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Резюме. С применением восьмицветного цитометрического анализа проведено исследование экс-
прессии хемокиновых рецепторов (CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5) на Т-хелперах (Th) различного 
уровня дифференцировки, выявленных на основании CD45RA и CD62L, в группе условно здоровых 
доноров (n = 52). Показано, что «наивные» Т-хелперы (N) с фенотипом CD45RA+CD62L+ экспрес-
сируют CXCR3 (4,94±0,39%) и CXCR5 (3,63±0,25%). Около половины CD45RA–CD62L+Т-хелперов 
центральной памяти (CM) несут CXCR3, в среднем 43,72±1,27% клеток данной популяции экс-
прессировали CCR6, тогда как CXCR5 и CCR4 обнаруживались на 30% клеток данной популяции. 
На CD3+CD4+CD45RA–CD62L– (EM) лимфоцитах уровень экспрессии CXCR3 достигал 76,76±0,75%, 
сходные значения бил отмечены и для CCR6, относительное содержание CXCR5+ клеток снижалось 
до 13,68±0,50%, а уровень CCR4 не изменялся и составлял 33,26±1,13% позитивных клеток. 

Анализ коэкспрессии указанных выше хемокиновых рецепторов позволил выявить основные суб-
популяции Т-хелперов. Среди CXCR5– Th обнаружены Th1 и Th1/Th17 с фенотипами CXCR3+CCR6–

CCR4– (содержавшей также Th9) и CXCR3+CCR6+CCR4– соответственно. Th2 выявлялись на основа-
нии наличия CCR4 при отсутствие всех остальных хемокиновых рецепторов. Th17, помимо указанных 
выше Th1/Th17, были обнаружены в составе CXCR3–CCR6+CCR4– и CXCR3–CCR6+CCR4+, причем 
последняя популяция также содержала Th22. Фолликулярные Th (CXCR5+) состояли из как мини-
мум шести клеточных субпопуляций: CXCR3–CCR6–CCR4– («Tfh/Tfh2»), CXCR3–CCR6–CCR4+ 
(«Tfh2»), CXCR3–CCR6+CCR4– («Tfh17»), CXCR3–CCR6+CCR4+ («Tfh17»), CXCR3+CCR6–CCR4– 
(«Tfh1») и CXCR3+CCR6+CCR4– («Tfh1/Tfh17»). Среди СМ доминируют клетки с фенотипом «Th1 
и Th9» и «Th1/Th17» (около 13%), тогда как в рамках ЕМ содержание этих субпопуляций достигает 
22,37±1,69% и 31,69±1,52% соответственно. Th2 в рамках СМ составляют 8,15±0,46%, а в ЕМ – лишь 
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1,72±0,15%. Для клеток с фенотипом «Th17 и Th22» эти значения составляют 8,07±0,30% и 12,03±0,57% 
соответственно. Основные субпопуляции Tfh были представлены среди СМ Т-хелперов, где относи-
тельное содержание «Tfh/Tfh2» достигало 5,79±0,26%, «Tfh2» – 1,34±0,07%, «Tfh17» с фенотипами 
CXCR3–CCR6+CCR4– и CXCR3–CCR6+CCR4+ – 6,22±0,28% и 3,28±0,16% соответственно, а также 
«Tfh1» – 7,68±0,31% и «Tfh1/Tfh17» – 4,02±0,17%. Среди Тh эффекторной памяти относительное 
содержание клеток указанных выше субпопуляций Tfh снижалось в два раза и более. Полученные 
результаты могут найти свое применение при диагностике патологических состояний иммунной си-
стемы и использоваться в качестве группы сравнения.

Ключевые слова: хемокиновые рецепторы, субпопуляции Т-хелперов, CCR4 и CXCR5, CCR6 и CXCR3
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Abstract. Expression of chemokine receptors (CCR4, CCR6, CXCR3 and CXCR5) on T-helper (Th) cells 
at various levels of differentiation in a group of healthy volunteers (n = 52) was assessed on the basis of CD45RA 
and CD62L expression, using the eight-color flow cytometry. It was found that the “naive” T helper cells (N) 
with CD45RA+CD62L+ phenotype express CXCR3 (4.94±0.39%), and CXCR5 (3.63±0.25%). About 50% 
of central memory T helpers (CD45RA–CD62L+, CM) were CXCR3 positive, and 43.72±1.27% of CM cells 
expressed CCR6, whereas CXCR5 and CCR4 levels were about 30%. Furthermore, CXCR3 was expressed by 
76.76±0.75% of the CD3+CD4+CD45RA–CD62L– (EM) population, and similar values were obtained for 
CCR6, while the relative abundance of CXCR5+ cells decreased to 13.68±0.50%, and CCR4 levels did not 
change and accounted for 33.26±1.13% positive cells. 

Likewise, co-expression of the chemokine receptors was studied for the abovementioned subpopulations of 
T helper cells. Among the CXCR5– Th, Th1 cells were identified as CXCR3+CCR6–CCR4– (this subset also 
contained Th9), and CXCR3+CCR6+CCR4– subsets, referred to as Th1/Th17. Th2 were detected on the basis 
of CCR4 expression in absence of all other chemokine receptors. In addition to the mentioned Th1/Th17 
populations, Th 17 cells were found in the subsets of Th17 CXCR3–CCR6+CCR4– and CXCR3–CCR6+CCR4+. 
The latter also contained a Th22 population. Follicular Th cell populations (CXCR5+) consisted of, at least, six 
different subsets: CXCR3–CCR6–CCR4– (Tfh/Tfh2), CXCR3–CCR6–CCR4+ (Tfh2), CXCR3-CCR6+CCR4– 
(Tfh17), CXCR3–CCR6+CCR4+ (Tfh17), CXCR3+CCR6–CCR4– (Tfh1) and CXCR3+CCR6+CCR4– (Tfh1/
Tfh17). The cells with Th1/Th9 and Th1/Th17 phenotypes dominated among CM (about 13%), whereas 
their relative abundance within EM increased to 22.37±1.69% and 31.69±1.52%, respectively. The amounts 
of Th2 were 8.15±0.46% within CM, and only 1.72±0.15% for EM population. For the cells with Th17/Th22 
phenotype, these values are 8.07±0.30% and 12.03±0.57%, respectively. The main Tfh subsets were represented 
among the CM T-helpers: the relative content of Tfh/Tfh2 was 5.79 0.26%, Tfh2, 1.34±0.07%; Tfh17 with 
CXCR3-CCR6+CCR4– and CXCR3-CCR6+CCR4+ phenotypes made up to 6.22±0.28% and 3.28±0.16%, as 
well as Tfh1 (7.68±0.31%), and Tfh1/Tfh17 (4.02±0.17%), respectively. Relative content of the mentioned Tfh 
subsets was decreased > 2-fold within effector memory Th subpopulation. The data obtained may be applied 
for diagnostics of different immunopathological conditions and could be used as a comparison group in further 
studies.

Keywords: chemokine receptors, T helper subsets, CCR4 and CXCR5, CCR6 and CXCR3
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Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства образования и науки Россий-
ской Федерации (проект № 1326).

Введение
Т-хелперы (Th) с фенотипом CD3+CD4+ игра-

ют ведущую роль в регуляции реакций врожден-
ного и приобретенного иммунитета человека, 
как на локальном, так и на системном уровнях, 
что выражается в высокой гетерогенности дан-
ной популяции. Поэтому в настоящее время су-
ществует несколько основных подходов, глав-
ной задачей которых является исследование 
субпопуляционного состава Th при различных 
патологических состояниях с применением 
проточной цитофлуориметрии. Первый подход 
основан на анализе уровня экспрессии поверх-
ностных антигенов – CD45RA или CD45R0, 
CD62L или CCR7 (CD197), репертуар кото-
рых изменяется по мере созревания Т-хелперов 
и приобретения ими эффекторных функций [5, 
8]. Использование данных маркеров позволяет 
выявить субпопуляции «наивных» Т-хелперов 
(CD45RA+CD62L+), Т-хелперов центральной 
и эффекторной памяти (с фенотипами CD45RA–

CD62L+ и CD45RA–CD62L– соответственно), 
а также «терминально-дифференцированные» 
CD45RA-позитивные эффекторные Т-хелперы 
(TEMRA, CD45RA+CD62L–). Второй подход 
предполагает исследование уровня продукции 
эффекторных цитокинов – IFNγ для выделения 
Т-хелперов 1 типа (Тh1), IL-4 для Т-хелперов 
2 типа (Тh2), IL-17A для Т-хелперов-17 (Тh17), 
IL- 21 для фолликулярных Т-хелперов (Tfh), IL- 22 
и IL-9 для Th22 и Th9 соответственно [22, 27]. 

Если первый подход основан на применении 
антител против поверхностных маркеров, то вто-
рой предполагает использование длительных 
и трудоемких процедур, связанных с индукци-
ей синтеза цитокинов in vitro и с последующим 
анализом их уровня во внутриклеточных ком-
партментах клетки. Все это существенно увели-
чивает время подготовки образцов для анализа, 
а также ставит получаемые результаты в прямую 
зависимость от опыта исследователя, условий 
и протокола стимуляции образцов, что приводит 
к значительным различиям в получаемых резуль-
татах между отдельными лабораториями. Имен-
но поэтому такое широкое применение находит 
подход, основанный на определении уровня 
экспрессии хемокиновых рецепторов на поверх-
ности CD3+CD4+ лимфоцитов для определе-
ния их принадлежности к тому или иному типу 
Т-хелперов [10, 12, 26]. 

Тесная взаимосвязь между наличием на по-
верхности Th хемокиновых рецепторов CXCR3 

и CCR4 и продукцией IFNγ и IL-4, соответствен-
но, была обнаружена еще в 2004 году [28]. Одна-
ко по результатам проведенного исследования 
указывалось, что данная взаимосвязь не является 
абсолютной, то есть популяции Th, экспрессиро-
вавшие определенный набор рецепторов для хе-
мокинов, были «преимущественно обогащены» 
клетками-продуцентами определенных цитоки-
нов. Уже в рамках упомянутого выше исследова-
ния был описан принципиально новый тип Th, 
которые несли на своей поверхности CXCR5, 
рецепторы «хоуминга» в лимфоидную ткань – 
CCR7 и CD62L, а также в ответ на стимуляцию 
in vitro синтезировали IFNγ и IL-4. В ходе даль-
нейших исследований было показано, что этот 
тип клеток представлен Tfh, основной функцией 
которых является участие в регуляции и запу-
ске специфического гуморального ответа, опос-
редованного В-лимфоцитами, за счет синтеза 
IL-21 [13]. Также была обнаружена взаимосвязь 
между присутствием на поверхности Th перифе-
рической крови хемокинового рецептора CCR6 
и способностью этих лимфоцитов синтезировать 
цитокины семейства IL-17, что позволяет рас-
сматривать CCR6 в качестве одного из маркеров 
Th17 [11]. 

Вместе с тем, по мере описания новых суб-
популяций Th, возник вопрос о необходимости 
оценивать одновременно уровень экспрессии 
нескольких хемокиновых рецепторов [12]. Так, 
для выявления Т-хелперов, обладающих свой-
ствами Th1 и Th17 (Th1/Th17), необходим анализ 
коэкспрессии двух рецепторов – CXCR3 и CCR6 
[10], тогда как для разделения Tfh на отдельные 
субпопуляции (Tfh1, Tfh2, Tfh17 и др.) возника-
ет необходимость в анализе как минимум четы-
рех хемокиновых рецепторов – CXCR5, CXCR3, 
CCR6 и CCR4 [26]. 

Целями данного исследования были анализ экс-
прессии ключевых хемокиновых рецепторов – 
CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 – CD3+CD4+ 
лимфоцитами, находящимися на различных 
уровнях дифференцировки, выявленных на ос-
новании CD45RA и CD62L, а также определение 
относительного и абсолютного содержания вы-
явленных субпопуляций Т-хелперов в перифери-
ческой крови.

Материалы и методы
Объектом исследования служила венозная 

кровь условно здоровых доноров, полученная пу-
тем пункции периферической вены и собранная 
в вакуумные пробирки с содержанием K3ЭДТА. 
Все исследования проводились в день взятия 
крови. В рамках данного исследования было об-
следовано 52 практически здоровых человека 
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(29 мужчин и 23 женщины) в возрасте 18-65 лет. 
Подготовку образцов периферической крови 
и настройку проточного цитофлуориметра про-
водили в соответствии с рекомендациями, изло-
женными Байдун и соавторами [1]. Для выявле-
ния Th использовали антитела против CD3 (клон 
UCHT1) и CD4 (клон 13B8.2), для разделения 
CD3+CD4+ лимфоцитов на отдельные субпопу-
ляции использовали антитела против CD45RA 
(клон 2H4LDH11LDB9 [2H4]) и CD62L (клон 
DREG56) с использованием описанной ранее 
«тактики гейтирования» основных субпопуляций 
[4, 6]. Субпопуляция «наивных» (N) Th обладала 
фенотипом CD45RA+CD62L+, клетки с феноти-
пами CD45RA–CD62L+ и CD45RA–CD62L– со-
ответствовали Т-хелперам центральной (СМ) 
и эффекторной (ЕМ) памяти, а «терминально-
дифференцированные» CD45RA-позитивные 
эффекторные Т-хелперы (TEMRA) определялись 
как CD45RA+CD62L–. На всех указанных выше 
субпопуляциях Th, находившихся на разных 
стадиях дифференцировки, при помощи моно-
клональных антител анализировали уровень экс-
прессии следующих хемокиновых рецепторов: 
CCR4 (CD194, клон L291H4), CCR6 (CD196, 
клон G034E3), CXCR3 (CD183, клон G025H7) 
и CXCR5 (CD185, клон J252D4). Окраску анти-
телами производили в соответствии с рекомен-
дациями производителей. Подбор оптимальных 
комбинаций антител и конъюгированных с ними 
флуорохромов производили на основании прин-
ципов, изложенных в литературе [7, 25]. В ра-
боте использовали антитела против CD3, CD4, 
CD45RA и CD62L, конъюгированные с APC-
AF750, Pacific Blue, FITC и РЕ, соответствен-
но (Beckman Coulter, США), а антитела против 
CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 были конъюги-
рованы с PerCP/Cy5.5, PE/Cy7, АРС и Brilliant 
Violet 510™ соответственно (Biolegend, США). 
Удаление эритроцитов из образцов проводили 
по безотмывочной технологии с использовани-
ем лизирующего раствора VersaLyse (Beckman 
Coulter, США), к 975 мкл которого ex tempera до-
бавляли 25 мкл фиксирующего раствора IOTest 3 
Fixative Solution (Beckman Coulter, США). После 
разрушения эритроцитов образцы однократно 
отмывали избытком физиологического раствора 
при 330 g в течение 7 минут, после чего надосадок 
удаляли, а клеточный осадок ресуспендировали 
в физиологическом растворе с рН 7,2-7,4, содер-
жащем 2% параформальдегида (Sigma-Aldrich, 
США). Анализ образцов проводили на проточ-
ном цитофлуориметре Navios™ (Beckman Coulter, 
США), оснащенном тремя диодными лазерами 
405, 488 и 638 нм. Обработку цитофлуориметри-
ческих данных проводили при помощи программ 

Navios Software v.1.2 и Kaluza™ v.1.2 (Beckman 
Coulter, США). Статистическую обработку про-
водили при помощи программного обеспечения 
Statistica 8.0 (StatSoft, США) и GraphPad Prism 4.00 
for Windows (GraphPad Prism Software Inc., США). 
Нормальность распределения проверяли по кри-
терию согласия Пирсона хи-квадрат. Результаты 
выражали в виде % позитивных клеток от иско-
мой популяции и абсолютного содержания кле-
ток в 10 мкл периферической крови, приводили 
в виде среднего и ошибки среднего. Для подсчета 
абсолютного содержания различных популяций 
Т-хелперов использовали двуплатформенную си-
стему. Сравнение уровней экспрессии основных 
хемокиновых рецепторов Т-хелперами различ-
ных стадий дифференцировки проводили при 
помощи t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение
При анализе уровней экспрессии основных 

типов хемокиновых рецепторов было показа-
но, что на «наивных» Th были представлены 
CXCR3 (4,94±0,39%) и CXCR5 (3,63±0,25%), тог-
да как исследованные рецепторы СС-семейства 
были обнаружены менее чем на 1% клеток данной 
популяции (рис. 1, гистограммы А-Г). По мере 
прохождения Т-клетками антиген-зависимой 
дифференцировки, сопровождавшейся сниже-
нием CD45RA на поверхностной мембране, уро-
вень экспрессии всех исследованных рецепторов 
достоверно (р < 0,001) возрастал. Так, CXCR3 
был представлен на поверхности почти полови-
ны Th центральной памяти. Несколько меньшие 
значения (43,72±1,27% клеток) были отмечены 
для CCR6, тогда как CXCR5 и CCR4 экспресси-
ровало в среднем 30% клеток данной популяции. 
Что касается Th с фенотипом CD45RA–CD62L–, 
то уровень экспрессии CXCR3 на этих клетках 
возрастал до 76,76±0,75%, что превосходило 
(р < 0,001) значения, полученные для всех осталь-
ных популяций Th различного уровня дифферен-
цировки. Относительное содержание CXCR5+ 
клеток среди EM Th снижалось (р < 0,001) поч-
ти в два раза по сравнению с СМ и составляло 
13,68±0,50%. Экспрессия CCR6 Т-хелперами по-
пуляции ЕМ возрастала на 50% при сравнении 
со значениями, зарегистрированными для клеток 
с фенотипом CD45RA–CD62L+, тогда как уро-
вень CCR4 достоверно не изменялся и составлял 
33,26±1,13% позитивных клеток. В ходе дальней-
шей дифференцировки Т-хелперов при переходе 
в популяцию TEMRA уровень CXCR3 несколь-
ко снижался (63,51±2,11%, р < 0,001) по срав-
нению с клетками эффекторной памяти, но до-
стоверно превосходил значения, полученные 
для «наивных» CD3+CD4+ клеток и Т-хелперов 
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центральной памяти. Содержание клеток, не-
сущих на своей поверхности CXCR5, достовер-
но не изменялось по сравнению с ЕМ клетками. 
При анализе уровней экспрессии хемокиновых 
рецепторов СС семейства – CCR6 и CCR4 – сре-
ди CD45RA+CD62L–Т-хелперов отмечено досто-
верное снижение (р < 0,001) числа позитивных 
клеток (до 28,97±2,74% и 12,18±1,16% соответ-
ственно) при сравнении с СМ и ЕМ клетками 
памяти, что также достоверно превосходило та-
ковые у «наивных» Т-хелперов. 

Полученные нами результаты указывают 
на то, что по мере дифференцировки «наивных» 
Т-хелперов разнообразие и уровень экспрес-
сии хемокиновых рецепторов значительно воз-
растает. На поверхности «наивных» Т-клеток 
полностью отсутствуют рецепторы для про-
воспалительных хемокинов (например, CCR1, 
CCR3, CCR5 и CXCR3), а также адгезионные 
молекулы (например, CD11b. CD29 и CD49e), 
лиганды которых представлены на активиро-
ванных эндотелиальных клетках микроцирку-

ляторного русла [30]. Результаты более поздних 
исследований указывают на то, что фенотип 
CXCR3+CD45RA+CD62L+ может соответство-
вать «стволовым» клеткам памяти, описанным 
еще в 2011 году [18]. Что же касается более диф-
ференцированных популяций Т-хелперов, то на 
поверхности клетки эффекторной памяти хемо-
киновые рецепторы для «провоспалительных» 
хемокинов – например, CCR5, CCR6 и CXCR3 – 
представлены на самом высоком уровне. Кроме 
того, именно в составе данной популяции отме-
чается появление на мембране клеток антигенов, 
свойственных «тканевым» Т-клеткам памяти – 
CD69 и CD103, так как именно на этой стадии 
созревания CD3+CD4+ лимфоциты покидают 
кровеносное русло и мигрируют в ткани [34]. 
В регуляции последнего процесса особая роль 
принадлежит хемокиновым рецепторам, так как 
именно их экспрессия и определяет дальнейшее 
распределение зрелых антиген-специфических 
клеток в тканях, что оказывает непосредственное 

Рисунок 1. Экспрессия хемокиновых рецепторов CXCR3 (гистограмма А), CXCR5 (гистограмма Б), CCR4 
(гистограмма В) и CCR6 (гистограмма Г) CD3+CD4+ лимфоцитами различного уровня дифференцировки
Примечание. N – «наивные» Т-хелперы с фенотипом CD45RA+CD62L+; СМ – Т-хелперы центральной памяти с фенотипом 
CD45RA+CD62L–; ЕМ – Т-хелперы эффекторной памяти с фенотипом CD45RA–CD62L–; TEMRA – «терминально-дифференцированные» 
CD45RA-позитивные эффекторные Т-хелперы. N, C, E, T – различия с популяцией «наивных» клеток, клеток центральной памяти, клеток 
эффекторной памяти и клетками TEMRA достоверны при р < 0,05 согласно t-критерию Стьюдента.
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влияние на эффективность развития локальных 
иммунных реакций [9]. 

Экспрессия CCR4 связана со способностью 
клеток к миграции в очаги воспаления, локали-
зованные в соединительной ткани кожных по-
кровов. Лигандами для CCR4 выступают CCL17, 
экспрессируемый эндотелиальными клетка-
ми микроциркуляторного русла дермы кожи, 
и CCL22, синтезируемый дермальными дендрит-
ными клетками [14]. Основной функцией CCL17 
является привлечение и усиление пенетрации 
лимфоцитов через стенки сосудов в непосред-
ственной близости от очага воспаления, тогда 
как CCL22 отвечает за направленную миграцию 
клеток уже по соединительной ткани за предела-
ми кровеносных сосудов. Единственным выяв-
ленным лигандом CCR6 служит CCL20, который 
синтезируется различными клетками, входящи-
ми в состав дермы (фибробласты, клетки эндо-
телия сосудов, дендритные клетки) и эпидермиса 
(в первую очередь, кератиноциты) кожи, слизи-
стых оболочек кишечника, включая эпителий 
аппендикса и Пейеровых бляшек [15]. Основ-
ными лигандами же CXCR3 являются три хемо-
кина CXC-семейства: CXCL9 или MIG, CXCL10 
или IP-10 и CXCL11 или I-TAC, синтезируемые 
клетками различных органов и тканей при за-
пуске воспалительного процесса под действием, 
в первую очередь, IFNγ [20]. Увеличение синте-
за этих хемокинов наблюдается при широком 
спектре патологических состояний, а места их 
продукции существенно различаются по своей 
локализации в пределах организма, что наво-
дит на мысль о низкой специфичности меха-
низмов инфильтрации CXCR3+ лимфоцитами 
очагов воспаления. Лигандом CXCR5 является 
CXCL13, который необходим для формирова-
ния В-клеточных фолликулов в составе лим-
фатических узлов, а также дифференцировки 
В-лимфоцитов в плазматические клетки [31]. 
Наличие данного рецептора определяет направ-
ленную миграцию клеток в состав этих структур 
периферических лимфоидных органов. 

Как уже отмечалось ранее, анализ экспрес-
сии хемокиновых рецепторов позволяет судить 
не только о направлении миграции Т-хелперов 
из кровотока, но и может выступать в качестве 
одного из методических приемов для опреде-
ления поляризации CD3+CD4+ клеток в сто-
рону того или иного типа Т-хелперов. Такой 
подход возможен только в случае использова-
ния многоцветного цитофлуориметрического 
анализа, позволяющего одновременно анали-
зировать несколько поверхностных антигенов 
на одной клетке. В результате анализа коэкспрес-
сии (табл. 1) хемокиновых рецепторов CXCR5, 

CXCR3, CCR6 и CCR4 Т-хелперами различного 
уровня дифференцировки максимальное число 
клеток, не несущих ни один из указанных ре-
цепторов, отмечено среди «наивных» CD4+Т-
лимфоцитов (91,02±0,49%). Для популяций СМ 
и TEMRA этот показатель находился в пределах 
15-20%, тогда как среди Т-хелперов эффектор-
ной памяти не более 1% клеток не несло на своей 
поверхности исследованных хемокиновых ре-
цепторов, что еще раз свидетельствует о высокой 
миграционной способности именно Th с фено-
типом CD45RA–CD62L–. 

При дальнейшем анализе все Т-хелперы 
исходно были разделены нами на CXCR5-
негативные и CXCR5-позитивные клетки, так как 
последние формируют в высшей степени гетеро-
генную популяцию фолликулярных Т-хелперов. 
На основании экспрессии оставшихся трех анти-
генов – CXCR3, CCR6 и CCR4 – можно выде-
лить основные популяции Т-хелперов. 

Считается, что основным признаком Th1 яв-
ляется наличие на поверхности клетки CXCR3 
при отсутствии CCR4 и CXCR5 [28], поэтому ос-
новная масса Th1 будет содержаться в популяции 
Т-хелперов с фенотипом CXCR5–CXCR3+CCR6–

CCR4–. Отчасти это может служить следстви-
ем того, что у данного хемокинового рецептора 
имеется антагонист – CCL3, синтез которого 
осуществляется Тh2 и эозинофилами. Лиганды 
CXCR3, в свою очередь, являются антагонистами 
CCR3, уровень экспрессии которого весьма вы-
сок на Тh2. Наличие такого рода антагонистиче-
ских отношений между лигандами хемокиновых 
рецепторов, характерных для Тh1 и Th2, было 
положено в основу теории о ключевой роли хе-
мокинов, синтезируемых клетками Т-зависимых 
зон лимфатических узлов, в регуляции поляри-
зации «наивных» Т-хелперов [29]. Среди «наи-
вных» Т-хелперов обнаружено только 3,91±0,34% 
CXCR5–CXCR3+CCR6–CCR4– клеток (табл. 1). 
По мере дифференцировки Т-хелперов в клет-
ки СМ и далее в ЕМ и TEMRA наблюдалось до-
стоверное увеличение относительного содержа-
ния CXCR5–CXCR3+CCR6–CCR4– Т-хелперов 
до 13,73±0,54%, 22,37±1,69% и 40,07±2,77% со-
ответственно. 

CCR4 экспрессируется на поверхности Тh2, 
регуляторных Т-клеток, а также Т-клеток, ми-
грирующих в кожные покровы [19]. Уровень Тh2 
в циркуляции весьма низок вне зависимости 
от способов их определения: по экспрессии хемо-
киновых рецепторов, по наличию на поверхност-
ной мембране CD294 или по индуцированной 
продукции IL-4 [2]. В результате наших исследо-
ваний CCR4+Т-хелперы среди «наивных» клеток 
практически не обнаруживались, однако среди 
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Т-хелперов центральной памяти они составляли 
около 8% (табл. 1). В рамках анализа популяций  
ЕМ и TEMRA CXCR5–CXCR3–CCR6–CCR4+ клетки  
составляли 1-2%, что было достоверно (р < 0,001) 
ниже значений, полученных для СМ Т-хелперов. 
С другой стороны, часть Th2 может входить в со-
став популяций CXCR5–CXCR3+CCR6–CCR4+ 
и CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4+, обладающих 
«смешанным» или «переходным» фенотипом 
и содержащихся в весьма существенном количе-
стве среди CD3+CD4+ лимфоцитов центральной 
и эффекторной памяти. Считается, что именно 
такие клетки центральной и эффекторной памя-
ти, но не «терминально-дифференцированные» 
или «наивные» Т-хелперы, способны менять 
свою поляризацию и спектр продуцируемых ци-
токинов [19]. 

Т-хелперы периферической крови, экс-
прессирующие CCR6 (при отсутствии CXCR5 
или ряда других хемокиновых рецепторов), тра-
диционно рассматриваются в качестве Th17, 
которые являются гетерогенной популяцией 
клеток [11]. В рамках использованной нами па-
нели антител Th17 могут входить в состав сле-
дующих клеточных популяций: CXCR5–CXCR3–

CCR6+CCR4– (фенотип полностью соответствует 
Th17), CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4+ (помимо 
Th17, в состав этой популяции могут входить 
Th22, ко-экспрессирующие еще и CCR10), а так-
же CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4– [16]. Послед-
няя представляет наибольший интерес, так как 
эта группа Т-хелперов способна к продукции 
как IL-17A, так и IFNγ, что и послужило поводом 
для ее обозначения как Th1/Th17 [10]. Содержа-

ТАБЛИЦА 1. АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ХЕМОКИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ CD3+CD4+ ЛИМФОЦИТАМИ, НАХОДЯЩИМИСЯ 
НА РАЗЛИЧНЫХ УРОВНЯХ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ, ВЫЯВЛЕННЫХ НА ОСНОВАНИИ CD45RA И CD62L (n = 52, X±s,  
% ОТ УКАЗАННОЙ ПОПУЛЯЦИИ)

Субпопуляции Т-хелперов (CD3+CD4+) N CM EM TEMRA

CXCR5–CXCR3–CCR6–CCR4– 91,02±0,49С, Е, Т 14,18±0,81N, E, T 1,07±0,19C, T 19,80±2,19 N,C,E

CXCR5–CXCR3–CCR6–CCR4+ («Th2») 0,60±0,05С, Е, Т 8,15±0,46N, E, T 1,72±0,15 N,C 1,31±0,19N, C

CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4– («Th17») 0,57±0,05С, Е, Т 3,14±0,13N, E 2,32±0,18 N,C 2,73±0,41N

CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4+ («Th17 и Th22») < 0,01 8,07±0,30N, E, T 12,03±0,57N, C, T 5,84±0,72N, C, E

CXCR5–CXCR3+CCR6–CCR4– («Th1 и Th9») 3,91±0,34С, Е, Т 13,73±0,54N, E, T 22,37±1,69N, C, T 40,07±2,77N, C, E

CXCR5–CXCR3+CCR6–CCR4+ 0,10±0,01С, Е, Т 4,50±0,21N, E, T 5,96±0,37N, C, T 1,78±0,24N, C, E

CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4– («Th1/Th17») 0,10±0,02С, Е, Т 12,52±0,74N, E 31,69±1,52N, C, T 14,42±1,61N, E

CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4+ < 0,01 5,48±0,36N, E, T 9,17±0,44N, C, T 2,02±0,30N, C, E

CXCR5+CXCR3–CCR6–CCR4– («Tfh/Tfh2») 2,50±0,19С, Е, Т 5,79±0,26N, E, T 1,13±0,08N, C, T 3,72±0,40N, C, E

CXCR5+CXCR3–CCR6–CCR4+ («Tfh2») < 0,01 1,34±0,07N, E, T 0,63±0,05 N, C, T 0,20±0,06N, C, E

CXCR5+CXCR3–CCR6+CCR4– («Tfh17») 0,27±0,03С, Е, Т 6,22±0,28N, E, T 2,25±0,12N, C 2,17±0,25N, C

CXCR5+CXCR3–CCR6+CCR4+ («Tfh17») < 0,01 3,28±0,16N, E, T 2,08±0,11N, C, T 0,71±0,12N, C, E

CXCR5+CXCR3+CCR6–CCR4– («Tfh1») 0,73±0,06С, Е, Т 7,68±0,31N, E, T 3,73±0,19N, C 4,00±0,39N, C

CXCR5+CXCR3+CCR6–CCR4+ < 0,01 0,90±0,06N, T 1,04±0,08N, T 0,15±0,05N, C, E

CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4– («Tfh1/Tfh17») 0,07±0,01С, Е, Т 4,02±0,17N, E, T 2,18±0,11N, C, T 0,90±0,13N, C, E

CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4+ < 0,01 0,99±0,07N, E, T 0,63±0,05N, C, T 0,16±0,05 N,C,E

Примечание. N – «наивные» Т-хелперы с фенотипом CD45RA+CD62L+; СМ – Т-хелперы центральной памяти с фенотипом 
CD45RA+CD62L–; ЕМ – Т-хелперы эффекторной памяти с фенотипом CD45RA–CD62L–; TEMRA – «терминально-
дифференцированные» CD45RA-позитивные эффекторные Т-хелперы. N, C, E, T – различия с популяцией «наивных» клеток, 
клеток центральной памяти, клеток эффекторной памяти и клетками TEMRA достоверны при р < 0,05 согласно t-критерию 
Стьюдента.
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ние клеток, экспрессирующих исключительно 
CCR6, среди «наивных» Th не превышал 0,5%, 
тогда как среди более «зрелых» субпопуляций 
Т-клеток находился в пределах 3%. CCR6+CCR4+ 
Т-хелперы практически отсутствовали сре-
ди CD45RA+CD62L+ клеток (табл. 1). Сниже-
ние уровня CD45RA сопровождалось почти 
16-кратным приростом содержания популяции 
Th1/Th17, тогда как снижение экспрессии еще 
и CD62L приводило к увеличению относитель-
ного содержания этих клеток до 12,03±0,57%. Бо-
лее того, Т-хелперы указанного фенотипа обна-
руживались и среди TEMRA клеток (около 6%). 
Что же касается CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4– 
Th, то максимальное содержание этих клеток 
(31,69±1,52%) было обнаружено в рамках попу-
ляции ЕМ. Среди «наивных» клеток они практи-
чески не встречались, а среди клеток популяций 
СМ и TEMRA составляли лишь 12-14%. 

Наличие на поверхности CXCR5 свидетель-
ствует о способности клеток направленно мигри-
ровать в В-зависимые зоны лимфатических узлов 
по градиенту концентрации хемокина CXCL13, 
поэтому CXCR5+CD4+CD3+ рассматривают-
ся в качестве фолликулярных Т-хелперов [31]. 
Более того, Tfh обычно несут CD62L и CCR7 – 
молекулы, необходимые для проникновения 
в периферические лимфоидные органы через ве-
нулы с высоким эндотелием, что и соответству-
ет выявленной нами максимальной экспрессии 
CXCR5 именно на клетках центральной памяти 
с фенотипом CD45RA–CD62L+ (рисунок, гисто-
грамма А). Однако, помимо Tfh, локализованных 
в лимфоидной ткани, в периферической крови 
обнаруживаются «циркулирующие» фоллику-
лярные Т-хелперы, способные синтезировать 
широкий спектр цитокинов, к числу которых, 
помимо IL-21, относятся IFNγ, IL-17 и IL-4, 
и играющие ведущую роль в процессах переклю-
чения класса синтезируемых В-клетками анти-
тел [26]. По аналогии со способностью к синтезу 
цитокинов, свойственных другим популяциям 
Т-хелперов, Tfh несут соответствующий реперту-
ар хемокиновых рецепторов. Так, на основании 
фенотипа CXCR5+CXCR3+CCR6–CCR4– можно 
выделить Tfh1, обладающие рядом свойств Th1, 
к числу которых относятся высокий уровень 
экспрессии транскрипционного фактора T-bet 
и способность к продукции IFNγ в ответ на сти-
муляцию. В условиях in vitro эти клетки не уси-
ливали продукцию иммуноглобулинов «наи-
вными» В-лимфоцитами, что также послужило 
одной из причин для их определения как Tfh1 
[26]. Чаще всего клетки данного фенотипа встре-
чались среди CD3+CD4+ центральной памяти, где 
они составляли 7,68±0,31%. Дальнейшая диффе-

ренцировка Т-хелперов сопровождалась двукрат-
ным снижением Tfh1 до 3,73±0,19% среди ЕМ 
и 4,00±0,39% среди TEMRA (табл. 1). 

Фолликулярные Т-хелперы, не экспрессиру-
ющие CXCR3 и CCR6, рассматриваются в каче-
стве Tfh, обладающими свойствами Т-хелперов 2 
типа (Tfh2), причем можно определить два их ос-
новных фенотипа: CXCR5+CXCR3–CCR6–CCR4– 
и CXCR5+CXCR3–CCR6–CCR4+. Среди «наи-
вных» Т-хелперов клетки, экспрессировавшие 
только CXCR5, составляли 2,50±0,19%, однако 
при переходе к популяции СМ их число достовер-
но увеличивалось почти в 2 раза (р < 0,001). Сле-
довые количества Tfh были отмечены при ана-
лизе фенотипа клеток эффекторной памяти, но 
среди эффекторных клеток популяции TEMRA 
их содержание вновь повышалось до 3,72±0,40% 
(табл. 1). CXCR5+CCR4+ клетки также обнаружи-
вались среди СМ Т-хелперов (1,34±0,07%), тогда 
как среди остальных популяций они практиче-
ски не выявлялись. Это может быть связано с их 
преимущественной локализацией в лимфоидной 
ткани, так как в ответ на стимуляцию они спо-
собны синтезировать IL-4, IL-5 и IL-13, а также 
транскрипционный фактор GATA3 [26]. Более 
того, при со-культивировании CXCR3–CCR6– 
клеток с «наивными» В-лимфоцитами последние 
усиливали продукцию всех основных классов 
иммуноглобулиновых молекул – IgM, IgG, IgA 
и IgE. 

Фолликулярные Т-хелперы, экспрессирую-
щие одновременно CXCR5 и CCR6, способны 
к синтезу и секреции цитокинов Th17 (в частно-
сти IL-17A и IL-22), а также экспрессии транс-
крипционного фактора RORγ(t). Tfh17 усиливали 
продукцию «наивными» В-лимфоцитами имму-
ноглобулиновых молекул, за исключением IgE 
[26]. При этом максимальный эффект имел ме-
сто в случае переключения класса синтезируемых 
антител с IgM на IgA. В ходе проведенного иссле-
дования Tfh17 можно было отнести к популяци-
ям с фенотипами CXCR5+CXCR3–CCR6+CCR4– 
и CXCR5+CXCR3–CCR6+CCR4+. Максимальное 
содержание этих клеток было отмечено среди 
CD45RA–CD62L+Т-хелперов, где они состав-
ляли 6,22±0,28% и 3,28±0,16% соответственно 
(табл. 1). Была выделена группа Th с фенотипом 
CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4–, что позволяло 
охарактеризовать ее как Tfh1/Tfh17. В рамках 
Th центральной памяти Tfh1/Tfh17 составляли 
4,02±0,17%, а при переходе к ЕМ их относитель-
ное содержание уменьшалось в два раза и состав-
ляло 2,18±0,11%. 

Клиническая значимость исследования ос-
новных субпопуляций Т-хелперов показана при 
весьма широком круге заболеваний, когда их со-
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держание может являться значимым маркером 
для определения тяжести патологических со-
стояний и оценки эффективности применяемой 
терапии [2, 9]. В первую очередь это касается 
различных аутоиммунных патологий. Напри-
мер, при исследовании периферической крови 
больных системной красной волчанкой было 
показано, что относительное содержание в пе-
риферической крови Т-хелперов с фенотипом 
CCR4+CCR6+ коррелировало с индексом актив-
ности системной красной волчанки SLEDAI [32]. 
Другой группой исследователей было показано, 
что в активной фазе данного заболевания на-
блюдается почти трехкратное снижение уров-
ня циркулирующих Th1 с фенотипом CXCR5–

CXCR3+CCR6– при увеличении относительного 
содержания Тh17 и Th2 по сравнению с группой 
контроля, что, по мнению авторов, может яв-
ляться одним из важнейших диагностических 
признаков данного заболевания [24]. Более того, 
при анализе субпопуляционного состава Tfh 

у этой группы больных было обнаружено, что от-
носительное содержание Tfh1 находилось в об-
ратной зависимости от активности заболевания, 
тогда как уровень Tfh2 в периферической крови 
высоко коррелировал с индексом активности 
SLEDAI. Двукратное увеличение уровня фолли-
кулярных Т-хелперов с фенотипом CD4+CXCR5+ 
было отмечено в периферической крови больных 
сахарным диабетом 2 типа [33]. Анализ субпо-
пуляционного состава Tfh показал, что у боль-
ных имело место сильное увеличение относи-
тельного содержания Tfh17 на фоне снижения 
Tfh1. Сходная динамика наблюдалась и в случае 
пациентов с идиопатическими воспалительны-
ми миопатиями, когда прирост циркулирующих 
фолликулярных Т-хелперов в периферической 
крови был связан со значительным увеличением 
Т-клеток с фенотипами CXCR5+CXCR3–CCR6– 
и CXCR5+CXCR3–CCR6+, соответствовавших 
Tfh2 и Tfh17 [17]. 

ТАБЛИЦА 2. АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ХЕМОКИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ CCR4, CCR6, CXCR3 И CXCR5 CD3+CD4+ 
ЛИМФОЦИТАМИ, НАХОДЯЩИМИСЯ НА РАЗЛИЧНЫХ УРОВНЯХ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ, ВЫЯВЛЕННЫХ 
НА ОСНОВАНИИ CD45RA И CD62L (n = 52, X±s, КОЛ-ВО КЛЕТОК В 10 мкл ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ)

Субпопуляции Т-хелперов (CD3+CD4+) N CM EM TEMRA

CXCR5–CXCR3–CCR6–CCR4– 2709±215 519±45 24±5 17±5

CXCR5–CXCR3–CCR6–CCR4+ («Th2») 16±2 296±26 37±4 < 1

CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4– («Th17») 16±2 110±8 46±4 1±1

CXCR5–CXCR3–CCR6+CCR4+ («Th17 и Th22») 1±1 280±20 244±16 2±1

CXCR5–CXCR3+CCR6–CCR4– («Th1 и Th9») 115±15 488±36 492±54 27±5

CXCR5–CXCR3+CCR6–CCR4+ 2±1 162±14 125±12 1±1

CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4– («Th1/Th17») 3±1 413±24 643±45 6±1

CXCR5–CXCR3+CCR6+CCR4+ < 1 184±11 184±11 1±1

CXCR5+CXCR3–CCR6–CCR4– («Thf/Tfh2») 68±6 200±13 22±1 2±1

CXCR5+CXCR3–CCR6–CCR4+ («Tfh2») < 1 46±3 12±1 < 1

CXCR5+CXCR3–CCR6+CCR4– («Tfh17») 8±1 217±15 45±3 1±1

CXCR5+CXCR3–CCR6+CCR4+ («Tfh17») < 1 114±8 43±3 < 1

CXCR5+CXCR3+CCR6–CCR4– («Tfh1») 20±2 270±19 76±5 2±1

CXCR5+CXCR3+CCR6–CCR4+ < 1 31±2 21±2 < 1

CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4– («Tfh1/Tfh17») 2±1 141±9 44±3 < 1

CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4+ < 1 34±2 13±1 < 1

Примечание. См. примечание к таблице 1.
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Столь же перспективно и значимо исследо-
вание этих популяций при патологических про-
цессах, связанных с хроническими вирусными 
инфекциями, такими как ВИЧ или хронический 
вирусный гепатит С. Инфицирование вирусом 
гепатита С сопровождалось увеличением от-
носительного содержания CXCR3+CCR6– сре-
ди эффекторных Т-клеток памяти с фенотипом 
CD45RA–CD62L– и снижением субпопуляции 
CXCR3–CCR6+ среди популяций Т-хелперов, 
прошедших антиген-зависимую дифференци-
ровку в периферических лимфоидных органах 
[3, 4]. При ВИЧ-инфекции снижение уровня 
CCR6+CD4+ клеток в периферической крови 
тесно связано с прогрессированием заболева-
ния [23]. Одним из примеров высокой значи-

мости исследования изменения субпопуляций 
Т-хелперов в динамике, является тесная взаимос-
вязь между увеличением уровня Th1 с фенотипом 
CCR5+CXCR3+ в периферической крови больных 
и вероятностью отторжения почки после транс-
плантации [21]. 

Таким образом, примененный нами подход 
позволил выявить основные типы Т-хелперов 
среди CD4+Т-лимфоцитов, находящихся на раз-
личных стадиях дифференцировки. Полученные 
нами результаты по относительному (табл. 1) 
и абсолютному (табл. 2) содержанию данных по-
пуляций могут быть использованы в ходе даль-
нейших исследований в качестве контрольной 
группы.
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