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АННОТАЦИЯ

Обоснование. Инфекция COVID-19 вызывает метаболические изменения, которые играют решающую роль 
как в репликации SARS-CoV-2, так и в регуляции иммунного ответа. HIF-1α — один из эффекторов пути передачи 
сигнала PI3K/Akt/mTOR — способствует перепрограммированию метаболизма через усиление аэробного гликолиза. 

Цель. Установить информативность внутриклеточного уровня HIF-1α как показателя изменений метаболизма лим-
фоцитов периферической крови после перенесённой инфекции COVID-19. 

Материал и методы. Обследовано 59 волонтёров, из них 38 человек не имели в анамнезе COVID-19 и 21 — пере-
несли заболевание за 2–8 мес до начала обследования. В сыворотке крови устанавливали наличие антител класса 
IgG к SARS-CoV-2. В цельной крови измеряли абсолютное содержание лимфоцитов, в лизате лимфоцитов определяли 
концентрацию HIF-1α методом иммуноферментного анализа. Статистическую обработку полученных данных прово-
дили с применением пакета программного обеспечения IBM SPSS v. 26. Вычисляли средние значения (М), стандартное 
отклонение (SD). Нормальность распределения оценивали по критерию Колмогорова–Смирнова, для сравнения сред-
них использовали t-критерий Стьюдента, уровень статистической значимости принимали равным p <0,05. Проводили 
ROC-анализ с построением характеристической кривой для классификатора HIF-1α. 

Результаты. Установлено, что содержание HIF-1α в лимфоцитах периферической крови у переболевших инфек-
цией COVID-19 по сравнению с неболевшими статистически значимо ниже и остаётся таковым на протяжении 5 мес 
после заболевания. Модель с классификатором HIF-1α имеет высокую прогностическую силу в отношении вероятности 
изменений метаболизма лимфоцитов после перенесённой инфекции COVID-19. Оптимальному порогу отсечения соот-
ветствует внутриклеточное содержание HIF-1α, равное 1,25 нг/106 кл. 

Заключение. Внутриклеточный уровень HIF-1α можно использовать для оценки вероятности отложенного влия-
ния COVID-19 на метаболизм лимфоцитов периферической крови и мониторинга метаболических изменений.
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ABSTRACT

BACKGROUND: COVID-19 infection triggers metabolic alterations that are crucial for both the replication of SARS-CoV-2 
and the regulation of the immune response. HIF-1α, which is one of the effectors in the PI3K/Akt/mTOR signal transmission 
pathway, promotes the reprogramming of metabolism by enhancing aerobic glycolysis.

AIM: To assess whether the intracellular level of HIF-1α can reflect changes in the metabolism of peripheral blood 
lymphocytes after a COVID-19 infection.

MATERIAL AND METHODS: The sample consisted of 59 volunteers. Thirty eight of them had no history of COVID-19 while 
21 reported having COVID-19 infection 2–8 months prior to the study. Serum concentrations of IgG antibodies to SARS-CoV-2 
were assessed in both groups. Absolute content of lymphocytes was measured in whole blood, and the concentration of 
HIF-1α was determined in the lymphocyte lysate by enzyme immunoassay. All data were analyzed using IBM SPSS software 
(v. 26). Means and standard deviations were calculated for all numeric variables.  Normality of the distributions were assessed 
using Kolmogorov–Smirnov test. Differences between the groups were studied by unpaired Student's t-tests. The differences 
at p <0.05 were considered statistically significant. Receiver operative characteristic curve was constructed to assess  
the prognostic value of HIF-1α.

RESULTS:  Volunteers with a history of COVID-19 infection had significantly lower concentrations of HIF-1α in peripheral 
blood lymphocytes compared to their counterparts with no history of COVID-19. Intracellular concentration of HIF-1α was 
significantly associated with the likelihood of changes in lymphocyte metabolism. HIF-1α concentration of  1.25 ng/106 cells 
was the most optimal cut-off value.

CONCLUSION:  The intracellular level of HIF-1α can serve as an indicator of the potential delayed impact of COVID-19 
on the metabolic activity of peripheral lymphocytes. Our research findings hold significant value in monitoring and assessing 
metabolic alterations in individuals recovering from COVID-19.
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ВВЕДЕНИЕ
Пандемия коронавирусной инфекции 2019 года 

(COVID-19) представляет собой глобальную чрезвычай-
ную ситуацию в области общественного здравоохране-
ния [1]. Инфекция COVID-19 характеризуется различными 
последствиями со стороны иммунной защиты, включая 
иммунную дисфункцию и цитокиновый шторм [2]. Часто 
после перенесённой инфекции развивается постострый 
COVID-синдром, который сопровождается одышкой, по-
вышенной утомляемостью, когнитивными, цереброва-
скулярными и другими нарушениями, сохраняющимися 
длительное время [3]. 

Связанный с тяжёлым острым респираторным син-
дромом коронавирус 2-го типа (SARS-CoV-2, severe acute 
respiratory syndrome-related coronavirus 2), как и все ви-
русы, нуждается в вирус-образующих элементах для своей 
репликации, что реализуется за счёт перестройки метабо-
лизма клеток хозяина [4]. В эксперименте на инфициро-
ванных SARS-CoV-2 клетках линии Hu7 установлено [5], 
что в ответ на внедрение вируса происходит дизрегуляция 
белков и эффекторных молекул PI3K/Akt/mTOR/HIF-1- 
сигналинга — основного пути перепрограммирования 
клеточного метаболизма. Были замечены кумулятивные 
изменения экспрессии Akt (протеинкиназа B) и mTOR 
(механистическая мишень рапамицина) и, несмотря 
на то что SARS-CoV-2 способствовал активации эффекто-
ров пути Akt-mTOR, наблюдалось подавление индуцируе-
мого гипоксией фактора 1α (HIF-1α, hypoxia-inducible factor 
1α) как на уровне белка, так и на уровне транскрипта [5]. 

В лимфоцитах HIF-1α выполняет ряд важных функций, 
участвуя как в адаптации клеток к сниженному содержа-
нию кислорода, так и в дифференцировке эффекторных 
CD4+-клеток, в контроле баланса Th17/Treg, проявле-
нии цитотоксического действия CD8+-лимфоцитов [6, 7].  
Метаболическое перепрограммирование лимфоцитов 
при COVID-19, с учётом тесной связи между метабо-
лизмом и иммунным ответом [8, 9], имеет решающее 
значение в проявлении нарушений иммунной защиты. 
Дизрегуляция путей метаболизма инфицированных SARS-
CoV-2 клеток в настоящее время активно изучается [5, 
10]. В связи с этим путь Akt/mTOR/HIF-1 и эффектор пере-
дачи сигнала HIF-1α представляют значительный инте-
рес как в исследовании метаболических изменений, так 
и в реализации новых стратегий лечения с использова-
нием таргетной терапии.

Цель. Установить информативность внутриклеточно-
го уровня HIF-1α как показателя изменений метаболизма 
лимфоцитов периферической крови после перенесённой 
инфекции COVID-19.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследовании участвовали 59 жителей Архангель-

ской области (средний возраст — 41 (11,7) год), давших 

добровольное информированное согласие на участие 
в обследовании, которое проводилось в соответствии 
с требованиями Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации «Этические принципы прове-
дения медицинских исследований с участием человека 
в качестве субъекта» (2013). На момент обследования 
волонтёры не имели симптомов острых заболеваний 
или обострений хронических болезней в течение месяца 
до момента обследования, а также не были вакциниро-
ваны от COVID-19.

У обследуемых утром натощак проводили отбор ве-
нозной крови из локтевой вены. В отобранных образцах 
цельной крови измеряли абсолютное содержание лим-
фоцитов на автоматическом гематологическом анали-
заторе Medonic M20 (Boule Medical AB, Швеция), далее 
из образца выделяли лимфоцитарную взвесь в градиенте 
плотности фиколл-верографин. В полученной взвеси из-
меряли концентрацию клеток, после чего взвесь лизиро-
вали. Лизис лимфоцитов осуществляли с использованием 
лизирующего раствора (Cloud-Clone, США). В лизате опре-
деляли концентрацию HIF-1α методом твёрдофазного им-
муноферментного анализа на автоматическом ИФА-ана-
лизаторе EVOLIS (Bio-Rad, Франция/США) с применением 
наборов компании Cloud-Clone (США). В сыворотке крови 
на момент проведения обследования определяли нали-
чие антител класса IgG к SARS-CoV-2 с использованием 
тест-системы («Вектор-Бест», Россия) для качественного 
определения IgG к SARS-CoV-2, результаты считывали 
на планшетном ридере Bio-Rad 680 (Bio-Rad, США). 

Обследованные были разделены на две группы в за-
висимости от наличия или отсутствия в анамнезе перене-
сённой инфекции COVID-19. 21 человек составили группу, 
в которой у каждого в анамнезе имелся диагноз COVID-19, 
ранее установленный на основании выявления РНК SARS-
CoV-2 в мазке из ротоглотки методом полимеразной цеп-
ной реакции и дополнительно подтверждённый наличием 
в образце крови IgG к SARS-CoV-2 на момент проведения 
обследования. Степень тяжести состояния в период забо-
левания оценивалась как средняя у 3 человек, лёгкая — 
у 11 человек, у 7 обследуемых заболевание протекало 
бессимптомно. Интервал времени от постановки диа-
гноза до момента обследования составил от 2 до 8 мес. 
Критерии включения в контрольную группу (n=38): отсут-
ствие в анамнезе диагноза «COVID-19» и отрицательный 
результат анализа на наличие IgG к SARS-CoV-2 в сыво-
ротке крови. 

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с применением пакета программного обеспечения 
IBM SPSS v. 26. Для проверки данных на нормальность 
распределения использовали критерий Колмогорова–
Смирнова. При условии нормального распределения 
вычисляли среднее значение (M), стандартное отклоне-
ние (SD), cравнение средних значений проводили с по-
мощью t-критерия Стьюдента. Различия считали стати-
стически значимыми при p <0,05. Для оценки качества 
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классификатора (HIF-1α) и прогностической силы модели 
применяли ROC-анализ (receiver operator characteristic) 
с построением характеристической кривой. Рассчитыва-
ли численный показатель площади под ROC-кривой (area 
under curve, AUC), вычисляли чувствительность (sensitivity, 
Se) — долю истинно положительных случаев, специфич-
ность (specificity, Sp) — долю истинно отрицательных слу-
чаев, определяли оптимальный порог отсечения (optimal 
cut-off value), соответствующий значению классификатора 
с наиболее сбалансированными Se и Sp.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Средняя концентрация HIF-1α в лимфоцитах пе-

риферической крови в группе перенёсших COVID-19 
обследованных — 1,04 (0,291) нг/106 кл., что стати-
стически значимо ниже по сравнению с контрольной 
группой, где концентрация HIF-1α в среднем была 1,64 
(0,736) нг/106 кл. (р=0,001), абсолютное содержание 
лимфоцитов у них также различалось и равнялось 2,27 
(0,647)·109 кл./л и 1,94 (0,548).109 кл./л соответственно, 
р=0,044. 

Чтобы выяснить, как длительно сохраняется эффект 
снижения внутриклеточного уровня HIF-1α, группу об-
следованных, перенёсших COVID-19, разделили в за-
висимости от времени, прошедшего после заболевания,  
на 2 подгруппы относительно медианного значения, 
равного 4 мес (Q1=3, Q3=5). У лиц из подгруппы 1 (n=11) 
это время в среднем составило 2,9 (0,67) мес, у лиц 
из подгруппы 2 (n=10) оно было равно 5,2 (1,33) мес, 
р=0,0001. Средняя концентрация HIF-1α статистически 
значимо различалась и равнялась 0,99 (0,274) нг/106 кл. и  
1,37 (0,567) нг/106 кл., р=0,0410 — в подгруппах 1 и 2 
соответственно. По сравнению с группой контроля уро-
вень HIF-1α в подгруппе 1 был статистически значимо 
(р <0,0001) ниже, в то время как в подгруппе 2 статисти-
ческая значимость различий терялась (р=0,0713), хотя со-
держание HIF-1α всё ещё оставалось низким. Результаты 
отражены на рис. 1, на котором видно, что лишь по про-
шествии пяти месяцев после перенесённой инфекции 
COVID-19 (подгруппа 2) уровень HIF-1α в лимфоцитах пе-
риферической крови возрастает, приближаясь к значени-
ям контрольной группы.

Информативность HIF-1α в качестве классификатора 
для определения наличия или отсутствия отложенного 
влияния инфекции COVID-19 на метаболизм лимфоцитов 
периферической крови была оценена при помощи ROC-
анализа. Предполагалось, что статистическая значимость 
прогноза увеличивается с уменьшением значения клас-
сификатора. Построенная ROC-кривая (рис. 2) имела сле-
дующие характеристики: площадь под кривой AUC=0,81, 
95% доверительный интервал: 0,70–0,92, р <0,0001. Зна-
чение AUC, лежащее в пределах 0,8–0,9, характеризует 
качество модели как очень хорошее согласно эксперт-
ной шкале оценки [11], следовательно, можно говорить 

о высокой прогностической силе модели. Оптимальным 
порогом отсечения было выбрано значение 1,25, для ко-
торого чувствительность и специфичность составили 76,2 
и 70,3% соответственно. Полученный результат позволя-
ет предполагать, что при внутриклеточном уровне HIF-1α 
ниже порогового значения (1,25 нг/106 кл.) вероятность 
наличия изменений метаболизма лимфоцитов после ин-
фекции COVID-19 достаточно высока.

ОБСУЖДЕНИЕ 
Лимфоциты изначально не рассматривались в каче-

стве мишеней для SARS-CoV-2 из-за отсутствия рецеп-
тора ангиотензинпревращающего фермента 2, через вза-
имодействие с которым, как было установлено, вирус 
проникает в клетку хозяина [12]. Однако последние ис-
следования выявили, что представленные на мембране 
Т-клеток рецепторы, экспрессия которых значительно 
повышается в ответ на клеточную активацию, такие 
как трансмембранный гликопротеин CD147 и рецептор 
тирозинкиназы AXL, могут способствовать проникнове-
нию SARS-CoV-2 в клетки [13, 14]. Как и многие виру-
сы, SARS-CoV-2, внедряясь в клетку хозяина, реализует 
программу перестройки внутриклеточного метаболизма, 
направленную на увеличение и перехватывание потоков 
синтезов нуклеотидов, липидов, аминокислот и других 
строительных блоков для создания собственных копий 
вирусных частиц [4]. Основным путём изменения ме-
таболизма при COVID-19 служит сигнальный путь PI3K/
Akt/mTOR [10]. Комплекс 1 mTOR (mTORС1) является эс-
сенциальным для регуляции перестройки метаболизма 
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Рис. 1. Внутриклеточное содержание HIF-1α (нг/106 кл.) 
в подгруппах, различающихся по прошедшему после инфек-
ции COVID-19 времени, и группе контроля; M±SD: * различия 
статистически значимы между подгруппой 1 и подгруппой 2; 
** различия статистически значимы между подгруппой 1 и кон-
трольной группой.
Fig. 1. Intracellular concentration of HIF-1α (ng/106 cells) across 
subgroups by the time elapsed after COVID-19 infection and in the 
control group (M±SD): * differences are statistically significant 
between subgroup 1 and subgroup 2; ** differences are statistically 
significant between subgroup 1 and control group.

ORIGINAL STUDY ARTICLE



DOI: https://doi.org/10.17816/humeco409527

317
Экология человекаТ. 30, № 4, 2023

Т-клеток. После заражения SARS-CoV-2 повышение сиг-
нальной активности пути PI3K/AKT/mTOR способствует 
mTORС1-стимуляции трансляции белков через S6K (ки-
назу рибосомального белка S6) и eIF-4E (эукариотический 
фактор инициации трансляции 4E) [15]. При COVID-19 
также имеет место гиперактивация кинуренинового пути 
метаболизма триптофана (IDO-Kyn), которая сопровожда-
ется развитием иммуносупрессивных эффектов и может 
замедлить выведение SARS-CoV-2 [16]. В то же время 
COVID-19 приводит к острому истощению аминокислоты 
аргинина, что в значительной степени связано с дефек-
тами Т-клеток [17]. Через S6K повышение экспрессии 
ферментов ацетил-коэнзимА карбоксилазы и синтазы 
жирных кислот COVID-19 способствует активации био-
синтеза жирных кислот, а через SREBP1 (стерол-регу-
ляторный элемент-связывающий белок 1) происходит 
усиление их метаболизма [18]. mTORC1 также повышает 
интенсивность аэробного гликолиза и глутаминолиза, 
ремоделирует митохондриальный метаболизм [19]. Вы-
сокие уровни метаболитов (пирувата, лактата) и фермен-
тов (пируваткиназы, лактатдегидрогеназы) гликолиза, 
выявленные с помощью метаболомного и протеомного 
анализа [20, 21], указывают на повышенный метаболизм 
глюкозы при COVID-19. Сверхактивный метаболизм глу-
тамина при инфекции COVID-19 является результатом 
растущей потребности в синтезе пуриновых оснований, 
что имеет решающее значение для поддержки репли-
кации SARS-CoV-2 [22]. При Т-клеточной активации 
mTORC1 увеличивает экспрессию транскрипционного 
фактора c-Myc, который необходим для пролифера-
ции и дифференцировки Т-клеток [23]. Дополнительно 
через повышение экспрессии HIF-1α mTORC1 поддер-
живает высокую интенсивность аэробного гликолиза 
[24]. HIF-1α способствует дифференцировке CD4+-клеток 
в Th17, которые преимущественно используют гликолиз, 
и подавляет их дифференцировку в Treg, для которых 
основным путём наработки АТФ является окислительное 

фосфорилирование [6]. Кроме того, HIF-1α осуществляет 
контроль баланса Th17/Treg благодаря активации ключе-
вого фактора дифференцировки Th17 RORγt и угнетения 
транскрипционного фактора Foxp3, специфичного для кле-
ток Treg [7]. HIF-1α также способствует повышению выжи-
ваемости клеток Th17 за счёт контроля передачи сигналов 
Notch и увеличения экспрессии антиапоптотических генов 
[25]. Отсутствие или снижение концентрации HIF-1α ведёт 
к сбою в работе иммунной защиты и развитию тяжёлого 
воспаления, опосредованного стимуляцией аутофагии [26]. 

Метаболические изменения оказывают существенное 
влияние на функции иммунокомпетентных клеток, пере-
программирование их метаболизма при COVID-19 обуслов-
ливает производство достаточного количества субстратов 
и энергии для репликации вируса [27]. В то же время вы-
званное SARS-CoV-2 повышение гликолитической актив-
ности не сопровождается увеличением экспрессии HIF-1α,  
что было продемонстрировано на клеточной линии Huh7, 
когда инфицированные SARS-CoV-2 клетки имели значи-
тельно более низкий уровень белка HIF-1α и мРНК HIF-
1α, чем неинфицированные [5]. Механизм этого явления 
пока не вполне ясен. Здесь могут быть задействованы 
как подавление транскрипции и инициации трансляции, 
так и механизмы посттрансляционного уровня, связанные 
с регуляцией стабильности HIF-1α, такие как зависящий 
от кислорода путь гидроксилирования и последующего 
убиквитирования с протеасомной деградацией и незави-
симый от кислородных условий контроль транслокации 
в ядро, формирования димера HIF-1αβ и трансактивации 
[28]. Можно также предположить, что при COVID-19 по-
вышение гликолитической активности в большей мере 
связано с транскрипционным фактором c-Myc, который 
не только стимулирует экспрессию вовлечённых в глико-
лиз генов и способствует глутаминолизу, но и координи-
рует эти метаболические пути с синтезом липидов, ами-
нокислот и нуклеотидов [29]. Индукция c-Myc-зависимых 
программ имеет решающее значение для модуляции ге-
нерирования эффекторных Т-клеток [23], поскольку имен-
но этот фактор, а не HIF-1α, отвечает за скорость клеточ-
ного деления в процессе Т-клеточной пролиферации [30]. 
В то же время после перехода Т-клеток в активное состо-
яние экспрессия c-Myc не поддерживается постоянно [23]. 
Однако, поскольку активность c-Myc через перепрограм-
мирование метаболизма создаёт условия для реплика-
ции вируса, можно предположить, что в инфицированных 
SARS-CoV-2 клетках экспрессия c-Myc способна поддер-
живаться более длительно.

Полученные в нашем исследования результаты по-
казали, что концентрация HIF-1α в лимфоцитах пери-
ферической крови была статистически значимо ниже 
у обследованных, перенёсших инфекцию COVID-19, 
по сравнению с неболевшими. Кроме того, она оставалась 
низкой на протяжении пяти месяцев после заболевания. 
Проведённый ROC-анализ позволил установить, что мо-
дель с использованием HIF-1α в качестве классификатора 
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Рис. 2. ROC-кривая для классификатора HIF-1α.
Fig. 2. ROC curve for HIF-1α concentration.
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имеет высокую прогностическую силу. Внутриклеточная 
концентрация HIF-1α ниже 1,25 нг/106 кл. (порог отсе-
чения) позволяет верифицировать отложенное влияние 
COVID-19 на метаболизм лимфоцитов периферической 
крови с большой долей вероятности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метаболические изменения при COVID-19 играют кри-

тическую роль как для репликации самого вируса, так 
и для регуляции иммунного ответа. Как показывают на-
копленные за последнее время данные, в перспективе 
COVID-19 может рассматриваться как заболевание, при ко-
тором через перепрограммирование метаболизма создают-
ся условия для возможности персистенции вируса. 

SARS-CoV-2 вызывает дисрегуляцию вовлечённых 
в пути передачи сигнала эффекторных молекул, влияя 
на активность белков и ферментов тех или иных метабо-
лических процессов (через изменение экспрессии генов 
и/или переключение активности). Одним из эффекторов 
сигналинга Akt/mTOR является HIF-1α. Изменение его со-
держания в клетке косвенно отражает факт метаболи-
ческого перепрограммирования. Воздействие COVID-19 
может проявляться, как установлено в данном исследо-
вании, длительным (до 5 мес) снижением концентрации 
HIF-1α в лимфоцитах. Модель с использованием класси-
фикатора HIF-1α имеет высокую прогностическую силу, 
что позволяет с большой долей вероятности установить 
отложенное влияние COVID-19 на метаболизм лимфоци-
тов периферической крови.

Представляет интерес проведение будущих исследо-
ваний, связанных с изучением HIF-1α и других эффекто-
ров внутриклеточных путей передачи сигнала в качестве 
прогностических биомаркёров изменений метаболизма 
и мониторинга отложенного влияния COVID-19 на клетку 
хозяина.
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