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Повреждение эндотелия в результате активации системы комплемента является одной из при-
чин тромботических осложнений при COVID-19. Ключевую роль в этом процессе играет фактор 
С3. Присоединение к мембране продукта его протеолиза С3b инициирует начало формирова-
ния мембраноатакующего комплекса С5b-9, образующего пору в плазматической мембране и 
гибель клетки. В настоящей работе мы исследовали, каким образом гистамин, секретируемый 
в организме в местах локального воспаления лейкоцитами и тучными клетками, может повлиять 
на связывание C3b с эндотелиальными клетками (ЭК). Для его визуализации были использо-
ваны конъюгированные с FITS антитела против С3с фрагмента. Данные антитела связываются 
с интактным C3 и с C3b, но не с С3а. Мы показали, что при инкубации плазмы крови человека 
с  культивируемыми ЭК из пупочной вены человека происходит накопление фактора С3/С3b 
в виде округлых локальных и диффузных очагов на поверхности клеточного монослоя. Предва-
рительная активация ЭК гистамином увеличивает количество мест прикрепления C3/С3b. Эти 
данные позволяют предполагать, что гистамин способен усиливать повреждение эндотелиально-
го слоя при гиперактивации системы комплемента при COVID-19 и эндотелиопатиях, вызван-
ных другими заболеваниями.
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браноатакующий комплекс

Список сокращений: МАК – мембраноатакующий комплекс; MASP-2 – сериновая протеаза-2, 
ассоциированная с связывающим маннозу белком; ЭК – эндотелиальные клетки; фВБ – фактор 
Виллебранда; HUVEC – эндотелиальные клетки из пупочной вены человека (human umbilical 
vein endothelial cells).
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ВВЕДЕНИЕ

Повреждение эндотелия в  результате гипе-
рактивации системы комплемента является од-
ной из главных причин тромботических ослож-
нений при COVID‑19 и таких заболеваниях, как 
атипичный гемолитикоуремический синдром 
[1–7]. Комплемент представляет собой эволю-
ционно древнюю врожденную систему иммуни-
тета. Он включает в себя несколько десятков бел-
ковых факторов [8]. Часть из них — это протеа-
зы. Классический путь активации комплемента 
начинается после связывания иммуноглобулина 

G (IgG) или иммуноглобулина M (IgM) с анти-
генами чужеродного объекта. Далее белок ком-
племента C1 присоединяется к домену CH2 мо-
лекулы IgG или домену CH3 молекулы Ig M. По-
сле этого запускается каскад протеолитических 
реакций, который завершается формировани-
ем многокомпонентного мембраноатакующего 
комплекса (МАК), состоящего из факторов C5b, 
С6, С7, С8 и С9 и образующего пору в мембране 
микроорганизмов или собственных поврежден-
ных клеток (рис. 1).

Помимо классического, система комплемен-
та может активироваться по альтернативному 
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11]. На активность ЭК влияет множество гормонов, 
нейромедиаторов, ростовых факторов, продуктов 
превращения арахидоновой кислоты и т. д., кото-
рые потенциально могут влиять на экспонирова-
ние участков связывания факторов комплемента 
с клеточной поверхностью.

Целью работы было исследовать, каким образом 
активация ЭК гистамином влияет на присоедине-
ние к ним фактора C3b. Гистамин является мощ-
ным активатором клеток эндотелия. В организме 
этот биогенный амин вырабатывается тучными 
клетками и базофилами [12, 13], а также лимфо-
цитами [14]. Действуя через рецепторы Н1 и Н2, 
гистамин вызывает в ЭК увеличение концентра-
ции ионов кальция в цитоплазме [15, 16] и синтез 
cAMP [17] соответственно. В качестве объекта 
исследования были выбраны культивируемые ЭК 
из пупочной вены человека (HUVEC — human 
umbilical vein endothelial cells). Используя флуо-
ресцентно окрашенные антитела, мы показали, 
что гистамин активирует присоединение С3/С3b 
к поверхности HUVEC.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

HUVEC выделяли согласно методу, описан-
ному ранее [18]. Клетки выращивали в покрытых 
желатином пластиковых флаконах в среде М199 
с солями Эрла и 20 мМ HEPES, содержащей 20% 
фетальной телячьей сыворотки (Invitrogen, США). 
К среде добавляли фактор роста эндотелия (300 
мкг/мл), выделенный из мозга кролика, 100 мкг/мл 
гепарина и смесь антибиотиков (пенициллин со 
стрептомицином). Использовали клетки ранних 
пассажей (2–4). Для пассирования HUVEC при-
меняли аккутазу® (SigmaAldrich, США).

Для определения связывания фактора С3b 
с клетками их пересаживали в 48-луночный план-
шет. HUVEC трижды отмывали от среды роста 
физиологическим солевым раствором (ФСР, pH 
7.4), содержащим NaCl (145), KCl (5), HEPES 
(10), MgCl2 (1), СaCl2 (1), глюкозу (10 мМ). Далее 
HUVEC инкубировали 10 мин при комнатной 
температуре в отсутствие или в присутствии 100 
мкМ гистамина, трижды отмывали ФСР и инку-
бировали 2 ч с ФСР и 20% плазмы крови здорового 
донора при 35оС. Плазму получали из крови, взя-
той из локтевой вены с антикоагулянтом, содер-
жащим цитрат натрия. После инкубации клетки 
отмывали холодным фосфатным солевым буфером 
(ФСБ) и фиксировали холодным 3% парафор-
мальдегидом в течение 25 мин. Клетки отмыва-
ли 3 раза раствором ФСБ, инкубировали 45 мин 
с 2% раствором бычьего сывороточного альбумина 
в ФСБ и далее в течение ночи инкубировали при 

и лектиновому путям, но во всех случаях ключе-
вую роль играет фактор С3 (рис. 1). Протеолиз 
С3 представляет собой точку схождения всех пу-
тей активации комплемента. При протеолизе С3 
расщепляется на две части — анафилотоксин С3a 
и фактор С3b. Последний присоединяется к био-
логическим поверхностям — стенкам микроорга-
низмов, к собственным клеткам, межклеточному 
веществу за счет образования ковалентных связей 
с гидроксильными и аминогруппами углеводных 
и белковых молекул [9]. После прикрепления С3b 
в комплексе с другими факторами запускает даль-
нейший процесс активации комплемента, приво-
дящий к формированию МАК. Кроме того, опсо-
низация проникших в кровь микроорганизмов 
фактором С3b делает их доступными мишенями 
для фагоцитоза. В нормальных условиях в здоро-
вых клетках организма срабатывают регуляторные 
механизмы, предотвращающие активацию ком-
племента на следующих этапах после сорбции C3b.

Функция С3b в протеолитическом каскаде 
реакций активации комплемента заключается 
в расщеплении (конвертации) фактора С5. При 
классическом и лектиновом путях С5-конвертаза 
представляет собой комплекс C4b2a3b. При альтер-
нативном пути C3b взаимодействует с фактором 
B с образованием сначала C3-конвертазы (C3bBb) 
и запуском петли амплификации альтернативно-
го пути, т. е. расщепления С3 до С3a и C3b. Далее 
новообразованный С3b и C3bBb объединяются 
в комплекс C3bBbC3b. Он уже начинает работать 
как С5-конвертаза, расщепляющая неактивный 
фактор С5 до анафилактического пептида С5а 
и белка C5b. Как уже отмечено выше, к C5b на мем-
бране последовательно присоединяются факторы 
С6, С7, С8 и С9. В итоге формируется мембраноа-
такующий комплекс (МАК) C5b‑9 — крупная пора, 
нарушающая целостность мембраны бактерий [2].

Кроме уничтожения инородных биологических 
объектов система комплемента осуществляет уда-
ление собственных отмирающих или зараженных 
клеток организма хозяина. При патологических со-
стояниях, связанных с гиперактивностью системы 
комплемента [1–7], клетки эндотелия кровеносных 
сосудов могут восприниматься комплементом как 
чужеродные, что приводит к повреждению сосу-
дистой стенки, тромбообразованию и нарушению 
кровообращения в целом. Образование МАК на 
поверхности эндотелия зависит от присутствия 
в плазме крови активных факторов комплемента — 
прежде всего С3b, от функционального состояния 
фактора Н и других регуляторных компонентов 
этой системы, а также от состояния ЭК, т. е. от их 
способности сорбировать фактор C3b и другие 
факторы комплемента на своей поверхности [10, 
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4оС с разведенными в 100 раз поликлональными 
FITS‑конъюгированными антителами, специфич-
ными к С3с (DAKO, F0201). С3с — это следующий 
после С3b продукт протеолитического расщепле-
ния фактора С3. Антитела против С3с связываются 
с С3 и C3b и не связываются с С3а [19]. Препара-
ты анализировали с помощью флуоресцентного 
микроскопа Leica DMI 6000 (Leica, Германия) 
с использованием объектива 10×, диодного осве-
тителя с длиной волны 488 нм и флуоресцентного 
фильтра L5 ET (Leica).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью программы Excel 10. Достовер-
ность отличий оценивали согласно t-критерию 
Стьюдента для независимых выборок. Каждое 
значение представляет собой среднее 6 независи-
мых измерений + стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Процесс активации системы комплемента по 
альтернативному пути с небольшой скоростью 
идет в организме постоянно [20]. При этом обра-
зующийся в плазме в небольших количествах С3b 
ковалентно связывается с биологической поверх-
ностью, где он инактивируется либо запускает 
в комплексе с фактором Bb петлю амплификации 
альтернативного пути (рис. 1). В последнем случае 
идет локальное накопление C3b с переходом к сле-
дующему этапу активации системы комплемента. 
В нормальных условиях работа системы компле-
мента направлена на инактивацию появляющих-
ся в крови в небольшом количестве чужеродных 
микроорганизмов, на удаление отмирающих кле-
ток, однако при ее избыточной активности может 
происходить повреждение нормальных клеток 

Рис. 1. Пути активации комплемента. Жирными стрелками обозначены места протеолиза факторов комплемен-
та. MASP‑2 — сериновая протеаза‑2, ассоциированная с связывающим маннозу белком (mannose-binding protein-
associated serine protease).
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и тканей. В такой ситуации объектом поврежде-
ния в числе первых становится эндотелий сосудов.

Взаимодействие комплемента с эндотелием 
можно оценивать в модельных экспериментах ex 
vivo при инкубации культивируемых клеток эндоте-
лия с плазмой крови человека [20]. Мы проводили 
определение иммобилизованного на поверхности 
HUVEC фактора C3/С3b с помощью FITS‑меченых 
антител. Использованные нами антитела активно 
применяются для визуализации фактора С3b на 
клетках [3, 10], но они могут связываться также 
с интактным фактором С3, но не с С3а. Поэтому, 
строго говоря, мы не можем исключить, что по-
мимо С3b при флуоресцентной микроскопии мы 
получаем также изображение сорбированного на 
HUVEC интактного С3. Поэтому мы используем 
обозначение C3/C3b.

На рис. 2а показаны клетки HUVEC, которые 
инкубировали 2 ч в среде ФСР без добавления 
плазмы, и клетки, которые инкубировали с раз-
веденной в 3 раза в среде ФСР плазмой крови 
человека (рис. 2б). По плотности расположения 
ядер видно, что HUVEC образуют сплошной мо-
нослой. После инкубации HUVEC с плазмой крови 
на поверхности клеток происходит сорбция фак-
тора комплемента С3/С3b. Иммунопозитивные 

структуры имеют вид округлых пятен диаметром 
в несколько микрон, наиболее крупные из ко-
торых сопоставимы по размерам с клеточными 
ядрами. Общее количество ярких пятен в поле 
зрения составляло около трех десятков. Помимо 
яркоокрашенных округлых пятен на HUVEC по-
сле инкубации с плазмой можно увидеть участки 
диффузного окрашивания клеток антителами, 
а также большое количество более бледных окру-
глых пятен (рис. 2б). На поверхности контрольных 
клеток иммунопозитивных структур в виде пятен 
было многократно меньше — при внимательном 
рассмотрении можно увидеть несколько слабоо-
крашенных антителами пятен (рис. 2а). Диффуз-
ные иммунопозитивные структуры на поверхно-
сти контрольных клеток полностью отсутствова-
ли. Мы предполагаем, что участки окрашивания 
фактора C3/С3b, которые выглядят как округлые 
пятна, — это места, где происходит запуск петель 
амплификации альтернативного пути активации 
комплемента, локальная генерация C3b и его ак-
кумуляция на HUVEC.

На рис. 3 показано влияние гистамина на свя-
зывание C3/С3b с HUVEC. Видно, что после ин-
кубации клеток с гистамином число участков кле-
точной поверхности, окрашенных FITS‑мечеными 

Рис. 2. Связывание фактора комплемента С3/C3b с HUVEC после инкубации их плазмой крови человека. а — 
Клетки инкубировали с ФСР без плазмы; б — в течение 2 ч HUVEC инкубировали с разведенной в 3 раза в ФСР 
плазмой крови здорового донора. Ядра окрашены Hoechst 33342.
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антителами, значительно возрастает. Для коли-
чественной оценки действия гистамина была ис-
пользована программа CellProfiler. При анализе 
проводился подсчет иммунопозитивных структур 
разной степени яркости и количества ядер в поле 
зрения для определения числа клеток. Количество 
окрашенных антителами против C3/С3b пятен 
в пересчете на число клеток в отсутствие гистами-
на составляло чуть более 3 на 10 клеток (рис. 4а). 
После 10-минутной инкубации HUVEC с гистами-
ном количество окрашенных антителами участков 
клеточной поверхности возрастало в 1.7 + 0.2 раза.

Основным источником фактора поступления С3 
в плазму крови являются печень, однако известно, 
что в эндотелии также происходит синтез этого 
фактора комплемента, где он может расщепляться 
до C3b и экспонироваться на ЭК [21]. С помощью 
программы CellProfiler было определено количе-
ство окрашенных антителами участков в клетках, 
которые инкубировали без плазмы. Оно составило 
менее 1% от числа участков экспонирования C3/
С3b в HUVEC после инкубации в присутствии 
плазмы, причем в условиях без плазмы гистамин 
не увеличивал количество окрашенных частиц 
(рис. 4б).

Присоединение С3/С3b из плазмы крови чело-
века к поверхности культивируемых ЭК показа-
но в работах Noris и соавт. [10]. Этими авторами 
была продемонстрирована количественная связь 
между содержанием в плазме фактора С3b и его 
сорбцией на поверхности культивируемых ЭК. 
На основе этого метода ими предложен тест для 
оценки состояния системы комплемента при ге-
молитикоуремическом синдроме. Наши исследо-
вания говорят о том, что количество фактора С3/
С3b, присоединяющегося к мембране, зависит не 
только от содержания его в плазме, но и от коли-
чества посадочных мест на клетках. Как показали 
результаты представленного эксперимента (рис. 3, 
4), плотность участков связывания C3/C3b увели-
чивается при активации клеток гистамином. При-
соединение C3b к поверхности клеток приводит 
к следующему этапу активации комплемента — 
образованию С5-конвертазы, расщепляющего 
фактор С5 до C5b и С5а. При этом можно ожидать, 
что для данного процесса характерно самоусиление, 
поскольку высвобождение анафилактического 
пептида С5а будет стимулировать секрецию гиста-
мина находящимися рядом базофилами и тучными 
клетками [12, 13].

Рис. 3. Иммунофлуоресцентное окрашивание фактора C3/С3b и клеточных ядер в контрольных HUVEC (а, б, в) и 
в HUVEC, активированных гистамином (г, д, е). а, г — Клетки, окрашенные FITC‑мечеными антителами против 
C3/С3b; б, д — ядра клеток, окрашенные с помощью Hoehst 33342; в — наложение изображений а и б, е наложение 
изображений г и д. Клетки 10 мин инкубировали в ФСР в отсутствие (а, в) или в присутствии 100 мкМ гистамина 
(б, г). После этого отмывали от гистамина и инкубировали в течение 2 ч в ФСР с разведенной в 3 раза плазмой 
крови здорового донора.
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Вопрос о том, каким образом гистамин сти-
мулирует сорбцию C3/С3b на мембране HUVEC, 
требует дальнейшего изучения. Нам представляется 
наиболее вероятным сценарий, согласно которому 
под влиянием гистамина на мембране HUVEC уве-
личивается количество участков, по которым про-
исходит ковалентное присоединение С3b к клеткам. 
C3b и С3а постоянно образуются в плазме крови 
в результате протеолиза С3 так называемой жидко-
фазной С3-конвертазой (рис. 1а). Эта фермента-
тивная активность появляется у фактора С3 после 
спонтанного гидролиза в его молекуле тиоэфирной 
связи. Изоформа фактора С3 с гидролизованной 
внутренней тиоэфирной связью носит название 
C3(H2O). В C3b сохраняется внутренняя тиоэфир-
ная связь. Ее разрыв сопровождается образованием 
ковалентной эфирной связи с гидроксильными 
или аминогруппами углеводных остатков глико-
протеинов на поверхности клеток [22]. В качестве 
посадочного места на HUVEC могут выступать 
фактор Виллебранда (фВБ) и P‑селектин. Bettoni 
и соавт. [1] показали, что C3b присоединяется 
к эспонированной на мембране ЭК молекуле фВБ 
по трем А‑доменам его мономера, но сборка ак-
тивной С5-конвертазы и запуск альтернативного 
пути активации комплемента с расщеплением С5 
и формированием C5b‑9 происходит на домене 
А2. В свою очередь, группа Del Conde продемон-
стрировала способность P‑селектина связывать 
C3b и инициировать активацию комплемента [23]. 

Известно, что гистамин вызывает экзоцитоз телец 
Вейбеля–Паладе, содержаших фВБ и P‑селектин, 
и таким образом увеличивает экспонирование 
этих гликопротеинов на поверхности ЭК [24–27]. 
Помимо образования ковалентных связей с ги-
дроксильными и аминогруппами поверхностных 
гликопротеинов и углеводов, С3b может некова-
лентно связываться с фактором Н, с мембранным 
кофакторным белком (MCP или CD46) [28, 29]. 
В ряде клеток организма человека (В- и Т‑лим-
фоцитах, моноцитах, макрофагах, нейтрофилах, 
эритроцитах и эпителиальные клетках клубоч-
ков) экспрессируется специфический рецептор 
С3b — CR1/CD35, однако в ЭК данный рецептор 
отсутствует [30].

Можно предположить, что, помимо присоеди-
нения к HUVEC фактора C3/C3b из плазмы кро-
ви, на поверхности клеток происходит активация 
системы комплемента и локальная генерация C3b. 
Ранее было показано, что активация комплемен-
та по альтернативному пути может происходить 
на апоптозных клетках HUVEC, отрывающих-
ся от монослоя [31]. Установлено, что при этом 
C3b присоединяется к клеткам за счет образова-
ния эфирных и амидных связей с мембранными 
белками. Помимо альтернативного, на ЭК может 
происходить активация классического пути ком-
племента. Этот путь запускается после связывания 
первого компонента системы комплемента C1q со 
своим рецептором на мембране ЭК — gC1qR/p33. 
Активация комплемента по классическому пути 
происходит на HUVEC при апоптозе, вызванном 
гипоксией/реоксигенацией [32, 33] и при воздей-
ствии на клетки напряжения сдвига [34]. При клас-
сическом пути так же, как и при альтернативном, 
происходит накопление на мембране фактора С3b.

При коронавирусной инфекции у умерших 
больных на поверхности эндотелия капилляров 
легких, печени и почек выявлено отложение фак-
торов комплемента Bb, C1q, C4, C3 и С5b‑9, что 
указывает на активацию комплемента по класси-
ческому и альтернативному путям [35]. Маркеры 
лектинового пути MBL и MASP‑2 в легких прак-
тически не обнаруживались. В сосудах головного 
мозга повреждение эндотелия у больных COVID‑19 
происходит в результате активации комплемента 
по классическому пути [36]. Есть данные о запуске 
N‑белком коронавируса SARS-CoV‑2 лектинового 
пути активации комплемента [37]. Как уже отмече-
но выше, точкой конвергенции всех путей актива-
ции системы комплемента является образование 
активного компонента С3b (рис. 1) в результате 
протеолиза фактора С3. С3b присоединяется к ЭК 
сосудов и запускает финальные этапы процесса 
формирования мембраноатакующего комплекса 

Рис. 4. Влияние гистамина на присоединение факто-
ра C3/С3b к HUVEC. Клетки инкубировали с разве-
денной в 3 раза в ФСР плазмой крови (а) или в ФСР 
без плазмы (б). Показано среднее количество участ-
ков отложения C3/С3b в пересчете на одну клетку без 
инкубации с гистамином или после предварительной 
активации HUVEC гистамином. Приведены результа-
ты 6 независимых измерений (**p < 0.01).
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C5b‑9. Увеличение связывания С3b с эндотелием 
под влиянием гистамина должно усиливать этот 
процесс и оказывать дополнительное отягощаю-
щее действие при тромботических осложнениях 
у больных с коронавирусной инфекцией.

Действительно, клинические данные свидетель-
ствуют о вкладе гистамина в патогенез коронави-
русной инфекции. Вирус SARS-CoV‑2 активирует 
секрецию гистамина тучными клетками [38]. Ги-
стамин, в свою очередь, способствует цитокиново-
му шторму и усиливает воспалительные реакции. 
Напротив, при подавлении действия гистамина 
течение болезни становится более благоприят-
ным. По данным Hogan и соавт. [39], примене-
ние блокаторов Н1 и Н2 рецепторов цетиризина 
(cetirizine) и фамотидина (famotidine) у тяжелых 
и крайне тяжелых больных COVID‑19 на 15.5% 
снижало смертность и уменьшало продолжитель-
ность госпитализации. В эксперимента ex vivo мы 
показали, что гистамин усиливает активацию ком-
племента на HUVEC. Исходя из этих результатов, 
мы предполагаем, что при COVID‑19 гистамин 
также способствует гиперактивации системы ком-
племента, повреждению сосудистого эндотелия 
и развитию тромботических осложнений. Такой 
эффект гистамина представляет еще одно звено 
в патогенетическом механизме коронавирусной 
инфекции.
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Damage of the endothelium as a result of activation of the complement system is one of the causes of 
thrombotic complications in COVID-19. Factor C3 plays a key role in this process. The attachment of its 
proteolytic product C3b to the cells initiates the formation of the membrane attack complex C5b-9, which 
forms a pore in the plasma membrane and cell death. Here, we investigated how histamine, secreted in 
the body by leukocytes and mast cells, can affect the binding of C3b to human umbilical vein endothelial 
cells (HUVEC). To visualize it, FITS-conjugated antibodies against the C3c were used. These antibodies 
bind to intact C3 and to C3b but not to C3a. We have shown that when cultured HUVECs are incubated 
with human blood plasma, factor C3/C3b accumulates in the form of rounded and diffuse foci on the 
surface of the endothelial cell monolayer. Pre-activation of HUVEC by histamine increases the number 
of С3/C3b attachment sites. These data suggest that histamine may enhance endothelial damage during 
complement hyperactivation in COVID-19 and in endotheliopathies caused by other diseases.
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