lower than in non-pregnant women, the mass and volume of 
mitochondria significantly increase in both subpopulations. Conclusions. The results obtained are important 
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for understanding the mechanisms of regulation of granulocyte functions during pregnancy.

Keywords: granulocytes, CD16, GLUT-1, mitochondrial mass, mitochondrial volume, CD107a, peripheral 
blood, pregnancy
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