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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Кишечная метаплазия эпителия слизистой оболочки желудка при хроническом атрофическом гастрите 
большинством авторов рассматривается как предраковое состояние, но при этом является потенциально обратимой. 
Изучение механизмов регуляции развития метапластических изменений эпителия может стать ключевым в понимании 
процесса канцерогенеза и профилактике развития рака.
Цель исследования — установить наличие или отсутствие взаимосвязи между микроокружением и развитием 
метаплазии эпителия слизистой оболочки желудка больных хроническим атрофическим гастритом путём оценки 
экспрессии генов и клеточного состава иммунного инфильтрата. 
Материалы и методы. Проведено ретроспективное когортное исследование, альтернативной гипотезой которого 
является предположение о том, что состав иммунного микроокружения слизистой оболочки желудка различается 
в случаях с наличием и отсутствием метапластических изменений эпителия. Материалом для исследования 
послужили биоптаты слизистой оболочки (n=38), полученные при эндоскопическом исследовании из пяти участков 
(2 из привратниковой пещеры, 2 из тела желудка, 1 из угловой вырезки) желудка у пациентов с хроническим 
атрофическим гастритом неуточнённой этиологии; а также результаты секвенирования РНК, выделенной из биоптатов 
больных хроническим гастритом, которые были получены из открытой базы данных NCBI (n=12). В ходе работы 
применяли гистологический, гистохимический методы окрашивания, проводили иммуногистохимическое исследование, 
морфометрический, статистический и биоинформатический анализ. 
Результаты. Установлено, что в образцах с метапластическими изменениями эпителия слизистой оболочки 
желудка увеличена доля макрофагов, Т-цитотоксических лимфоцитов и плазмоцитов. Обнаружена взаимосвязь 
Т-цитотоксических лимфоцитов и шанса развития метаплазии. Установлено, что изменение количества B-лимфоцитов, 
макрофагов фенотипа М2, Т-регуляторных лимфоцитов и NK-клеток ассоциировано с увеличением экспрессии шести 
генов, наиболее специфичных для эпителия кишечного типа.
Заключение. Значительная разница в составе иммунного микроокружения между образцами с метапластическими 
изменениями эпителия слизистой оболочки и без них указывает на потенциальное влияние клеток иммунитета  
на развитие метаплазии и прогрессирование патологического процесса по каскаду Корреа. Одним из механизмов 
регуляции развития метаплазии микроокружением может являться его влияние на экспрессию генов как эпигенетического 
фактора.

Ключевые слова: хронический атрофический гастрит; эпителий слизистой оболочки желудка; метаплазия; 
канцерогенез; микроокружение; эпигенетическая регуляция. 
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ABSTRACT
BACKGROUND: Intestinal metaplasia of the gastric mucosa epithelium in chronic atrophic gastritis is considered a precancerous 
condition; however, it is potentially reversible. The study of the regulation mechanisms of metaplastic epithelial changes may 
help in understanding carcinogenesis and cancer prevention.
AIM: To determine whether the microenvironment is related to the development of gastric mucosa epithelium metaplasia in 
patients with chronic atrophic gastritis by assessing gene expression and cellular composition of immune infiltrates.
MATERIALS AND METHODS: In this retrospective cohort study, the alternative hypothesis was that the composition of the 
immune microenvironment of the gastric mucosa differed between cases with and without metaplastic changes in the 
epithelium. Biopsy specimens of the mucosa (n=38) obtained during endoscopic examination from five stomach sites (2 from 
the antrum, 2 from the body, and 1 from the corner) in patients with chronic atrophic gastritis of unspecified etiology and 
results of RNA sequencing of biopsy specimens of patients with chronic gastritis registered in the NCBI open database (n=12) 
were analyzed. Histological analysis, histochemical staining methods, and immunohistochemical study and morphometric, 
statistical, and bioinformatic analyses were performed.
RESULTS: The proportion of macrophages, T-cytotoxic lymphocytes, and plasmocytes increased in the samples with metaplastic 
changes of the gastric mucosa epithelium. A correlation was found between T-cytotoxic lymphocytes and risk for metaplasia. 
It was found that changes in the number of B cells, macrophages M2, T-regulatory cells and NK-cells are associated with 
increase in the expression of six genes most specific for intestinal-type epithelium.
CONCLUSION: The significant difference in the composition of the immune microenvironment between samples with and 
without metaplastic changes in the mucosal epithelium indicates the potential influence of immune cells on the development 
of metaplasia and progression of the pathological process along the Correa cascade. One of the mechanisms of regulation of 
metaplasia development by the microenvironment may be their influence on gene expression as an epigenetic factor.

Keywords: chronic atrophic gastritis; gastric mucosa epithelium; metaplasia; carcinogenesis; cellular microenvironment; 
epigenetic processes.
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ОБОСНОВАНИЕ
Кишечная метаплазия в желудке —  это процесс, ха-

рактеризующийся прогрессирующей заменой эпителия 
слизистой оболочки желудка кишечным эпителием, ко-
торый может быть представлен абсорбирующими клетка-
ми, бокаловидными клетками и клетками Панета. Основой 
для такого нарушения тканевого гомеостаза выступают 
воспаление и атрофия, которые наиболее часто явля-
ются результатом хронического атрофического гастрита 
разной этиологии [1]. Особый интерес к кишечной мета-
плазии объясняется тем, что, являясь предполагаемым 
предраковым состоянием, метаплазия тем не менее оста-
ётся обратимой при своевременном обнаружении и на-
значении адекватного лечения [2]. На клеточном уровне 
данный процесс может быть рассмотрен как изменение 
направления дифференцировки стволовых клеток эпите-
лия слизистой оболочки желудка, обеспечивающих реге-
нерацию после повреждения. Это является нарушением 
физиологической регенерации, протекающей как есте-
ственный процесс обновления эпителия. Она включает 
в себя пролиферацию, биполярную миграцию из области 
перешейка железы и одновременную дифференцировку 
стволовых клеток. Данные процессы регулируются в том 
числе транскрипционным фактором Notch и сигнальным 
путем Wnt/b-catenin [3]. Как при физиологической, так 
и при патологической регенерации итоговый фенотип 
клетки определяется экспрессией тех или иных генов, ко-
торая находится под жёсткой регуляцией различных эпи-
генетических факторов. Наиболее пристальное внимание 
сейчас уделяется метилированию ДНК, некодирующим 
РНК и микроокружению, которое включает внеклеточный 
матрикс, фибробласты, иммунные клетки, а также цито-
кины, гормоны и другие биоактивные молекулы.

Показано, что при метапластических изменения эпите-
лия слизистой оболочки желудка существенно изменяется 
ландшафт метилирования [4]. Более 14 000 CpG-регионов 
были гиперметилированы и 1199 —  гипометилирова-
ны в образцах с кишечной метаплазией по сравнению 
с образцами без данного процесса. При этом, несмотря 
на изменение метилирования промотеров, экспрессия 
была изменена только в 15 генах при гиперметилирова-
нии и в 13 генах —  при гипометилировании. Особенно 
интересным является тот факт, что гиперметилирование 
промотора гена CDX2 —  транскрипционного фактора, 
участвующего в формировании кишки в ходе эмбриогене-
за, —  не повлияло на его экспрессию, которая оставалась 
повышенной более чем в 2 раза.

Среди некодирующих (нетранслирующихся) РНК 
наиболее изучены изменения в экспрессии микроРНК 
(miRNA) при метапластических изменениях эпителия 
слизистой оболочки желудка. Выявлено повышение 
количества miRNA-146a и miRNA-155 в образцах с ки-
шечной метаплазией [5]. В другом исследовании пока-
зана повышенная экспрессия miRNA-92a-1-5p, которая 

оказывает ингибирующее влияние на FOXD1, чем увели-
чивает экспрессию ранее упоминавшегося транскрипци-
онного фактора CDX2 [6]. К числу miRNA, чья экспрессия 
была повышенной при желудочно-кишечной метаплазии, 
также относится кластер miR-17–92, включающий семь 
miRNA [7], а также miRNA-584 и miRNA-1290 [8].

Тканевое микроокружение как эпигенетический фактор 
на текущий момент изучено гораздо меньше. Макрофаги 
фенотипа М2 (CD163+) исследованы в мышиной модели 
с вызванным с помощью клодроната дефицитом макро-
фагов и предложены в качестве фактора, стимулирующе-
го развитие метаплазии с экспрессией спазмолитическо-
го пептида [9]. Изучались также фибробласты как один 
из регуляторных элементов, участвующих в дифференци-
ровке клеток. Показано, что через регуляцию экспрессии 
гена SHH фибробласты способствуют прогрессированию 
патологического процесса в желудке по каскаду Кор-
реа —  через атрофию и метаплазию к раку желудка [10].

Несмотря на указанные исследования, на текущий 
момент взаимосвязь микроокружения и изменений в экс-
прессии генов, определяющих приобретение эпителием 
желудка кишечного фенотипа, остаётся недостаточно 
изученной. Обзорные данные о роли Т-клеточного зве-
на иммунитета в канцерогенезе свидетельствуют, что его 
участие в регуляции регенерации может быть ключевым 
и проявляться нарушением процесса дифференцировки, 
что ведёт к развитию атипии [11]. Рассматривая метапла-
зию как первый этап этого пути, можно предположить во-
влечённость Т-лимфоцитов и в данный процесс.

Цель исследования —  определить различия в со-
ставе иммунного инфильтрата в образцах ткани желудка 
с кишечной метаплазией и без неё, а также установить 
взаимосвязь между иммунным микроокружением и экс-
прессией генов, используя биоинформатические инстру-
менты для анализа ранее опубликованных транскрипто-
мов, находящихся в открытом доступе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведено наблюдательное, одномоментное, контро-

лируемое, нерандомизированное, одноцентровое иссле-
дование.

Объектом послужили биоптаты слизистой оболочки 
(38 образцов), полученные при эндоскопическом иссле-
довании из пяти участков (2 из привратниковой пещеры, 2 
из тела желудка, 1 из угловой вырезки) желудка у пациен-
тов с хроническим атрофическим гастритом неустановлен-
ной этиологии. Гистологическое, иммуногистохимическое 
и морфометрическое исследования проведены на пара-
финовых срезах с наиболее выраженными атрофическими 
или метапластическими изменениями каждого отдельно 
взятого случая. При наличии метаплазии только в одном 
из участков для дальнейшего анализа брался именно он.

Оценка атрофии и метаплазии выполнена при окра-
ске срезов гематоксилином и эозином с добавлением 
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альцианового синего. Атрофию определяли как уменьше-
ние количества желёз, свойственных данной зоне слизи-
стой оболочки желудка [12], метаплазию —  как наличие 
желёз, содержащих клетки, характерные для кишечного 
эпителия. Полную и неполную метаплазию разграничива-
ли по наличию/отсутствию клеток Панета. Пилорическую 
метаплазию тела желудка не оценивали в ходе данного 
исследования. Принадлежность угловой вырезки желудка 
к телу желудка или привратниковой пещере определяли 
по преобладающему фенотипу желёз.

Иммуногистохимическое исследование
Фенотипирование клеток инфильтрата выполняли 

с помощью иммуногистохимического исследования. Сре-
зы толщиной 1 мкм выдерживали в термостате при тем-
пературе 60 °C в течение 60 мин. После депарафинизации 
в ксилоле и спиртах возрастающей концентрации срезы 
кипятили в 0,01 М цитратном буфере в течение 30 мин. 
Затем их промывали в PBS и в растворе пероксида водо-
рода для блокировки эндогенной пероксидазы в течение 
30 мин при температуре 30 °C. После срезы с первичны-
ми антителами (все производства Sigma-Aldrich, США) 
к CD4 (104R-24, кроличьи моноклональные антитела); 
CD8 (108M-94, мышиные моноклональные антитела), 
CD20 (120M-84, мышиные моноклональные антитела), 
CD138 (138М-14, кроличьи моноклональные антитела), 
CD68 (168M-94, мышиные моноклональные антитела) 
выдерживали в термостате при температуре 30 °C в те-
чение 60 мин. После инкубации со вторичным антителом 
в течение 30 мин и пероксидазой хрена в течение 20 мин 
проводили реакцию с диаминобензидином и окрашивали 
срезы гематоксилином. Оценивали мембранное окраши-
вание, которое описывали как отсутствие или наличие 
реакции. Для положительного контроля использовали 
срезы лимфатических узлов, в качестве отрицательного 
контроля рассматривали эпителий слизистой оболочки 
желудка в срезах, на которых проводилось исследование.

Морфометрический анализ
Для каждого препарата оценивали 10 случайных 

полей зрения при ×200. Подсчёт клеток проводили от-
дельно в строме и эпителии желёз. Число позитивных 
клеток стромы выражалось как доля от общего числа 
клеток инфильтрата в одном поле зрения. Число интра-
эпителиальных позитивных клеток выражалось в едини-
цах на 100 клеток эпителия желёз. Для дальнейшего ана-
лиза рассчитывали среднее значение в каждом образце 
и для каждого антигена. Стадия атрофии рассчитывалась 
на основе критериев OLGA [13] для одной локализации, 
из которой был взят образец.

Статистический анализ
Статистический анализ выполнен с использова-

нием языка программирования R в среде разработки 
RStudio v. 4.3.1. Сравнение групп по полу проводили 

с использованием теста Хи-квадрат, по возрасту —  с ис-
пользованием теста Вилкоксона с поправкой на мно-
жественные сравнения Холма. Сравнение иммунного 
инфильтрата в трёх группах выполняли также с использо-
ванием критерия Вилкоксона с поправкой на множествен-
ные сравнения Холма. Для определения взаимосвязи 
между развитием кишечной метаплазии и клеточным со-
ставом иммунного микроокружения использовали модель 
обобщённой линейной регрессии с бинарным откликом.

Биоинформатический анализ
Результаты РНК-секвенирования ткани желудка боль-

ных хроническим гастритом с метаплазией (n=12) и без ме-
таплазии (n=12) были загружены из базы NCBI (GSE191275) 
[14]. РНК выделяли из ткани желудка, полученной в ре-
зультате гастрэктомии или биопсии при гастроскопии. 
Для каждого пациента диагноз был предварительно вери-
фицирован врачом-патологоанатомом. Образцы ткани ин-
кубировали в RNAlater (Invitrogen, США) при 4 °C в течение 
ночи, в дальнейшем хранили при –80 °C. После выделения 
и очищения с помощью реагента TRIzol (Invitrogen, США) 
РНК фрагментировали и проводили обратную транскрип-
цию. Полученную кДНК амплифицировали методом ПЦР 
и секвенировали на аппарате Illumina Novaseq 6000 (LC-
Bio Technologies CO., Китай).

Для анализа дифференциальной экспрессии меж-
ду группами использовали программное обеспечение 
R v. 4.3.1, пакет DESeq2 v. 1.42.0 [15]. Функциональный ана-
лиз выполняли с использованием пакета R clusterProfiler 
v. 4.10.0 [16]. Для восстановления тканевого микроокруже-
ния применяли веб-версию Kassandra [17]. Для определе-
ния взаимосвязи между составом иммунного инфильтрата 
и дифференциальной экспрессией генов использовали 
LAD-регрессионную модель.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика клеточного состава 
микроокружения

Всего проанализировано 38 случаев хронического 
атрофического гастрита. Все пациенты проходили ле-
чение в амбулаторных условиях. В зависимости от мор-
фологических изменений слизистой оболочки желуд-
ка они были разделены на три группы, сопоставимые 
по полу и возрасту (p >0,05): в 19 случаях были опреде-
лены метапластические изменения эпителия слизистой 
оболочки желудка (10 случаев полной (тонкокишечной) 
метаплазии, 9 случаев неполной (толстокишечной) мета-
плазии), в 19 случаях кишечная метаплазия отсутствова-
ла. В зависимости от числа желёз и их структуры в 4 слу-
чаях установлена атрофия I стадии, в 14 —  II стадии, 
в 13 —  III стадии, в 7 —  IV стадии. Соотношения стадий 
атрофии и степени воспаления внутри групп представ-
лены на рис. 1.
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При оценке состава микроокружения количество ин-
траэпителиально расположенных клеток оказалось не-
достаточным для проведения статистического анализа 
(~0,1% для каждого фенотипа клеток в одном образце), 
поэтому они были исключены из исследования. Медиа-
на и меж квартильный размах доли стромальных клеток 
каждого фенотипа в различных группах представлены 
в табл. 1.

В каждой группе образцов наибольшую долю со-
ставляли T-цитотоксические лимфоциты. Наименьшее 
значение было обнаружено для плазмоцитов в группах 
без метаплазии и с полной метаплазией, для макрофа-
гов —  в группе с неполной метаплазией. Для опреде-
ления различий в составе клеточного микроокружения 

между группами использовали тест Вилкоксона. Ста-
тистически значимые различия обнаружены в долях 
Т-цитотоксических лимфоцитов, макрофагов и плазмоци-
тов. Распределение данных и микрофотографии образцов 
из групп, для которых обнаружены статистически значи-
мые различия, представлены на рис. 2. Репрезентативные 
микрофотографии представлены на рис. 3.

Для определения влияния различных фенотипов кле-
ток иммунного инфильтрата на шанс развития метаплазии 
построена модель обобщённой линейной регрессии с би-
нарным откликом. Статистически значимые результаты 
показала модель с клетками CD8+ в качестве единствен-
ного предиктора. По результатам регрессионного ана-
лиза увеличение доли Т-цитотоксических лимфоцитов 

Образцы без метаплазии эпителия, 
n=19

Образцы с полной (тонкокишечной) 
метаплазией эпителия, n=10

Образцы с неполной (толстокишечной) 
метаплазией эпителия, n=9
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Рис. 1. Соотношение различных стадий атрофии и степени воспаления внутри исследуемых групп, %.
Fig. 1. The ratio of different atrophy stages and inflammation degrees within the studied groups (%).

Таблица 1. Медиана и межквартильный размах (IQR) доли различных клеток в каждой группе, %
Table 1. Median and interquartile range (IQR) of the proportion of different cells in each group (%)

Субпопуляция 
клеток Показатель

Группа  
без метаплазии эпите-

лия (n=19)

Группа с полной  
метаплазией эпителия 

(n=10)

Группа с неполной  
метаплазией эпителия 

(n=9)

CD68
Медиана 4,6 19,5 6,1

IQR 1,85 7,1725 7,1

CD4
Медиана 8,50 9,85 11,80

IQR 5,25 3,05 12,50

CD8
Медиана 17,7 35,4 26,7

IQR 3,8 8,4 5,8

CD20
Медиана 13,2 15,95 15,1

IQR 9,35 13,375 6,0

CD138
Медиана 2,8 5,25 16,7

IQR 2,55 3,825 3,9
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Рис. 2. Распределение данных и результаты теста Вилкоксона с поправкой на множественные сравнения Холма: a — макрофаги; 
b — Т-цитотоксические лимфоциты; c — плазмоциты; ** p <0,01. 
Fig. 2. Data distribution and Wilcoxon test results with Holm's correction for multiple comparisons: a — macrophages; b — T-cytotoxic 
lymphocytes; c — plasmocytes; ** p <0.01. 
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Fig. 3. Microphotographs of the gastric mucosa of patients with chronic atrophic gastritis without metaplasia — on the left, with intestinal 
metaplasia — on the right; ×200. Immunohistochemical study with primary antibodies to: a — CD68 (macrophages); b — CD8 (T-cytotoxic 
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ассоциировано с увеличением шанса развития метапла-
зии в 2,35 раза (p=0,022).

Анализ дифференциальной экспрессии генов
С целью обнаружения генов, экспрессия которых изменя-

ется при развитии метаплазии эпителия слизистой оболочки 
желудка, проведён анализ дифференциальной экспрессии 
генов. Проверку качества образцов выполняли с помощью 
анализа главных компонент. Удалено 8 транскриптомов, 

что может быть объяснено наличием промежуточных фе-
нотипов. В 12 образцах обнаружено 3118 генов с измене-
нием экспрессии более чем в 1,5 раза в группе метаплазии, 
из которых 1843 гена с повышенной экспрессией и 1275 —  
с пониженной (рис. 4). Иерархический кластерный анализ 
показал наличие двух паттернов генов, экспрессия которых 
отличается между группами и позволяет разделить образцы 
на два кластера (рис. 5). 10 генов с наиболее повышенной 
экспрессией представлены в табл. 2.
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Рис. 5. Результаты кластерного анализа дифференциальной экспрессии генов.
Fig. 5. Results of cluster analysis of differential gene expression.

Рис. 4. Volcano plot дифференциальной экспрессии генов. Каждая точка на графике обозначает ген. Справа от нуля расположены 
гены, чья экспрессия выше в группе метаплазии, слева — ниже. Синим отмечены гены с p <0,01. Сокращённые названия отмечены 
для 10 генов с наименьшими значениями p. 
Fig. 4. Volcano plot of differential gene expression. Each point on the graph represents a gene. To the right of zero are genes whose 
expression is higher in the metaplasia group, and to the left — lower. Genes with a p <0.01 are marked in blue. Abbreviated names are 
noted for the 10 genes with the lowest p.
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Функциональный анализ выполнен с помощью слова-
ря Gene Ontology [18]. Определялись биологические про-
цессы, молекулярные функции и клеточные компоненты, 
задействующие гены, экспрессия которых отличается 
в группе метаплазии. Всего выявлено 787 биологических 

процессов, 128 молекулярных функций и 69 клеточных 
компонентов. По результатам анализа наибольшее ко-
личество обнаруженных генов с повышенной экспрес-
сией в группе метаплазии были задействованы в мета-
болических процессах и иммунном ответе. 10 паттернов, 

Таблица 2. Результаты анализа дифференциальной экспрессии генов для 10 генов с наименьшими значениями скорректирован-
ного значения p
Table 2. Results of differential gene expression analysis for the 10 genes with the lowest adjusted p values

Ген baseMean log2FoldChange lfcSE p padj

MUC2 4952,58 11,58 0,39 8,30e–193 9,71e–189

MYO7B 1733,83 7,08 0,28 2,82e–139 2,20e–135

CDH17 5445,62 8,07 0,33 4,21e–131 2,46e–127

FABP1 7913,35 10,26 0,46 4,17e–112 1,95e–108

CLDN3 324,80 5,13 0,24 1,69e–100 6,57e–97

CDX1 624,62 9,05 0,44 7,85e–94 2,62e–90

SPINK4 1303,95 9,31 0,46 7,45e–92 2,18e–88

HEPH 1985,93 5,50 0.27 3,97e–90 1,03e–86

SLC39A5 641,22 5,34 0,27 5,24e–86 1,23e–82

OTOP3 366,19 7,02 0,36 1,36e–85 2,90e–82

Примечание: padj —  значение p с поправкой на множественные сравнения, baseMean —  среднее значение нормализованных каунтов для всех 
образцов, log2FoldChange —  двоичный логарифм кратности изменения экспрессии генов в группе метаплазии, lfcSE —  стандартная ошибка 
значения log2FoldChange.
Note: padj —  p value, adjusted for multiple comparisons, baseMean —  mean of normalized counts for all samples, log2FoldChange —  log2 of the fold 
change in gene expression in the metaplasia group, lfcSE —  standard error of log2FoldChange.
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Рис. 6. 10 паттернов, задействующих наибольшее количество генов в каждой из групп Gene Ontology.
Fig. 6. 10 patterns involving the largest number of genes in each Gene Ontology group.
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задействующих наибольшее количество генов, отображе-
ны на рис. 6 для каждой из групп.

Для определения взаимосвязи доли клеток различно-
го фенотипа и экспрессии генов проведена деконволюция 
состава микроокружения на основе полученных транс-
криптомов (рис. 7). Из 10 генов, для которых обнаружена 
наибольшая гиперэкспрессия в группе кишечной мета-
плазии, были выбраны 6 ассоциированных с кишечным 
фенотипом эпителия. Для каждого из них построена LAD-
регрессионная модель. В качестве предикторов исполь-
зовались все фенотипы клеток иммунного микроокруже-
ния, кроме нейтрофилов, так как их наличие характерно 
для острого воспалительного процесса.

ОБСУЖДЕНИЕ
Канцерогенез можно рассмотреть как ряд последо-

вательных событий, ведущих к приобретению клетками 
биологических признаков рака, которые морфологически 
определяются как инвазивный рост, а также тканевый 
и клеточный атипизм. Для рака желудка цепь состо-
яний, соединяющая нормальную ткань и опухолевую, 
была представлена Пелайо Корреа. Она включает в себя 
атрофию, метаплазию и дисплазию [19]. Каждое из этих 

состояний морфологически подразделяется на несколько 
этапов развития. В случае атрофии выделяются стадии, 
метаплазии —  типы, дисплазии —  грейды [20]. Такое 
разделение направлено не только на диагностику стадии 
заболевания, но и на определение его злокачественного 
потенциала [21]. Например, было показано, что толсто-
кишечный тип обладает наибольшим потенциалом к ма-
лигнизации среди метапластических изменений эпителия 
желудка [22].

В нашей работе при анализе тканевого микро-
окружения обнаружены отличия для макрофагов, 
Т-цитотоксических лимфоцитов и плазмоцитов. Доля ма-
крофагов была выше в группе полной метаплазии по срав-
нению с группой без метаплазии. Эти данные согласуются 
с результатами исследования B. Song с соавт. [23], где до-
полнительно было показано, что увеличение доли макро-
фагов происходит преимущественно за счёт фенотипа М0, 
который принято рассматривать как неполяризованные 
макрофаги. C. P. Petersen с соавт. в работе [24] показали, 
что блокада экспрессии IL-33 и IL-13 на мышиной модели 
снижает частоту возникновения метаплазии с экспресси-
ей спазмолитического пептида, уменьшая количество 
макрофагов М2а. Этот тип метаплазии многими авторами 
рассматривается как предшественник кишечной. Точные 
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Рис. 7. Результаты деконволюции данных РНК-секвенирования. Первые пять образцов относятся к группе кишечной метаплазии 
(выделены красной рамкой), остальные — к группе без метаплазии. 
Fig. 7. Deconvolution's results of RNA-seq data. The first five samples belong to the group of intestinal metaplasia (highlighted with a red 
frame), the rest — to the group without metaplasia.
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механизмы, которые объясняли бы, как макрофаги могут 
регулировать развитие метаплазии, неизвестны. Предпо-
лагается их влияние на экспрессию таких генов, как TFF3, 
CFTR и DMBT1 [9].

Обнаружено также увеличение доли Т-цитотоксических 
лимфоцитов в группах с полной и неполной метаплазией 
по сравнению с группой без неё. На текущий момент нет 
литературных данных, подтверждающих эти результаты. 
Напротив, в исследовании N. Ohtani с соавт. [25] получены 
противоположные результаты, показывающие уменьше-
ние количества Т-цитотоксических лимфоцитов по мере 
развития метаплазии. Тем не менее результаты регрес-
сионного анализа, проведённого как для факта развития 
метаплазии, так и для экспрессии 10 наиболее гиперэк-
спрессированных генов в группе с метаплазией, показы-
вают значимость этого фенотипа иммунных клеток. Разли-
чия в результатах могут быть объяснены тем, что N. Ohtani 
с соавт. [25] не рассматривали контрольную группу без ме-
таплазии, а сравнивали разные степени тяжести этого 
процесса —  среднюю и тяжёлую. С другой стороны, это 
позволяет сделать предположение, что Т-цитотоксические 
лимфоциты важны на ранних этапах нарушения диффе-
ренцировки клеток в ходе регенерации. Вопрос о кон-
кретных механизмах остаётся открытым. Можно также 
предположить, что основную роль играет прямое цито-
токсическое действие на повреждённые клетки эпителия, 
увеличивающее объём регенерации ткани.

Другим фенотипом клеток, для которых была по-
казана разница между группами с метаплазией эпите-
лия и группой без метаплазии, являются плазмоциты. 
Схожие результаты получены R. Wang с соавт. [26]. Ими 
показано, что преобладание доли секретирующих IgA 
плазмоцитов наиболее часто встречается в предраковых 
поражениях эпителия желудка по сравнению с нормаль-
ным эпителием и раком.

Одним из маркёров развития кишечной метаплазии 
эпителия слизистой оболочки желудка служит секреция 
бокаловидными клетками муцинов —  высокомолекуляр-
ных гликопротеинов, образующих нерастворимый сли-
зистый барьер. Их основная роль заключается в защите 
эпителия слизистой оболочки кишки от кислого содер-
жимого, поступающего из желудка. Одним из способов 
разграничения тонко- и толстокишечной метаплазии, 
не применяемым в рутинной клинической практике, яв-
ляется иммуногистохимическая реакция с антителами 
к муцинам: MUC2 характерен для полной метаплазии; 
MUC2, MUC5AC и MUC6 —  для толстокишечной мета-
плазии [27]. В этом исследовании обнаружено, что MUC2 
являлся геном с наибольшим преобладанием экспрессии 
в группе с метаплазией. Данный ген задействован в 11 
биологических процессах, 2 клеточных компонентах и мо-
лекулярных функциях, которые выявлены как обогащён-
ные в нашем анализе. Интересным оказался тот факт, 
что MUC2 задействован в биологическом процессе «от-
вет на токсические субстанции», определяемом авторами 

Gene Ontology как «процесс, приводящий к изменению 
состояния или активности клетки или организма (с точки 
зрения движения, секреции, выработки ферментов, экс-
прессии генов и т. д.) в результате токсического раздра-
жителя». Это объясняет гиперэкспрессию MUC2 как ответ 
на повышенную кислотность содержимого желудка и на-
рушение слизистого барьера, что часто возникает на фоне 
гастрита, вызванного H. pylori [28].

Другим геном, продукт которого обладает высокой 
специфичностью для кишечного эпителия и экспрессия 
которого была значительно повышена в группе кишеч-
ной метаплазии, является MYO7B. Он кодирует белок, 
входящий в состав микроворсинок щёточной каёмки 
энтероцитов [29].

Обнаружена также увеличенная экспрессия гена 
CDH17 в группе метаплазии. Его продукт является из-
вестным белком межклеточных контактов, выполняя тем 
самым структурную функцию и поддерживая архитекто-
нику слизистой оболочки кишки. Кроме того, он участвует 
в транспорте пептидов через кишечную стенку [30]. Стоит 
отметить, что CDH17 необходим также для выживания 
B-клеток памяти [31]. Из 17 обнаруженных биологиче-
ских процессов, в которых задействован CDH17, 11 были 
связаны с иммунным ответом; 5 из них отвечали за регу-
ляцию дифференцировки и выживания B-клеток.

Одна из основных функций кишечника —  транс-
порт веществ. HEPH и SLC39A5 —  гены, чьи продукты 
отвечают за всасывание минералов из просвета киш-
ки. Их экспрессия также была значительно повышена 
в группе метаплазии по результатам нашего анализа. 
Это отражает значительное изменение белкового соста-
ва апикальной мембраны метапластически изменённых  
клеток желудка.

CDX1 —  ген, кодирующий транскрипционный фак-
тор, который регулирует экспрессию генов, специфичных 
для тонкой и толстой кишки. Его экспрессия характерна 
исключительно для клеток кишечника различного фе-
нотипа [32]. Показано, что она коррелирует с тяжестью 
метаплазии, а также последовательно увеличивается 
при движении по каскаду Корреа от метаплазии к дис-
плазии и раку желудка [33].

В ходе регрессионного анализа обнаружена статистиче-
ски значимая взаимосвязь всех шести генов, специфичных 
для кишечного эпителия. Наиболее часто увеличение экс-
прессии генов в группе метаплазии ассоциировано с уве-
личением доли макрофагов фенотипа М2, B-лимфоцитов, 
Т-регуляторных лимфоцитов и NK-клеток. Стоит отме-
тить, что в современных исследованиях Т-регуляторные 
лимфоциты рассматривают чаще как мишень для эпиге-
нетической регуляции, чем её источник. Результаты те-
кущего исследования показывают обратное. Эти данные 
косвенно подтверждаются результатами исследований 
B. Kindlund с соавт. [34] и ранее упоминавшегося B. Song 
с соавт. [23], в которых обнаружено увеличение количе-
ства Т-регуляторных клеток при развитии метаплазии.
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Точные механизмы, с помощью которых клетки иммун-
ного микроокружения способны влиять на экспрессию генов 
в эпителиальных клетках, неизвестны. Тем не менее можно 
предположить значительное участие в этом секретируемого 
ими TGF-β, который, взаимодействуя с одноимёнными ре-
цепторами на поверхности клеток, способен активировать 
транскрипционный фактор SMAD, регулирующий экспрес-
сию генов. Данная гипотеза подтверждается результатами 
работы A. Negovan с соавт. [35], которые показали, что му-
тация TGF-β1 снижает частоту развития кишечной метапла-
зии на фоне хронического атрофического гастрита.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты анализа показывают значительную вовле-

чённость клеточного иммунного микроокружения в про-
цесс развития метаплазии. Можно предположить, что это 
происходит преимущественно за счёт эпигенетического 
влияния на экспрессию генов клеток эпителия слизистой 
оболочки желудка в процессе регенерации на фоне хро-
нического повреждения. Однако не исключается роль 
других эпигенетических процессов, таких как изменение 
конформации хроматина и профиля топологически ас-
социированных доменов, в регуляции дифференциров-
ки. Кроме того, на текущий момент нет точных данных, 
определяющих механизмы воздействия иммунных клеток 
на экспрессию генов эпителия. Дальнейшие исследования 
в области эпигенетики и молекулярной биологии могут 
пролить свет на процессы, лежащие в основе нарушения 
направления дифференцировки клеток желудка, называ-
емого метаплазией.
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