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Резюме. Т-лимфоциты играют важную роль в элиминации опухолевых клеток в реакциях транс-
плантат против хозяина и хозяин против трансплантата, гиперчуствительности замедленного типа 
и других реакциях организма, направленных на поддержание гомеостаза. Помимо молекул CD3 
антиген-специфический T-клеточный рецептор является другим пан-T-клеточным маркером. Су-
ществует два отличных типа TcR – αβ-TcR и γδ-TcR, которые различаются в онтогенезе и функ-
циональных свойствах. γδ-T-клетки играют значительную роль в защите организма от различных 
типов инфекций, и знание об их количественном составе должно быть неотъемлемой частью ана-
лиза иммунного статуса пациентов. Для этих целей следует использовать многоцветный анализ  
и следующие комбинации моноклональных антител: CD3/CD4/CD8/CD45 и αβ-TcR/γδ-TcR/
CD3/CD45. Применение многоцветного окрашивания и многоэтапного гейтирования позволяют 
провести многопараметрический анализ T-клеток периферической крови с высокой точностью  
и достоверностью. Данный подход значительно облегчает интерпретацию полученных результатов  
и позволяет судить о функционировании иммунной системы больных при разнообразных патоло-
гических состояниях.
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Abstract. T-lymphocytes play an important role in elimination of tumor cells, in reactions  

of a transplant against graft and graft versus host disease, in slow-type hypersensitivity, and other reactions 
directed for maintenance of homeostasis. Along with CD3, an antigen-specific T-cellular receptor (TCR) 
is another common marker of T-cells. There are two types of TcR – αβ-TcR and γδ-TcR that differ  
in ontogenetic and functional properties. γδ-T-cells play a significant role in protection of organism 
against various types of infections, and determination of their amounts should be an integral part of the 
analysis of patients’ immune status. To these purposes, a multi-colour analysis shuld be used, applying 
the following combinations of monoclonal antibodies: CD3/CD4/CD8/CD45 and αβ-TcR/γδ-TcR/

CD3/CD45. Multi-colour staining and multi-step 
gating allow of carrying out multiparametric analysis  
of peripheral blood with high accuracy and reliability. 
The proposed approach considerably facilitates 
interpretation of results obtained, and it allows  
of judging about immune system functioning in 
various pathological conditions. (Med. Immunol., 
2008, vol. 10, N 2-3, pp 115-124)
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Введение
Многие микроорганизмы являются внутри-

клеточными паразитами и, обитая внутри клеток 
организма-хозяина, недоступны для действую-
щего начала гуморального иммунитета, т.е. ан-
тител. Облигатные внутриклеточные паразиты, 
в частности вирусы, способны размножаться 
только внутри клеток, используя репликацион-
ную систему клеток хозяина. Факультативные 
внутриклеточные микроорганизмы, такие как 
микобактерии и лейшмании, могут размножать-
ся как в клетках, главным образом в макрофагах, 
так и вне клеток, но внутри клеточный способ 
существования для них более предпочтителен, 
поскольку обеспечивает защиту от факторов 
иммунной системы. Против данных микроорга-
низмов в организме действует особый механизм 
приобретенного иммунитета, а именно клеточ-
ный иммунитет. Он обеспечивается отдельной 
субпопуляцией лимфоцитов, получившей на-
звание Т-клетки. В отличие от В-клеток они 
дифференцируются в тимусе (Thymus), откуда 
и пошло их название. Т-лимфоциты специали-
зируются на уничтожении клеток организма-
хозяина, которые инфицированы размно-
жающимися внутриклеточно возбудителями 
инфекции [1]. Т-лимфоциты играют важную 
роль в элиминации опухолевых клеток [43, 45], 
в реакциях трансплантат против хозяина [52, 
60] и хозяин против трансплантата [25, 54], ги-
перчувствительности замедленного типа [39, 44]  
и других реакциях организма, направленных  
на поддержание гомеостаза.

Оценка как относительного, так и абсо-
лютного количества Т-клеток и их основных 
субпопуляций получила широкое распростра-
нение в лабораторной практике. При феноти-
пировании лимфоцитов эти данные являются 
диагностически значимыми при различных 
патологических состояниях иммунной систе-
мы, включая первичные и вторичные имму-
нодефициты [2, 20, 41]. Динамика изменения 
субпопуляционного состава Т-клеток при не-
которых патологиях представляет собой зна-
чительную ценность для контроля эффектив-
ности терапии, прогноза развития и течения 
заболевания.

Т-клетки и Т-клеточный рецептор
К маркерам, характеризующим линию T-кле-

ток, в первую очередь относится T-клеточный 
рецептор (T-cell Receptor, ТcR). Подобно 
B-лимфоцитам, T-лимфоциты несут на сво-
ей поверхности специфический рецептор для 
распознавания антигена. Однако рецептор 
B-лимфоцитов представляет собой мембранос-

вязанный мономер Ig, а TcR является гетероди-
мером, состоящим из двух цепей с молекулярной 
массой 40-50 kDa, которые не являются продук-
тами генов иммуноглобулинов.

Существует два типа TcR, каждый из ко-
торых ассоциируется с разными типами 
T-лимфоцитов. TcR1, состоящий из γ- и δ-цепей, 
появляется на ранних стадиях онтогенеза [3, 
27]. TcR2 состоит из α- и β-цепей [61]. Каждая 
цепь образует два домена; один из них имеет 
относительно неизменную структуру, гомоло-
гичную характерной укладке цепи иммуногло-
булинов [12], а другой обладает большей струк-
турной изменчивостью, поскольку по своему 
строению напоминает вариабельные домены Ig  
(Fab-фрагмент).

Гены α- и β-цепей T-клеточного рецептора 
организованы так же, как и гены иммуноглобу-
линов. Имеются также сегменты V, D и J и гены 
константных областей (С). Формирование им-
мунокомпетентных T-клеток аналогично же со-
провождается транслокацией фрагментов V, D и J  
с образованием непрерывной последовательно-
сти VDJ. Как и при синтезе иммуноглобулинов, 
образование мРНК предусматривает удаление 
интронов между VDJ и C.

Вариабельные области обеих цепей в эм-
бриональном наборе представлены 30-500 
V-генами, 12-15 мини-генами D и 40-50 короткими 
J-сегментами. Гены константных областей пред-
ставлены в виде одной копии. Случайное соеди-
нение внутри каждой группы генов любого V-гена  
с любым D, а затем J-сегментом приводит к возник-
новению около 5000 как α-, так и β-цепей. Спон-
танная их ассоциация завершается образованием  
до 8 000 000 T-лимфоцитов с различной специфич-
ностью. Дополнительное разнообразие обеспечива-
ется комбинациями V > D > J. Следует отметить, что 
уже выявлена специфичность отдельных вариан-
тов V-сегмента ТсR. Так, Vβ17 является мишенью 
для суперантигена микоплазмы (MAS) и стафи-
лококкового энтеротоксина B [21, 22], а Vβ8 – 
для стафилококкового энтеротоксина Е [31]. 
Также было описано, что при инфицировании 
вирусом Эпштейна–Барр наблюдалась быстрая 
клональная пролиферация CD8+Т-клеток экс-
прессирующих TcR-Vβ14 [63], хотя в норме TcR-
Vβ14 Т-клетки (рис. 1) составляют только 2-7% 
[62].

Примерно 81,4-98,4% T-клеток представля-
ют собой вариант αβ-ТcR, и обозначаются эти 
клетки как αβ-T-клетки. Остальные 1,6-8,9% 
T-клеток несут на своей поверхности γδ-ТcR  
и обозначаются как γδ-T-клетки. 

αβ-T-клетки подразделяются на две различ-
ные неперекрывающиеся субпопуляции. Клет-
ки одной из них несут маркер CD4 и в основном 
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«помогают» в осуществлении иммунного ответа 
или «индуцируют» его. Данная субпопуляция 
получила название T-хелперы. T-клетки дру-
гой субпопуляции несут маркер CD8 и обладают 
преимущественно цитотоксической активно-
стью.

Небольшая часть αβ-T-клеток не экспресси-
руют ни CD4, ни CD8. С другой стороны, боль-
шинство γδ-T-клеток, циркулирующих в перифе-
рической крови, также «дважды отрицательны». 
Однако некоторые из них все же экспрессируют 
молекулы CD8. Напротив, большая часть γδ-T-
клеток в тканях экспрессируют CD8. Кроме мо-
лекулы CD8 γδ-T-клетки на своей поверхности 
могут экспрессировать CD56 [17, 26], CD94 [5], 
CD161 [5]. Также было продемонстрировано, что 
цитостатическую активность γδ-T-клеток воз-
можно стимулировать через CD122 (β-цепь ре-
цептора IL-2) [17].

γδ-T-клетки были изучены относительно не-
давно. Одной из особенностей γδ-T-клеток в от-
личие от αβ-T-клеток является то, что они рас-
познают непептидные антигены, полученные  
из микробных патогенов, независимо от MHC 
[48, 49, 50, 51]. Данная субпопуляция клеток вы-
полняет целый ряд важных функций, так они 
могут усиливать иммунный ответ, производя 
большие количества интерферона-γ (IFNγ), фак-
тора некроза опухолей-α (TNFα) и хемокины 
[10, 38, 47]. Кроме этого, γδ-T-клетки имеют эф-
фекторную (цитотоксическую) активность [14]. 

С эволюционной точки зрения, γδ-T-клетки 
занимают уникальное место между высокоспе-
цифичными αβ-T-клетками и врожденной им-
мунной системой для выполнения защиты орга-
низма от патогенов. Экспериментальные данные 
показали, что роль γδ-T-клеток была весьма 
существенна в устойчивости организма против 
целого ряда микроорганизмов. Так, функцио-
нальную значимость γδ-T-клеток (табл. 1) от-
мечали в устойчивости к Mycobacterium, Borellia, 
Francisella tularensis, Salmonella [10, 30, 46, 47]  

Таблица 1. изменения оТносиТельного количесТва γδ-T-клеТок при различных заболеваниях  
и паТологиях

Изменение относительного количества γδ-T-клеток Заболевание

Повышение относительного уровня γδ-T-клеток

Вирусные инфекции:
ВИЧ
Цитомегаловирус
Вирус Эпштейна–Барр

Бактериальные инфекции:
Туберкулез легких (Mycobacterium)
Легионеллез (Legionella)
Туляремия (Francisella tularensis)
Сальмонеллез (Salmonella)
Боррелиоз (болезнь Лайма) (Borellia)

Атопический дерматит (у детей)
Болезнь Корна
Болезнь Бехчета
Первичные иммунодефициты

Понижение относительного уровня γδ-T-клеток
Атопический дерматит (у взрослых)
Возрастное снижение относительного уровня  
γδ-T-клеток

рисунок 1. Двухпараметрические гистограммы 
распределения Т-клеток, экспрессирующих TcR-Vβ14. 
квадрант B2 содержит клетки с фенотипом  
CD3+, TcR-Vβ14+
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и вирусов [35, 58], включая ВИЧ [28, 53, 59]. 
Кроме того, γδ-T-клетки играют существенную 
роль и в противоопухолевом ответе [9, 15, 18, 
29, 32], в частности было описано значительное 
увеличение этих клеток у пациентов с лимфомой 
[15]. γδ-T-клетки также вовлечены в восстанов-
ление эпителия и гомеостаз [7, 33, 36]. С другой 
стороны, γδ-T-клетки могут быть вовлечены  
в некоторые иммунопатологии типа диабета [34], 
аутоиммунные расстройства [26, 56, 65], болезнь 
Бехчета [64], а также астму [42, 57].

Содержание γδ-T-клеток в периферической 
крови может варьировать, в частности суще-
ствуют половые и возрастные различия. Их ко-
личество увеличивается с момента рождения 
до половозрелости и в дальнейшем постепенно 
снижается. У женщин количество γδ-T-клеток 
несколько выше, и этот уровень сохраняется зна-
чительно дольше, чем у мужчин [8].

γδ-T-клетки обладают очень быстрой (начи-
нающейся после 4-6 дней), высокой (в 200 раз) 
и длительной (> 7 месяцев) пролиферативной 
способностью в ответ на антиген [10]. Кро-
ме того, в течение иммунного ответа антиген-
специфические γδ-T-клетки могут составлять  
до 48-98% от общего количества циркулирую-
щих γδ-T-клеток [10]. Таким образом, обнаруже-
ние увеличенной циркулирующей субпопуляции  
γδ-T-клеток может позволить сделать предло-
жение о недавней или продолжающейся хро-
нической стимуляции, особенно на слизистых 
оболочках или участках кожи. Эта информация 
позволяет клиницистам делать предположение  
о возможном медленно прогрессирующем ин-
фекционном заболевании.

На клеточной поверхности и αβ-, и γδ-антиген- 
распознающие рецепторы T-клеток располага-
ются непосредственно рядом с полипептидным 
комплексом, имеющим групповое название 
CD3. Это соседство и ассоциация с CD3 явля-
ются необходимым условием для экспрессии 
всего рецепторного комплекса на поверхности  
клеток.

Антиген CD3 представляет собой комплекс 
пяти инвариантных полипептидных цепей – γ, δ, 
ε, ζ и η, молекулярные массы которых составляют 
соответственно 25-28, 21, 20, 16 и 22 kDa. Поли-
пептидная цепь ζ находится в CD3 комплексе как 
гомодимер, связанный дисульфидным мостиком, 
или как гетеродимер с η-цепью. Комплекс CD3  
в свою очередь является частью значительно боль-
шего комплекса, который включает ТcR. Этот 
комплекс экспрессируется зрелыми T-клетками 
и тимоцитами. Активация T-клеток может быть 
вызвана за счет взаимодействия ТcR с антиген-
представляющими клетками, несущими про-
цессированый чужеродный антиген в комплексе  

с антигенами MHC (главный комплекс гистосов-
местимости) I и II класса [13].

CD3ζ-цепь, ассоциированная с комплексом 
CD3/TcR, экспрессируется не только на зрелых 
T-клетках, но и на TcR-отрицательных тимоци-
тах [11]. CD3ζ- и CD3η-цепи являются альтер-
нативного сплайсинга отдельного гена опреде-
ляющего CD3ζ/η. Этот ген играет существенную 
роль для внутритимической дифференцировки 
T-клеток [40]. Фенотипические изменения, как 
известно, происходят в человеческом тимусе по-
сле колонизации его гемопоэтическими стволо-
выми клетками [23]. На 8 неделю беременности 
тимоциты человека имеют фенотип CD4+CD8+  
и CD3εδβζ-положительные.

CD3ζ-цепь экспрессируется также NK-
клетками и большинством (< 90%) клонов 
клеток являющихся производными от деци-
дуальных гранулярных лимфоцитов, которые 
CD3-отрицательны [19].

Приведенные выше факты свидетельствуют  
в пользу того, что для более полной характеристи-
ки Т-клеток пациента анализ следует проводить 
не только по такому линейно-специфическому 
маркеру как CD3, но и по на личию субпо-
пуляций αβ-T-клеток и γδ-T-клеток. Важ-
ность определения последних становит-
ся очевидной для целого ряда заболеваний.  
В пер вую очередь к ним относятся такие за-
болевания, как ВИЧ-инфекция, вторичные  
и первичные иммунодефицитные состояния, 
сопровождающиеся длительной персистенцией 
микроорганизмов в организме человека на фоне 
депрессии Т-клеточного звена иммунной систе-
мы. И особенно важным становится определе-
ние γδ-T-клеток при оценке общего количества 
Т-клеток в тех случаях, когда от их количества 
зависит доза назначаемых препаратов (напри-
мер, назначение антиретровирусной терапии 
ВИЧ-инфицированным пациентам). 

Иммунотипирование αβ-T-клеток  
и γδ-T-клеток периферической крови

Количественный анализ T-клеток является 
наиболее требуемым исследованием для иммуно-
логического контроля состояний приобретенно-
го иммунодефицита (СПИД), мониторинга как  
за пациентами после трансплантации костного 
мозга, так и эффективности иммунодепрессив-
ной терапии. Стандартные протоколы иммуно-
фенотипирования, использующие четыре цвета, 
позволяют проводить идентификацию субпопуля-
ций T-лимфоцитов в одном образце [55] (рис. 2).  
Этот анализ предоставляет исследователю на-
много больше информации, но до последне-
го времени она находилась вне зоны внимания 
клиницистов.
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Так, при использовании комбинации моно-
клональных антител CD3/CD4/CD8/CD45 при 
обычном анализе периферических T-клеток 
достаточно часто наблюдается бимодальное 
распределение экспрессии CD3, которое пред-
полагает наличие двух отличных субпопуля-
ций T-клеток (рис. 3A). Помимо молекул CD3 
антиген-специфический T-клеточный рецептор 
является другим пан-T-клеточным маркером, 
который необходимо использовать при анализе 
пациентов с иммунологическими расстройства-
ми. Как было описано выше, существует два от-
личных типа TcR – αβ-TcR и γδ-TcR, которые 
различаются в онтогенезе и функциональных 
свойствах. В медицинской практике, как прави-
ло, внимание клиницистов сосредоточено, пре-
жде всего, на αβ-T-клетках, которые составля-
ют большую часть T-лимфоцитов. Остающиеся 
около 5% γδ-T-клеток, как правило, выпадают 
из зоны внимания клиницистов, и эти клетки 
рассматривали исключительно при исследова-

нии иммунитета слизистых оболочек [4, 6, 16]  
и в тимусе [24].

Однако, как было показано выше, γδ-T-
клетки играют значительную роль в защите ор-
ганизма от различных типов инфекций, и зна-
ние об их количественном составе должно быть 
неотъемлемой частью анализа иммунного стату-
са пациентов.

Комбинация моноклональных антител CD3/
CD4/CD8/CD45 дает не только основную инфор-
мацию о наличии Т-клеток и их основных суб-
популяций, но и позволяет обратить внимание  
на неоднородность распределения CD3-молекулы, 
если она есть (рис. 3). В этом случае необходи-
мо проверить контрольную сумму CD3+ клеток 
(CD4+ + CD8+ должно равняться общему коли-
честву CD3+). В случае если контрольная сумма  
не совпадает с общим количеством CD3+ лимфо-
цитов, следует проверить субпопуляционный со-
став Т-клеток на наличие αβ-TcR и γδ-TcR.

Данный этап необходим, так как большинство 
γδ-T-клеток, циркулирующих в периферической 

рисунок 2. Двухпараметрические гистограммы распределения Т-клеток и их субпопуляций, полученные 
в результате многоцветного анализа лимфоцитов периферической крови с использованием комбинации 
моноклональных антител CD3/CD4/CD8/CD45. анализ проводили с использованием гейтирования по CD45

рисунок 3. однопараметрические гистограммы распределения Т-клеток по плотности CD3 на их поверхности.  
а – распределение CD3 позитивных Т-клеток у здорового донора. б – распределение CD3 позитивных Т-клеток  
у пациента с вирусом Эпштейна–барр

а б
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крови «дважды отрицательны». Другая их осо-
бенность заключается в том, что они имеют более 
высокую плотность экспрессии молекулы CD3  
на своей поверхности (CD3bright, рис. 3). На ри-
сунке 4 изображено достаточно часто встречаю-
щееся распределение CD3+ лимфоцитов при 
бактериальных и вирусных инфекциях, первич-
ных и вторичных иммунодефицитах. Как видно 
из рисунка 4, клетки, находящиеся в зонах А, 
Б и В, экспрессируют высокий уровень CD3.  
В свою очередь, клетки в зоне А имеют фенотип 
CD3brightCD4–, в зоне Б – CD3brightCD8dim и зоне 
В – CD3brightCD8–. Все эти признаки характерны 
для γδ-T-клеток [37].

Чтобы выявить γδ- и αβ-T-клеток, как прави-
ло, используют следующую комбинацию моно-
клональных антител αβ-TcR/γδ-TcR/CD3/CD45. 

На рисунке 5 представлены гистограммы рас-
пределения Т-клеток, полученные в результате 
многоцветного анализа лимфоцитов перифери-
ческой крови пациента с хроническим носитель-
ством вируса Эпштейна–Барр. На рисунке 5А  
в квадранте F2 находятся γδ-T-клетки, на рисун-
ке 5Б в квадранте Е2 – αβ-T-клетки.

Таким образом, все изложенное выше свиде-
тельствует в пользу того, что для наиболее пол-
ной фенотипической характеристики T-клеток 
необходимо проводить анализ не только 
линейно-специфичного маркера T-клеток 
CD3, но и определять субпопуляционный со-
став T-клеток по экспрессии Т-клеточного ре-
цептора, а именно γδ- и αβ-TcR. Для этих це-
лей следует использовать многоцветный анализ  
и следующие комбинации моноклональных ан-

рисунок 4. Двухпараметрические гистограммы распределения Т-клеток и их субпопуляций, полученные  
в результате многоцветного анализа лимфоцитов периферической крови пациента с хроническим носительством 
вируса Эпштейна–барр. в зонах а, б и в находятся CD3bright Т-клетки

рисунок 5. Двухпараметрические гистограммы распределения αβ-ТCR и γδ-ТCR на Т-клетках, полученные  
в результате многоцветного анализа лимфоцитов периферической крови пациента с хроническим носительством 
вируса Эпштейна–барр

а б
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тител: CD3/CD4/CD8/CD45 и αβ-TcR/γδ-TcR/
CD3/CD45.

Более полная информация об экспрессии 
Т-клеточного рецептора в клинической прак-
тике значительно расширяет возможности для 
анализа состояния Т-клеточного звена иммун-
ной системы не только с точки зрения адек-
ватного выявления его дефектов, но и для пра-
вильного назначения химиотерапевтических 
препаратов, направленных на восстановление 
нормального функционирования защитных си-
стем организма.
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