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Введение. Открытые в конце XX века гены локуса MIC характеризуются высоким полиморфизмом. 
Они играют важную роль в процессах межклеточного взаимодействия, участвуют в реализации реакций 
врожденного и адаптивного иммунитета в качестве лигандов для рецепторов NKG2D, экспрессированных на 
различных субпопуляциях Т-лимфоцитов. MICA может высвобождаться с поверхности опухолевых и инфи-
цированных клеток после протеолитического расщепления, давая растворимые MICA (sMICA) в сыворотке. 
В норме MICA определяется в небольшом количестве на поверхности эндотелиальных клеток, фибробластов, 
моноцитов, синцитиотрофобластов и эпителиальных клеток, особенно в желудочно-кишечном тракте. Од-
нако эта экспрессия повышается во время стрессовых состояний.

Цель. Определить характер экспрессии MICA в слизистой кишечника методом иммуногистохимии, а так-
же уровень sMICA в сыворотке крови методом иммуноферментного анализа у пациентов отделений анесте-
зиологии и реанимации с клостридиальной инфекцией, индуцированной антибактериальными препаратами 
группы карбапенемов.

Материал и методы. Материалом для исследования стали биоптаты из пяти разных отделов толстой 
кишки у 10 пациентов отделения анестезиологии и реанимации (ОАиР) и 9 здоровых пациентов, а также 43 
образца сыворотки крови, взятые у пациентов ОАиР с клостридиальной инфекцией на фоне приема карба-
пенемов. Количественное определение уровня MICA в сыворотке крови проводилось с помощью иммунофер-
ментного анализа, оценка экспрессии MICA в биопсийном материале пациентов осуществлялась методом 
иммуногистохимии.

Результаты. При оценке экспрессии маркера в биопсийном материале пациентов с клостридиальной ин-
фекцией и группе без патологии толстой кишки наблюдалась более выраженная реакция в слизистой у паци-
ентов с клостридиальной инфекцией. При анализе показателей sMICA были получены следующие результаты: 
медианное значение составило 35,4 нг/мл; 95% ДИ: 105,6–162,7 нг/мл; 25–75% процентиль 25,9–66,1 нг/мл.

Выводы. Уровень MICA в сыворотке крови, а также в слизистой толстой кишки у пациентов с клостри-
диальной инфекцией ОАиР повышается при сравнении с контрольной группой.
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Введение 
Многочисленные исследования семейства 

главного комплекса гистосовместимости (MHC, 
Major histocompatibility complex), человеческого 
лейкоцитарного антигена (HLA, Human Leukocyte 
Antigen) привело к открытию в конце XX века 
MIC-генов (MHC class I chain related genes).  
Эта группа неклассических генов HLA, локализо-
ванных на коротком плече хромосомы 6 в непо-
средственной близости от HLA-В [1]. 

Существует семь локусов MIC от А до G, но 
только MICA и MICB транскрибируются и имеют 
высокий полиморфизм. Белки MICA действуют 
как лиганды для активирующего лектин-подобно-
го рецептора C-типа, члена группы естественных 
киллеров 2D (NKG2D), который экспрессируется 
на NK-клетках, γδ T-клетках и αβ CD8+ T-клет-
ках. Взаимодействие MICA с NKG2D приводит к 
активации цитотоксичности, опосредованной ан-
тигенспецифическими цитотоксическими Т-лим-
фоцитами и продукции цитокинов [2]. 

В норме MICA определяется в небольшом 
количестве на поверхности эндотелиальных 
клеток, фибробластов, моноцитов, синцитиотро-
фобластов и эпителиальных клеток, особенно 
в желудочно-кишечном тракте [3]. Однако эта 
экспрессия повышается во время стрессовых 
состояний, таких как ишемически-реперфузи-
онное повреждение, вирусные инфекции, вос-
паление, опухолевая трансформация и транс-
плантация органов [4]. В дополнение к мембра- 
носвязанной форме, MICA может высвобо-
ждаться с поверхности опухолевых и инфици-
рованных клеток после протеолитического рас-
щепления, давая растворимые MICA (sMICA) в 
сыворотке. Связываясь с рецептором NKG2D, 
растворимые молекулы MICA могут блокиро-
вать активацию эффекторных лимфатических 
клеток, тем самым облегчая уклонение опухо-
левых или инфицированных клеток от иммун-
ного контроля [5]. У пациентов с некоторыми 
типами рака сывороточные уровни sMICA по-
вышены, тогда как экспрессия NKG2D на NK  
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и/или CD8+ T-клетках снижена. Таким обра-
зом, циркулирующий sMICA в кровотоке может 
играть важную биологическую роль в модуля-
ции и регуляции иммунного ответа [6]. 

Данные относительно нормальных значений 
уровня sMICA в сыворотке в доступной лите-
ратуре неодназначны и сильно контрастируют 
между собой. Так, при измерении в одних груп-
пах здоровых добровольцев уровень sMICA  
не обнаруживался совсем, в других группах  
медианное значение варьировало от 0,039  
до 251,5 пг/мл [7, 8, 9]. В представленном ис-
следовании мы описываем результаты паци-
ентов отделения интенсивной терапии с высо-
ким уровнем клостридиальных токсинов, дан-
ные которых в доступной литературе ранее не 
встречались. 

Цель исследования
Определить характер экспрессии MICA в сли- 

зистой кишечника методом иммуногистохимии, 
а также уровень sMICA в сыворотке крови ме-
тодом иммуноферментного анализа у пациен-
тов отделений анестезиологии и реанимации 
с клостридиальной инфекцией, индуцирован-
ной антибактериальными препаратами группы 
карбапенемов.

Материал и методы
Материалом для исследования стали биоп-

таты из пяти разных отделов толстой кишки, 
полученные при проведении колоноскопии  
в рамках диагностического обследования  
у 10 пациентов отделения анестезиологии и ре-
анимации (ОАиР) с клиническими проявления-
ми инфекции Clostridium difficile на фоне лече-
ния антибактериальными препаратами группы 
карбапенемов и 9 здоровых пациентов, а также  
43 образца сыворотки крови, взятые у пациентов 
ОАиР с клостридиальной инфекцией на фоне 
приема карбапенемов.

Количественное определение уровня MICA  
в сыворотке крови проводилось с помощью  
набора для иммуноферментного анализа MHC 
Class I Polypeptide Related Sequence A (MICA) 
ELISA. Построение калибровочной кривой про-
водилось на иммуноферментном анализаторе 
SUNRISE TECAN при длине волны 450 нм.

При проведении морфологического иссле-
дования биоптаты из каждого сегмента толстой 
кишки помещались в отдельный флакон и фик-
сировались в 10% нейтральном забуференном 
формалине, дегитратировались при помощи тка-
невого процессора в батарее спиртов и заклю-
чались в парафиновую среду. Из блоков были 
изготовлены серийные гистологические срезы 
толщиной 4 мкм, которые окрашивались гема-
токсилином и эозином.

Иммуногистохимическое (ИГХ) исследова-
ние материала проводили по стандартной мето-
дике с использованием кроличьих поликлональ-
ных антител к MICA (FineTest, FNab05176, раз-
ведение 1:200) и mouse/rabbit-DAB (Poly-HRP) 
Detection System (FineTest, IHC0009). Проводи-
лись положительные и отрицательные контроль-

ные реакции. В качестве позитивного контроля 
ИГХ реакции использовали препараты слизи-
стой желудка. 

Перед окрашиванием срезы в вертикальном 
положении помещали в термостат на 60 минут 
при температуре 60°С. После этого осуществля-
лась депарафинизация в орто-ксилоле (в батарее 
из двух емкостей по 10 минут в каждой), реги-
дратация в этиловом спирте нисходящей концен-
трации (в батарее из трех емкостей по 3 минуты 
в каждой) и промывание в дистиллированной 
воде. Предметные стекла со срезами переносили 
в подогретый демаскировочный буфер (pH 9,0) 
и помещали в водяную баню при температуре 
98°С на 40 минут. После охлаждения до комнат-
ной температуры препараты промывали в рас-
творе трис-буфера при pH 7,4. Для блокирова-
ния эндогенной пероксидазы срезы обрабатыва-
ли 3% H2O2 в течение 30 минут. Для подавления 
неспецифического связывания антител, устране-
ния фона препараты обрабатывали Protein Blok 
в течение 60 минут. Инкубацию с первичными 
антителами осуществляли в течение 12 часов 
при температуре 4°С. Использовали комплекс 
mouse/rabbit-DAB (Poly-HRP) Detection System 
в течение 60 минут при температуре 37°С. Не-
посредственно перед применением готовили 
рабочий раствор хромагена из расчета одна ка-
пля диаминобензидина на 1 мл азидного буфера 
(специфический продукт реакции окрашивался в 
коричневый цвет разной интенсивности). Затем 
срезы промывали проточной водой, докраши-
вали гематоксилином Майера по общепринятой 
методике и заключали в готовую синтетическую 
монтирующую среду (на основе акриловой смо-
лы). После получения цифрового изображения 
(микроскоп CX43, камера OPTYKA C-P12) оце-
нивалась экспрессия изучаемого маркера в мак-
симальном количестве непересекающихся полей 
зрения с использованием объектива ×20 соглас-
но разработанным алгоритмам.

Для оценки количества и степени окраши-
вания клеток использовали ручной подсчет и 
программы WCIF ImageJ и Aperio Image Scope. 
Выраженность экспрессии оценивали полуко-
личественным способом в баллах: 0 – отрица-
тельная реакция, 1 балл – слабо выраженная,  
2 балла – умеренно выраженная, 3 балла – 
резко выраженная реакция с исследуемыми 
антителами.

Статистическую обработку данных про-
водили с помощью программы Statistica 12.0  
для Windows, используя методы описательной и 
аналитической статистики.

Результаты и обсуждение
При морфологическом исследовании биоп-

татов нормальной слизистой оболочки толстой 
кишки из контрольной группы учитывали нали-
чие одинакового просвета крипт, лимфоплазмо-
цитарная инфильтрация при этом была ограни-
чена верхними участками слизистой оболочки, 
отсутствовали нейтрофилы в эпителии, допуска-
лось наличие клеток Панета в дне крипт правых 
отделов толстой кишки (рис. 1Б).
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При гистологическом исследовании слизи-
стой при псевдомембранозном колите отмеча-
лось наличие слоистых псевдомембран, состоя-
щих из воспалительного экссудата с фибрином 
и некротизированными эпителиальными клет-
ками. При малом увеличении экссудат, исходя-
щий из нижележащих крипт, напоминал «извер-
жение вулкана». Подлежащие крипты были 
расширены, заполнены детритом или слизью  
с нейтрофилами. Часто наблюдались фибриновые 
тромбы в просвете сосудов. В некоторых случа-
ях имел место только очаговый активный колит  
с редкими крипт-абсцессами, но без наличия 
псевдомембран (рис. 1А).

А

Б
Рисунок 1 – Гистологическая характеристика колита, 

вызванного клостридиальной инфекцией (А)  
и биоптатов контрольной группы (Б) (окраска  

гематоксилином и эозином, ×200) 
Figure 1 – Histological characteristics of colitis caused by clostridial 
infection (A) and biopsies of the control group (B) (hematoxylin and 

eosin staining, ×200)

При оценке экспрессии маркера в биопсий-
ном материале пациентов с клостридиальной 
инфекцией и группе без патологии толстой 
кишки (группа сравнения), наблюдалась более 
выраженная реакция в слизистой (стромальные  
клетки, клетки воспалительного инфильтрата) 
(рис. 2). 

А

Б
Рисунок 2 – Иммуногистохимическое окрашивание  

антителами к MICA, хромоген ‒ ДАБ,  
контроокрашивание ядер – гематоксилин, в слизистой 

толстой кишки группы (опытной группы) (А) (×200)  
и контрольной группы (Б) (×100) 

Figure 2 – Immunohistochemical staining with antibodies to MICA, 
chromogen - DAB, counterstaining of nuclei ‒ hematoxylin, in the 
colon mucosa of the group (experimental group) (A) (×200) and the 

control group (B) (×100)

Необходимо отметить, что реакция с антите-
лами к MICA в группе с патологией нарастала 
при оценке биопсий из проксимальных и дис-
тальных отделов кишечника у одного пациента 
(рис. 3).

При оценке статистически значимых раз-
личий среди исследуемых групп проводилось 
сравнение между медианами экспрессии МICA 
не в отдельно взятом участке, а кишечнике  
в целом. При этом экспрессия оценивалась как  
в эпителии, так и в строме. При анализе было по-
лучено статистически значимое различие между 
показателями контрольной и опытной групп 
(U=19, p=0,04).

При анализе показателей sMICA были  
получены следующие результаты: медиан-
ное значение составило 35,4 нг/мл; 95% ДИ:  
105,6–162,7 нг/мл; 25–75% процентиль  
25,9–66,1 нг/мл. Полученные данные свидетель-
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ствуют о том, что повышенное выделение моле-
кул MICA, предположительно из инфицирован-
ных/воспалительных клеток, может развиваться 
при клостридиальной инфекции и приводить к 
наблюдаемому повышению sMICA в сыворот-
ке. Учитывая литературные данные, результаты 
предыдущих исследований, в которых отмеча-
лись повышение уровня изучаемого маркера 
при многих, но не всех инфекционных заболе-
ваниях, можно предположить, что степень по-
вышения sMICA потенциально связана либо с 
патогенами, либо с количеством вовлеченных 
инфицированных клеток в организме. Соот-
ветственно, ингибирование продукции sMICA  

А Б
Рисунок 3 – Экспрессия антител к MICA, хромоген ‒ ДАБ, контроокрашивание ядер – гематоксилин,  

в проксимальных отделах слизистой толстой кишки группы с клостридиальной инфекцией (А) (×200)  
в дистальных отделах слизистой толстой кишки группы с поражением (Б) (×100) 

Figure 3 – Expression of antibodies to MICA, chromogen ‒ DAB, counterstaining of nuclei ‒ hematoxylin, in the proximal parts of the colon 
mucosa of the group with clostridial infection (A) (×200) in the distal parts of the colon mucosa of the group with damage (B) (×100)

и/или предотвращение их выхода с поверхности 
клеток может иметь терапевтический потенциал 
при лечении и профилактике у пациентов с ан-
тибиотик-ассоциированной диареей, вызванной 
карбапенемами.

Заключение
Настоящим исследованием показано, что при-

менение антибактериальной терапии с использо-
ванием антибиотиков группы карбапенемов при-
водит к повышению уровня MICA в сыворотке 
крови и слизистой толстой кишки, что может ука-
зывать на повреждающее воздействие слизистой 
кишечника данной группы антибиотиков. 
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ASSESSMENT OF MAJOR HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX  
CLASS I CHAIN-RELATED A (MICA) MOLECULE LEVELS 

IN INTENSIVE CARE UNIT PATIENTS WITH CLOSTRIDIAL 
INFECTION
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Background. The genes of the MIC locus discovered at the end of the 20th century are characterized by high 
polymorphism. They play an important role in the processes of intercellular interaction, participate in the implementation 
of innate and adaptive immunity reactions as ligands for the NKG2D receptors expressed on various subpopulations 
of T-lymphocytes. MICA can be released from the surface of tumor and infected cells after proteolytic cleavage, 
yielding soluble MICA (sMICA) in serum. MICA is normally detected in low amounts on the surface of endothelial 
cells fibroblasts monocytes syncytiotrophoblast and epithelial cells especially in the gastrointestinal tract. However 
this expression increases during stress conditions.

Objective. To determine the nature of MICA expression in the intestinal mucosa using immunohistochemistry, 
as well as the level of sMICA in the blood serum using enzyme immunoassay in patients of the Anesthesiology and 
Intensive Care Units with clostridial infection induced by antibacterial drugs of the carbapenem group.

Results. When assessing the marker expression in biopsy material of patients with clostridial infection and a 
group without colon pathology, a more pronounced reaction in the mucosa was observed in patients with clostridial 
infection. When analyzing sMICA indicators, the following results were obtained: the median value was 35.4 ng / ml; 
95% confidence interval 105.6-162.7; 25-75% percentile 25.9-66.1.

Conclusions. The level of MICA in the blood serum, as well as in the colonic mucosa, in patients with clostridial 
infection of the AIC units increases when compared with the control group.

Keywords.  clostridial infection, MICA, sMICA, pseudomembranous colitis.
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