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Резюме. Цитотоксические Т-лимфоциты с фенотипом CD3+CD8+ играют ведущую роль в защи-
те от внутриклеточных патогенов и собственных измененных клеток. Все CD3+CD8+ лимфоциты 
периферической крови на основании экспрессии CD45RA и CD62L были разделены на «наивные» 
клетки, клетки центральной (СМ) и эффекторной (ЕМ) памяти, а также «терминально-дифферен-
цированные» CD45RA-позитивные эффекторные клетки (TEMRA). С использованием многоцвет-
ного анализа на указанных субпопуляциях проведен анализ коэкспрессии эффекторных (перфорин, 
гранзим В и CD57) и регуляторных (CD27, CD28, CD244 [2B4], CD279 [PD-1] и KLRG1) молекул. 
CD57 был выявлен на поверхности 2,39±0,31% «наивных» клеток и 5,45±0,91% клеток центральной 
памяти, тогда как среди CD45RA–CD62L– Тцит и TEMRA Тцит уже 26,53±2,20% и 51,43±2,55% кле-
ток, соответственно, экспрессировали данный антиген. Среди «наивных» Тцит гранзим B и перфорин 
были обнаружены в составе цитоплазматических гранул у 4,22±0,36% и 5,30±0,43% клеток соответ-
ственно. Для СМ Тцит эти значения составили 10,09±1,17% и 24,90±3,10% клеток соответственно. 
Существенное увеличение экспрессии гранзима В и перфорина также было отмечено в линии «клет-
ки эффекторной памяти → клетки TEMRA», когда эти величины достигли значений в 41,05±2,63% 
и 66,73±3,29%, а также 59,33±4,26% и 75,08±3,12% клеток соответственно. Для регуляторных моле-
кул CD244 и KLRG1 также отмечена сходная тенденция к увеличению экспрессии по мере перехода 
клеток в эффекторные фазы созревания, тогда как костимуляционные молекулы CD27 и CD28 сни-
жались в линии N → CM → EM → TEMRA. Максимальный уровень CD279 был отмечен в рамках 
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клеток ЕМ. Показано, что CD57-позитивные клетки обычно содержат перфорин и гранзим B в со-
ставе своих цитоплазматическх гранул и не экспрессируют CD28 на своей поверхности, что позволяет 
использовать CD57 в качестве маркера зрелых эффекторных клеток для проведения многоцветного 
иммунофенотипирования. Полученные нами результаты по коэкспрессии указанных выше молекул 
позволяют предполагать, что на роль зрелых эффекторных цитотоксических Т-клеток перифери-
ческой крови могут претендовать CD45RA+CD62L– лимфоциты, позитивные по CD244 и CD57, но 
не экспрессирующие костимуляционных молекул CD27 и CD28, а также не несущие на своей поверх-
ности ингибиторных рецепторов CD279 и KLRG1.

Ключевые слова: проточная цитофлуориметрия, многоцветный анализ, цитотоксические Т-лимфоциты, 
дифференцировка, маркеры эффекторных клеток, ингибиторные рецепторы

PHENOTYPIC CHARACTERISATION OF PERIPHERAL BLOOD 
CYTOTOXIC T LYMPHOCYTES: REGULATORY AND EFFECTOR 
MOLECULES
Kudryavtsev I.V.a, b, Borisov A.G.c, d, Vasilyeva E.V.e, Krobinets I.I.f, 
Savchenko A.A.c, d, Serebriakova M.K.a, Totolian Areg A.b, e

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
c Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Science Center, Siberian Branch of Russian 
Academy of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation  
d Krasnoyarsk State V.F. Voino-Yasenetsky Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
e St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation  
f Russian Research Institute of Hematology and Transfusiology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Cytotoxic T lymphocytes (CD3+CD8+, Tcyt) play a major role in protective immunity against 
intracellular pathogens and can eradicate malignant cells. As based on CD45RA and CD62L expression, the 
peripheral CD3+CD8+ blood lymphocytes were divided into "na ve" (N) cells, central memory (CM) and 
effector memory (EM), as well as "terminally-differentiated" CD45RA-positive effector cells (TEMRA). 
Using multicolor flow cytometry, a co-expression of effector (perforin, granzyme B and CD57) and regulatory 
(CD27, CD28, CD244 (2B4), CD279 (PD-1) and KLRG1) molecules was studied on all these subsets. 
CD57 was expressed in 2.39±0.31% “na ve” and 5.45±0.91% of central memory Tcyt. Meanwhile, within 
EM and TEMRA Tcyt subset, its expression was identified on the cell membranes of 26.53±2.20% and 
51.43±2.55% of cells, respectively. Cytolytic effector molecules (granzyme B and perforin) were detected in 
cytoplasmic granules of 4.22±0.36% and 5.30±0.43% of na ve Tcyt, respectively. For CM cells, these values 
were 10.09±1.17% and 24.90±3.10%, respectively. Dramatic increases of granzyme B and perforin expression 
were observed in the “EM → TEMRA” cell lineage, when the relative number of granzyme B-positive cells 
increased to 41.05±2.63% and 66.73±3.29%, respectively, while perforin was detected in 59.33±4.26% and 
75.08±3.12% of cells, respectively. For regulatory molecules, CD244 and KLRG1, the similar dynamics were 
observed, their expression increased from “na ve” to late maturation stages, while the expression of two main 
costimulatory molecules – CD27 and CD28, decreased in the lineage N → CM → EM → TEMRA cells. 
The highest level of CD279 was observed in EM cells. It was shown that CD57-positive cells contain perforin 
and granzyme B in their cytoplasmic granules and lack CD28 expression. Furthermore, CD57 can be used 
as a surrogate marker for multicolor immunophenotyping to identify most mature effector cells containing 
cytolytic enzymes. Our results on the co-expression of all the beforementioned molecules suggest that the 
most mature CD45RA+CD62L– effector peripheral blood cytotoxic T cells express CD244 and CD57, lack 
costimulation molecules CD27 and of CD28, as well as inhibitory receptors KLRG1 and CD279.

Keywords: flow cytometry, multicolor immunophenotyping, cytotoxic T cell subsets, CD3+CD8+ maturation, effector molecules, 
inhibitory receptors
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Введение
Цитотоксические Т-лимфоциты (Тцит) с фе-

нотипом CD3+CD8+ играют ведущую роль в защи-
те от внутриклеточных патогенов и собственных 
измененных клеток, что позволяет рассматри-
вать данную популяцию клеток периферической 
крови в качестве основной мишени для тера-
певтических воздействий при широком круге 
патологических состояний. Вместе с тем вопро-
сы о дифференцировке антиген-специфических 
клеток данной популяции, равно как и механиз-
мы, приводящие к появлению у этих лимфоцитов 
эффекторных свойств, остаются слабо исследо-
ванными. Так, в настоящее время в литературе ак-
тивно обсуждаются как минимум четыре модели, 
описывающие возникновение эффекторных кле-
ток и клеток памяти [18]. При этом даже клетки 
памяти периферической крови являются весьма 
гетерогенной популяцией, в составе которой вы-
являют как минимум клетки центральной и эф-
фекторной памяти [27], клетки памяти, облада-
ющие некоторыми свойствами стволовых клеток 
[16], не говоря уже о том, что многочисленные 
работы свидетельствуют о существовании тка-
невых резидентных клеток памяти, заселяющих 
периферические органы и ткани [32]. С другой 
стороны, уже не подвергается сомнению наличие 
многочисленных переходных форм между всеми 
указанными выше субпопуляциями CD3+CD8+ 
лимфоцитов как в циркуляции, так и в лимфоид-
ных органах и периферических тканях [35]. Что 
же касается зрелых эффекторных клеток, сфор-
мировавшихся в результате клональной экспан-
сии, то основное внимание уделяется анализу 
экспрессии ими эффекторных молекул, к числу 
которых относятся перфорин и гранзимы [31], се-
кретируемые клетками цитокины и хемокины [9] 
и, наконец, различного рода поверхностные мо-
лекулы, обладающие регуляторными свойствами 
и способные ингибировать сигнал, поступающий 
от Т-клеточного рецептора [22]. Поэтому целью 
данного исследования стал анализ экспрессии 
поверхностных и внутриклеточных антигенов 
CD3+CD8+ лимфоцитов, позволяющих охаракте-
ризовать эффекторный потенциал данной попу-
ляции клеток периферической 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 в общей сложности 82 практически 
здоровых человека (43 мужчины и 39 женщин) 

в возрасте 21-60 лет. Подготовку образцов пери-
ферической крови и настройку проточного ци-
тофлуориметра проводили в соответствии с ре-
комендациями, изложенными Хайдуковым С.В. 
и соавт. [7]. Лимфоциты выявляли при помощи 
антител против пан-лейкоцитарного маркера 
CD45 (клон J33). Для выявления цитотоксиче-
ских Т-клеток (Tцит) с фенотипом CD3+CD8+ ис-
пользовали антитела против CD3 (клон UCHT1), 
CD4 (клон 13B8.2) и CD8 (клон В9.11). Для раз-
деления CD3+CD8+ лимфоцитов на отдель-
ные субпопуляции применяли антитела против 
CD45RA (клон 2H4LDH11LDB9 [2H4]) и CD62L 
(клон DREG56) с использованием описанной ра-
нее «тактики гейтирования» основных субпопу-
ляций [4, 5]. Субпопуляция «наивных» (N) Tцит 
обладала фенотипом CD45RA+CD62L+, клетки 
с фенотипами CD45RA–CD62L+ и CD45RA–

CD62L– соответствовали Т-лимфоцитам цен-
тральной (СМ) и эффекторной (ЕМ) памяти 
соответственно, тогда как «терминально-диф-
ференцированные» CD45RA-позитивные эф-
фекторные Т-клетки (TEMRA) определялись 
как CD45RA+CD62L– (рис. 1). 

На всех указанных выше субпопуляциях 
Tцит, находившихся на разных стадиях диф-
ференцировки, анализировали уровень экс-
прессии следующих поверхностных антигенов. 
В рамках отдельного исследования на указанных 
выше субпопуляциях клеток оценивали уровень 
поверхностных CD27 (клон 1A4CD27, конъ-
югированные с РС7, кат. № А54823), CD28 
(клон CD28.2, конъюгированные с РС5.5, кат. 
№ В24027) и CD57 (клон NC1, конъюгирован-
ные с FITC, кат. № IM0455U). При оценке уров-
ня накопления перфорина (клон B-D48, конъ-
югированные с фикоэритрином, кат. № 353303) 
и гранзима В (клон GB11, конъюгированные 
с Pacific Blue, кат. № 515407) на фоне изменения 
экспрессии CD57 цитотоксическими Т-клетками 
различного уровня дифференцировки использо-
вали набор реагентов IntraPrep™ Permeabilization 
Reagent (кат. № A07803, Beckman Coulter, США). 
В дальнейшем на цитотоксических Т-клетках 
различных субпопуляций был проведен анализ 
поверхностных CD279 (клон EH12.2H7, конъ-
югированные с PE/Dazzle™ 594, кат. № 329940), 
CD28 (клон CD28.2, конъюгированные с Brilliant 
Violet 510™, кат. № 302935), KLRG1 (клон 
SA231A2, конъюгированные с фикоэритрином, 
кат. № 367711), CD244 (клон С1.7, конъюгиро-
ванный с РС5.5, кат. № В21171), а также CD57 
(клон NC1, конъюгированные с Pacific Blue, кат. 
№ A74779). Удаление эритроцитов из образцов 
проводили с использованием лизирующего рас-
твора VersaLyse (кат. № A09777, Beckman Coulter, 
США), к 975 мкл которого ex tempera добавляли 
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Рисунок 1. Алгоритм пошагового выявления (тактика «гейтирования») различных субпопуляций цитотоксических 
Т-лимфоцитов
Примечание. Гистограмма А – выделение популяции лимфоцитов периферической крови на основании экспрессии «пан-
лейкоцитарного» маркера CD45 и структуры (боковое светорассеяние, SS) клеток. Гистограмма Б – удаление из зоны анализа 
слипшихся клеток на основании анализа интегрального и пикового сигналов малоуглового светорассеяния (относительный 
размер клеток, FS). Гистограмма В – удаление из зоны анализа разрушенных клеток и моноцитов на основании параметров 
малоуглового (FS) и бокового (SS) светорассеяния. Гистограмма Г – выявление популяции Т-лимфоцитов на основании 
экспрессии CD3. Гистограмма Д – разделение лимфоцитов (из области CD3+ гистограммы Г) на Т-хелперы, экспрессирующие 
CD4 (область «Th»), и цитотоксические Т-лимфоциты, экспрессирующие CD8 (область «Tcyt»). Гистограмма Е – разделение 
цитотоксических Т-лимфоцитов, выделенных при помощи области «Tcyt» гистограммы Д, на «наивные» клетки (область  
«Na ve»), клетки центральной (СМ) и эффектоной памяти (ЕМ), а также «терминально-дифференцированные» CD45RA-
позитивные эффекторные клетки (TEMRA). Гистограммы Ж-И – пример оценки уровня экспрессии CD27, CD28 и CD57 
цитотоксическими Т-лимфоцитами (в областях «CD27», «CD28» и «CD57» расположены клетки, экспрессирующие данные 
поверхностные антигены, границы областей поставлены на основании оценки неспецифического связывания антител 
соответствующих изотипических контролей) для построения иерархических дендрограмм. Гистограмма К – пример 
иерархической дендрограммы, использованной для анализа коэкспрессии CD27, CD28 и CD57 клетками субпопуляции TEMRA 
(аналогичные дендрограммы применялись для анализа коэкспрессии всех исследованных поверхностных и внутриклеточных 
антигенов субпопуляциями Тцит, выявленных на основании CD45RA и CD62L). 
Figure 1. Flow cytometric gating strategy used to identify main peripheral blood cytotoxic T cells (Tcyt) differentiation stages
Note. Gating strategy for Tcyt cell analysis. (A) Lymphocytes were selected on the side scatter/CD45 expression plot with a gate “CD45+++”;  
(B) Singlet gating based on FS PEAK versus FS INT (the region is set to discriminate cell doublets, single cells were located in the gate “sgl Ly”); 
(C) All lymphocytes were gated on the side scatter/forward scatter plot with a gate “LY”; (D) T cells were identified based on CD3 expression (gate 
“CD3+”); (E) Tcyt were purified within T cell subset as CD4 negative and CD8 positive subset (gate “Tcyt”); (F) then total Tcyt subset was separated 
in differentiation subsets using CD45RA and CD62L expression (na ve Tcyt were CD45RA+CD62L+; central memory Tcyt were CD45RA–CD62L+; 
effector memory Tcyt were CD45RA–CD62L– and “terminally differentiated CD45RA-positive” Tcyt cells were CD45RA+CD62L–). 
Dot plots (G), (H) and (I) – expression of CD27, CD28 and CD57, respectively, by total Tcyt cell population, regions “CD27”, “CD28” and “CD57” 
were used as branches for hierarchical tree histograms. Hierarchical tree histogram – histogram (J) – was gated on TEMRA Tcyt as an example. 
The frequency histograms below the trees indicates the relative proportion of cells in each subset that express CD27, CD28 and CD57 within 
TEMRA Tcyt as an example.

А (A) Б (B) В (C) Г (D)

Д (E) Е (F) Ж (G)

И (I)

З (H)
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25 мкл фиксирующего раствора IOTest 3 Fixative 
Solution (кат. № A07800, Beckman Coulter, США). 
После разрушения эритроцитов образцы одно-
кратно отмывали избытком физиологического 
раствора при 330 g в течение 7 минут, после чего 
надосадок удаляли, а клеточный осадок ресу-
спендировали в физиологическом растворе с 
рН 7,2-7,4, содержащем 2% параформальдегида 
(кат. № HT5011, Sigma-Aldrich, США). Анализ 
образцов проводили на проточном цитофлуо-
риметре Navios™ (Beckman Coulter, США), ос-
нащенном тремя диодными лазерами 405, 488 
и 638 нм. 

Обработку цитофлуориметрических дан-
ных проводили при помощи программ Navios 
Software v. 1.2 и Kaluza™ v. 1.2 (Beckman Coulter, 
США). Для анализа коэкспрессии различных 
антигенов на поверхности цитотоксических 
Т-клеток различного уровня дифференцировки 
использовали иерархические дендрограммы [24]. 
Статистическую обработку проводили при по-
мощи программного обеспечения Statistica 8.0 
(StatSoft, США) и GraphPad Prism 4.00 for Windows 
(GraphPad Prism Software Inc., США). Нормаль-
ность распределения проверяли по критерию 
согласия Пирсона – хи-квадрат. Результаты вы-
ражали в виде % позитивных клеток от искомой 
популяции, приводили в виде среднего и ошибки 
среднего. Сравнение уровней экспрессии основ-
ных рецепторов цитотоксическими Т-клетками 
различных стадий дифференцировки проводили 
при помощи t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Среди цитотоксических Т-клеток субпопуля-

ции TEMRA CD57 был выявлен примерно на по-
ловине клеток (51,43±2,55% клеток, рис. 2А). 
На CD3+CD8+ клетках, не обладавших выражен-
ными эффекторными свойствами (клетки с фе-
нотипами CD45RA+CD62L+ и CD45RA–CD62L+), 
данный антиген был представлен на поверхности 
2,39±0,31% и 5,45±0,91% лимфоцитов соответ-
ственно. Тогда как среди CD45RA–CD62L– Тцит 
уже более 20% (26,53±2,20%) клеток экспресси-
ровали эту молекулу. Полученные значения со-
гласуются как с собственными предварительны-
ми результатами [2], так и с данными литературы, 
когда было показано, что среди цитотоксических 
Т-клеток различного уровня дифференциров-
ки высокая экспрессия CD57 была обнаружена 
у клеток с фенотипом CD27–CD45R0– [12]. В рам-
ках другого исследования было показано, что 
по мере перехода CD3+CD8+ клеток от популя-
ции CD27highCD45R0low, состоящей из «наивных» 
клеток, недавно покинувших тимус, к популя-
циям CD27highCD45R0high→ CD27lowCD45R0high → 
CD27lowCD45R0dim → CD27lowCD45R0low уровень 

экспрессии CD57 возрастал, достигая своего 
максимума в последней [25]. 

Гранзим B и перфорин рассматриваются в ка-
честве основных эффекторных молекул цитоток-
сических Т-лимфоцитов и натуральных киллеров 
периферической крови [10]. Основной функцией 
гранзима B является индукция апоптоза при по-
мощи каспаза-зависимых и каспаза-независимых 
механизмов, тогда как перфорин способствует 
более эффективному проникновению различных 
гранзимов в цитоплазму клеток за счет форми-
рования поры в поверхностной мембране клет-
ки-мишени. Среди «наивных» цитотоксических 
Т-клеток с фенотипом CD45RA+CD62L+ гран-
зим B и перфорин были обнаружены у 4,22±0,36% 
и 5,30±0,43% клеток соответственно (рис. 2Б и В 
соответственно). Среди Тцит центральной памя-
ти, уже прошедших антиген-зависимую диффе-
ренцировку в периферических лимфоидных орга-
нах, эти цитолитические молекулы содержались 
в цитоплазме уже 10,09±1,17% и 24,90±3,10% 
клеток соответственно. Существенное увеличе-
ние экспрессии гранзима В и перфорина также 
было отмечено в линии «клетки эффекторной 
памяти → клетки TEMRA», когда эти величины 
достигли значений в 41,05±2,63% и 66,73±3,29%, 
а также 59,33±4,26% и 75,08±3,12% клеток соот-
ветственно. 

Накопление перфорина и гранзима В цито-
токсическими Т-клетками происходит по мере их 
перехода от популяции «наивных» клеток к «тер-
минально-дифференцированным» CD45RA-пози-
тивным эффекторным клеткам, причем парал-
лельно увеличивается плотность экспрессии 
CD57 на их поверхности. Было отмечено по-
степенное снижение относительного числа кле-
ток, негативных по указанным выше антигенам, 
с 93,45±0,45% и 66,28±3,17% среди CD3+CD8+ 
лимфоцитов с фенотипами CD45RA+CD62L+ 
и CD45RA–CD62L+ соответственно, до значе-
ний в 25,46±2,35% среди клеток эффекторной 
памяти с достижением минимальных показате-
лей (16,08±1,98%) в популяции TEMRA. Парал-
лельно наблюдалось увеличение уровня клеток, 
несущих на своей поверхности или в составе 
цитоплазматического компартмента все три эф-
фекторные молекулы (рис. 3А). Среди «наив-
ных» клеток и клеток центральной памяти объ-
ем данной субпопуляции находился в пределах 
2-3% (2,02±0,27% и 3,56±0,69% соответствен-
но), тогда как переход клеток в ЕМ сопрово-
ждался почти восьмикратным ее увеличением 
(до 27,49±2,86%), а среди TEMRA относитель-
ное содержание лимфоцитов данного фенотипа 
достигало уже 48,23±3,69%. Также отмечено, 
что цитотоксические Т-клетки, не экспресси-
ровавшие CD57, но уже накопившие перфорин 
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Рисунок 2. Результаты исследования экспрессии поверхностных и внутриклеточных антигенов цитотоксическими 
Т-лимфоцитами периферической крови
Примечание. Гистограммы А-Г – относительное содержание клеток, экспрессирующих CD57, гранзим В, перфорин, CD27, CD28, 
CD279 (PD-1), CD244 (2B4) и KLRG1 соответственно. 
Здесь и далее на рисунках 3-5: «Naïve» – «наивные» цитотоксические Т-лимфоциты с фенотипом CD45RA+CD62L+, «СМ» – клетки 
центральной памяти с фенотипом CD45RA–CD62L+, «ЕМ» – клетки эффекторной памяти с фенотипом CD45RA–CD62L–, «TEMRA» – 
«терминально-дифференцированные» CD45RA-позитивные эффекторные цитотоксические Т-клетки. «N», «С», «Е» и «Т» – 
различия с популяциями «наивных» клеток, СМ, ЕМ и TEMRA достоверны при р < 0,05 согласно t-критерию Стьюдента. 
Figure 2. Expression of main cell surface and intracellular antigens by peripheral blood naïve, central memory, effector memory and 
TEMRA Tcyt subsets
Note. Histograms A-H – frequency of naïve, central memory, effector memory and TEMRA Tcyt cells expressing CD57, granzyme B, perforin, 
CD27, CD28, CD279 (PD-1), CD244 (2B4) and KLRG1, respectively. The mean percentage and SD of each population are shown. 
Here and below on Figures 3-5: “Naïve” – “naïve” CD45RA+CD62L+ Tcyt, “СМ” – central memory CD45RA–CD62L+ Tcyt, “ЕМ” – effector memory 
CD45RA–CD62L– Tcyt, “TEMRA” – terminally differentiated CD45RA-positive effector memory Tcyt. “N”, “С”, “Е” and “Т” – statistically significant 
differences as compared with “naive”, central memory, effector memory or TEMRA Tcyt subset were identified (p value was less than 0.05) 
according to the two-tailed Student t test. 

и гранзим B в составе своих цитоплазматических 
гранул, составляли 18,71±1,71% от субпопуляции 
TEMRA (рис. 3Б), что было существенно выше 
значений, полученных для EM, CM и «наивных» 
клеток (13,73±1,12%, 5,97±0,80% и 1,46±0,19% 
соответственно). Что касается CD3+CD8+ лим-
фоцитов, экспрессирущих только одну из ис-
следованных молекул, то наиболее выраженная 
динамика была отмечена только для перфорина 
(рис. 3В). Так, относительное содержание кле-
ток, накопивших исключительно перфорин 
в составе цитоплазматических гранул, повы-
шалось в линии «наивные» клетки (2,04±0,25%) 
→ клетки центральной памяти (18,65±2,10%) 
→ клетки эффекторной памяти (25,99±2,22%), 
тогда как в рамках субпопуляции TEMRA пер-
форин-позитивные лимфоциты составляли 

лишь 12,72±2,11%. Цитотоксические Т-клетки, 
экспрессировавшие исключительно перфорин 
или CD57 в отсутствие остальных цитолити-
ческих молекул, практически не встречались 
во всех указанных субпопуляциях. Также следует 
отметить и тот факт, что CD3+CD8+ лимфоциты, 
несущие CD57 и перфорин (рис. 3Г), практически 
не обнаруживались среди «наивных» клеток, а в 
рамках остальных исследованных субпопуляций 
их относительное содержание находилось в пре-
делах 2-3% клеток. Таким образом, полученные 
нами результаты указывают на то, что CD57 мо-
жет рассматриваться в качестве поверхностного 
антигена, свойственного наиболее зрелым цито-
токсическим Т-лимфоцитам, которые уже нако-
пили в составе своих цитоплазматических гранул 
такие цитолитические молекулы, как перфорин 
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Рисунок 3. Анализ коэкспрессии CD57, гранзима В и перфорина цитотоксическими Т-клетками различных 
субпопуляций
Примечание. Гистограммы А-Г – относительное содержание клеток с фенотипами CD57+гранзим В+перфорин+,  
CD57–гранзим В+перфорин+, CD57–гранзим В–перфорин+ и CD57+гранзим В–перфорин+ в рамках субпопуляций цитотоксических 
Т-лимфоцитов периферической крови, выявленных на основании экспрессии CD45RA и CD62L соответственно.
См. примечание к рисунку 2.
Figure 3. Coexpression of CD57, granzyme B and perforin by Tcyt of differentiation states
Note. Histograms A-D – frequency of naïve, central memory, effector memory and TEMRA Tcyt cells with CD57+granzyme B+perforin+, CD57–

granzyme B+perforin+, CD57–granzyme B–perforin+ и CD57+granzyme B–perforin+ phenotypes, respectively. 
See note to Figure 2.

и гранзим B. Отдельных дальнейших исследова-
ний заслуживает факт обнаружения субпопуля-
ции CD3+CD8+ клеток, негативных по CD57, но 
экспрессировавших обе цитолитические молеку-
лы. Более того, синтез и накопление перфорина 
предшествовало появлению гранзима B в цито-
плазме клеток и CD57 на их поверхности. 

Поверхностные CD27 и CD28 Т-лимфоцитов 
традиционно рассматриваются в качестве «ко-
стимуляционных» молекул [23]. CD27 принад-
лежит в семейству рецепторов фактора некроза 
опухолей (TNFR), и его основной функцией слу-
жит защита активированных «наивных» Т-клеток 
и Т-клеток памяти от апоптоза за счет усиления 
экспрессии антиапоптотических белков. Вслед-
ствие чего данный антиген считается маркером 
«неэффекторных» клеток, которым для актива-
ции и формирования клона антиген-специфиче-
ских клеток необходим CD70 [9]. В свою очередь, 
CD28 принадлежит к иммуноглобулиновому 
суперсемейству и является трансмембранным 
гомодимерным гликопротеином, основным ли-
гандом которого являются белки семейства В7. 
Результатом взаимодействия этой пары молекул 
является формирование «второго» активацион-
ного сигнала, в результате запускается пролифе-
рация Т-клеток, продукция цитокинов (в первую 
очередь IL-2), а также увеличивается выживае-
мость Т-клеток за счет экспрессии антиапопто-
тических белков [30]. 

Именно поэтому подавляющее большинство 
«наивных» Т-клеток и Т-клеток центральной 
памяти, единственным ответом которых на ак-
тивацию Т-клеточного рецептора антигеном, 
презентируемым АПК, экспрессируют на своей 

поверхности CD27 и CD28 (рис. 2Г и Д соответ-
ственно). Анализ экспрессии CD27 показал, что 
почти 99% «наивных» цитотоксических Т-клеток 
(98,80±0,41%) несут данный антиген на своей 
поверхности (рис. 2Г). Несколько меньшие зна-
чения – 94,06±0,89% – были отмечены для СМ 
CD3+CD8+ лимфоцитов, тогда как на лимфоцитах 
субпопуляций ЕМ и TEMRA имело место посте-
пенное снижение уровня CD27 до 71,14±2,42% 
и 37,70±2,82% соответственно. Аналогичная 
тенденция наблюдалась при анализе относи-
тельного содержания CD28-позитивных клеток 
в указанных субпопуляциях цитотоксических 
Т-лимфоцитов (рис. 2Д). Так, около 95% кле-
ток с фенотипами CD45RA+CD62L+ и CD45RA–

CD62L+ экспрессировали CD28 (95,41±0,56% 
и 94,72±0,48% соответственно). Уровень данной 
молекулы снижался на клетках эффекторной 
памяти до 63,78±2,49% позитивных клеток, до-
стигая своего минимума в рамках Тцит субпо-
пуляции TEMRA (23,18±1,96%). С другой сто-
роны, именно данная пара костимуляционных 
молекул, а не CD45RA и CD62L, рассматрива-
ется в качестве ключевых маркеров для разде-
ления как Т-хелперов, так и цитотоксических 
Т-клеток на отдельные субпопуляции [3]. Более 
того, на основании экспрессии CD27 и CD28 
клетки эффекторной памяти и TEMRA принято 
разделять на отдельные субпопуляции, которые 
различаются по своему пролиферативному и эф-
фекторному потенциалу, спектру синтезируемых 
цитокинов и т.д. (более подробно [1, 6]).

Доминирующим фенотипом «наивных» ци-
тотоксических Т-клеток был CD27+CD28+CD57– 
(94,65±0,65%), а по мере дифференцировки 
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наблюдалось снижение относительного содержа-
ния этих клеток до 87,35±0,87% среди клеток цен-
тральной памяти, до 54,74±2,34% и 19,80±1,77% 
среди клеток эффекторной памяти и TEMRA со-
ответственно (рис. 4А). Параллельно имело ме-
сто увеличение клеток, негативных по этим трем 
поверхностным антигенам, чей фенотип может 
рассматриваться в качестве переходного между 
неэффекторными и эффекторными клетками. 
Так, CD27–CD28–CD57– лимфоциты составля-
ли менее 1% среди первых двух субпопуляций, 
в рамках ЕМ их доля возрастала до 3,86±0,42%, 
тогда как среди «терминально-дифференциро-
ванных» клеток они уже достигали значений 
в 13,93±1,24%. Экспрессия только одной из ко-
стимуляционных молекул – CD27 – была свой-
ственна примерно для 3% CD3+CD8+ «наивных» 
и СМ лимфоцитов, тогда как относительное со-
держание этих клеток возрастало до 8,06±0,49% 
и 11,27±0,95% в рамках ЕМ и TEMRA соответ-
ственно (рис. 4Б). Фенотип CD27–CD28+CD57– 
был характерен для 4-5% клеток центральной 
и эффекторной памяти, а в оставшихся двух суб-
популяциях эти лимфоциты составляли не более 
1% клеток. Цитотоксические клетки, коэкспрес-
сировавшие CD28 и CD57, во всех исследован-
ных субпопуляциях не превышали значений 
в 1%. Наличие CD27 и CD57 на поверхностной 
мембране было характерно для субпопуляций 
ЕМ и TEMRA (5,02±0,47% и 5,95±0,68% соот-
ветственно), тогда как в рамках оставшихся двух 
субпопуляций они составляли менее 1% от обще-
го числа проанализированных лимфоцитов (рис. 
4В). Наибольший интерес представляет динами-
ка клеток с фенотипом CD27–CD28–CD57+, ко-
торый можно рассматривать в качестве фенотипа 
самых зрелых эффекторных клеток. Для «наи-
вных» цитотоксических Т-лимфоцитов и кле-
ток центральной памяти данный фенотип был 
не характерен. Переход в состояние ЕМ сопро-
вождался резким увеличением относительного 
содержания этих клеток до 19,28±2,29%, а даль-
нейшая дифференцировка приводила к тому, что 
в рамках TEMRA CD57-позитивные лимфоциты 
составляли уже 45,67±2,69% (рис. 4Г). 

Таким образом, снижение уровня экспрес-
сии CD27 и CD28 на фоне накопления перфо-
рина и гранзима B в цитолитических гранулах 
параллельно с увеличением поверхностного 
CD57 может рассматриваться в качестве глав-
ных факторов, свидетельствующих о переходе 
цитотоксического Т-лимфоцита в эффекторную 
фазу своего развития. Однако для проявления 
функциональной активности по отношению  
к клетки-мишени, распознанной Т-клеточным 
рецептором, CD3+CD8+ клетка не должна полу-
чать сигнал от широкого спектра ингибиторных 
рецепторов, весь спектр которых до настоящего 

времени еще не изучен [23]. Поэтому в рамках 
отдельной серии экспериментов нами были ис-
следованы уровни экспрессии трех регулятор-
ных рецепторов – CD279 (PD- 1), CD244 (2B4) 
и KLRG1 – цитотоксическими Т-клетками, 
экспрессирующими CD57, но уже не несущими 
на своей поверхности CD28. 

Так, на «наивных» CD3+CD8+ клетках CD279 
практически отсутствовал (4,51±0,41%), тог-
да как в СМ, и в первую очередь ЕМ PD-1, 
был представлен на поверхности 36,53±2,25% 
и 60,88±1,72% клеток соответственно (рис. 2Е). 
Однако при переходе к популяции TEMRA от-
мечалось резкое снижение клеток, экспресси-
рующих данный антиген, до 30,87±2,11%. При 
анализе уровня экспрессии PD-1 цитотоксиче-
скими Т-клетками периферической крови услов-
но здоровых доноров данный рецептор был обна-
ружен на примерно 40-80% клеток памяти ([15], 
по другим оценкам – 15-35% [36], тогда как на 
«наивных» клетках он отсутствовал, что в целом 
совпадает с полученными в ходе проведенного 
исследования результатами. Среди зрелых ци-
тотоксических Т-клеток PD-1 обнаруживался 
на 60% клеток эффекторной памяти с фенотипом 
CD45RA–CCR7–, тогда как процент позитивных 
по этому маркеру клеток TEMRA на превышал 
одной трети от общего числа клеток, а для кле-
ток центральной памяти эта величина составляла 
в среднем 25% [36]. 

Уровень экспрессии CD244 возрастал по мере 
дифференцировки CD3+CD8+ лимфоцитов 
(рис. 2Ж). Так, лишь 7,60±0,53% «наивных» 
клеток были позитивны по данному маркеру, 
тогда как после прохождения антиген-зависи-
мой дифференцировки и формирования клеток 
центральной памяти уровень экспрессии CD244 
возрастал более чем в четыре раза и достигал 
значений 32,89±2,62%. Подавляющее боль-
шинство Tcyt с фенотипами CD45RA–CD62L– 
и CD45RA+CD62L– несли на своей поверхности 
данную молекулу (81,20±1,51% и 89,91±0,85% 
соответственно). Данные литературы также 
свидетельствуют об увеличении относитель-
ного содержания CD244-позитивных клеток 
среди субпопуляций клеток эффекторной па-
мяти и эффекторных CD3+CD8+ лимфоцитов, 
выявленных на основании наличия CD27, CD28 
и CD45RA [11]. Причем среди «терминально-
дифференцированных» Тцит клетки данного фе-
нотипа могут достигать значений почти в 100% 
от популяции как у условно здоровых доноров, 
так и больных, инфицированных ВИЧ [34]. Вме-
сте с тем большинство современных представ-
лений о роли этого рецептора получены либо 
на мышиных моделях [13], либо на результатах 
исследования образов клеток от больных с хро-
ническими вирусными инфекциями, такими 
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как ВИЧ [43] или хронический вирусный гепа-
тит С [11]. Однако даже в подобного рода исследо-
ваниях CD244 часто рассматривается в качестве 
рецептора, способного формировать как активи-
рующий, так и ингибиторный сигнал [28]. 

KLRG1 используется в качестве маркера зре-
лых лимфоцитов человека и мыши достаточно 
длительное время, однако, несмотря на его де-
тальную структурную и функциональную ха-
рактеристику при помощи молекулярно-био-
логических методов, его роль in vivo у человека 
до сих пор практически не исследована [32]. 
В ходе собственного исследования было пока-
зано, что уровень экспрессии KLRG1 возрас-
тал по мере дифференцировки клеток (рис. 2З). 
Так, среди CD3+CD8+ лимфоцитов с фенотипом 
CD45RA+CD62L+ данный антиген был пред-
ставлен на 4,51±0,38%. Прохождение антиген-
зависимой дифференцировки сопровождалось 
почти трехкратным увеличением относитель-
ного со держания KLRG1+ лимфоцитов в рам-
ках субпопуляции клеток центральной памяти 
(15,83±1,38%), а среди клеток с фенотипами 
CD45RA–CD62L– и CD45RA+CD62L– KLRG1-
позитивные лимфоциты составляли более 
половины от исследованных субпопуляций 
(51,22±2,29% и 54,72±2,31% соответственно). 
Следует отметить, что на мышиной модели было 
показано, что взаимодействия KLRG1 с его ли-
гандом – Е-кадгерином – приводит к снижению 
функциональной активности как натуральных 
киллеров, так и цитотоксических Т-лимфоцитов 
[14]. С другой стороны, активация KLRG1 со-
провождается снижением пролиферативной 
активности лимфоцитов [33], что может являть-
ся, по мнению авторов, одним из механизмов 
блокады клональной экспансии лимфоцитов. 

В рамках другого исследования было высказано 
предположение о том, что ингибиторный сиг-
нал от KLRG1 эффективен лишь в случае, когда 
антиген в ассоциации с МНС, активирующий 
Т-клеточный рецептор лимфоцита, и лиганды 
для данного рецептора представлены на одной 
клетке-мишени [26]. 

На основании коэкспрессии CD28, CD57, 
CD244, CD279 и KLRG1 цитотоксические 
Т-клетки четырех основных стадий дифференци-
ровки были разделены на 32 субпопуляции, лишь 
половина из которых несли на своей поверхности 
CD57. Более того, только 4 субпопуляции (с фе-
нотипами CD28–CD244+CD279–CD57+KLRG1–,  
CD28–CD244+CD279–CD57+KLRG1+, CD28–CD244+ 

CD279+CD57+KLRG1– и CD28–CD244+CD279+ 

CD57+KLRG1+) из этих 16 были представлены 
на достаточно значимом уровне, тогда как отно-
сительное содержание остальных типов клеток 
находилось в пределах от нескольких тысячных 
до нескольких десятых процента. Присутствие 
CD279 на поверхности клетки свидетельствует 
о том, что активация, опосредованная распоз-
наванием комплекса МНС-антиген антиген-
специфическим рецептором, может не сопрово-
ждаться активацией Т-лимфоцита из-за наличия 
специфических лигандов для CD279 – PD-L1 
и PD-L2 [19]. Более того, низкоаффинное взаи-
модействие Т-клеточного рецептора комплексом 
антиген-МНС практически полностью нивели-
руется эффектами от взаимодействия PD-1 со сво-
ими лигандами на поверхности антигенпрезенти-
рующей клетки. Блокада сигнальных путей PD-1 
сопровождается увеличением пролиферативной 
активности лимфоцитов мыши и человека в ус-
ловиях in vitro и увеличением уровня фосфорили-

Рисунок 4. Анализ коэкспрессии CD27, CD28 и CD57 цитотоксическими Т-клетками различных субпопуляций
Примечание. Гистограммы А-Г – относительное содержание клеток с фенотипами CD27+CD28+CD57–, CD27+CD28–CD57–, 
CD27+CD28–CD57+ и CD27–CD28–CD57+ в рамках субпопуляций цитотоксических Т-лимфоцитов периферической крови, 
выявленных на основании экспрессии CD45RA и CD62L соответственно.
См. примечание к рисунку 2.
Figure 4. Coexpression of CD27, CD28 and CD57 by Tcyt of differentiation states
Note. Histograms A-D – frequency of naïve, central memory, effector memory and TEMRA Tcyt cells with CD27+CD28+CD57–, CD27+CD28–CD57–, 
CD27+CD28–CD57+ and CD27–CD28–CD57+ phenotypes, respectively. 
See note to Figure 2.
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рования Akt по остатку серина в положении 473 
у высокодифференцированных цитотоксиче-
ских Т-клеток человека [8]. В ходе собственных 
экспериментов среди CD57+ цитотоксических 
Т-клеток нами были выявлены две субпопуляции 
(CD28–CD244+CD279+CD57+KLRG1– и CD28–

CD244+CD279+CD57+KLRG1+), несущие CD279 
на своей поверхности. Клетки обоих указан-
ных выше фенотипов практически полно-
стью отсутствовали среди CD45RA+CD62L+ 
и CD45RA–CD62L+ лимфоцитов (0,06±0,01% 
и 0,16±0,05%, а также 0,15±0,03% и 0,75±0,21% 
соответственно). Вместе с тем дифференциров-
ка в сторону клеток эффекторной памяти со-
провождалась увеличением относительного со-
держания CD244+CD279+CD57+ до 3,12±0,57% 
(рис. 5А), а среди субпопуляции TEMRA они 
составляли уже 4,83±0,62%, хотя достовер-
ных различий между EM и TEMRA отмечено 
не было (р = 0,077). Цитотоксические Т-клетки 
с фенотипом CD244+CD279+CD57+KLRG1+ 
(рис. 5Б) среди данных субпопуляций состав-
ляли 7,86±1,07% и 7,67±0,96% (р = 0,891) соот-
ветственно. Наличие CD279, равно как и отсут-
ствие достоверных различий по относительному 
содержанию этих клеток между субпопуляция-
ми эффекторной памяти и TEMRA CD3+CD8+ 
лимфоцитов, позволяют рассматривать 
CD28–CD244+CD279+CD57+KLRG1– и CD28–

CD244+CD279+CD57+KLRG1+ в качестве незре-
лых эффекторных клеток. Для детальной харак-
теристики этих клеток требуются дальнейшие 
исследования. Косвенным подтверждением тому 
являются результаты применения антител, бло-
кирующих взаимодействие PD-1 с его лиганда-

ми, на опухоль-инфильтрирующих цитотокси-
ческих Т-клетках, что приводило к увеличению 
уровня продукции цитокинов, но не сопрово-
ждалось усилением цитолитической активности 
этих клеток [29]. 

Как показано на рисунке (рис. 5В), цитоток-
сические Т-клетки, экспрессирующие CD244 
и CD57, практически не встречаются среди 
«наивных» клеток и клеток центральной па-
мяти (0,78±0,19% и 0,15±0,06% соответствен-
но). При переходе CD3+CD8+ в клетки эф-
фекторной памяти относительное содержание 
лимфоцитов данного фенотипа несколько воз-
растает (2,08±0,40%). В ходе дальнейшей диф-
ференцировки отмечено увеличение уровня 
CD244+CD57+ клеток почти в семь раз (р < 0,001) 
до 14,70±1,56%. Клетки данного фенотипа можно 
рассматривать в качестве зрелых эффекторов, об-
ладающих как полным набором цитолитических 
факторов, о чем свидетельствует наличие на их 
поверхности CD57, так и отсутствием основных 
ингибиторных молекул, в качестве которых вы-
ступают CD279 и KLRG1, способных подавлять 
активирующий сигнал от Т-клеточного рецеп-
тора. Взаимодействие же CD244 со своим лиган-
дом, в качестве которого выступает CD48, может 
усиливать эффекторные свойства CD3+CD8+, 
в том числе способность к продукции эффек-
торных цитокинов, высвобождению цитолити-
ческих гранул и пролиферации [20]. Отсутствие 
CD244 на поверхности CD3+CD8+ сопровождает-
ся уменьшением цитотоксических способностей 
этих клеток по сравнению с CD244+ лимфоцита-
ми данной популяции [21]. 

Рисунок 5. Анализ коэкспрессии регуляторных молекул CD244, CD279 и KLRG1 CD28–CD57+ цитотоксическими 
Т-клетками различных субпопуляций
Примечание. Гистограммы А-Г – относительное содержание клеток с фенотипами CD28–CD244+CD279+CD57+KLRG1–, CD28–

CD244+CD279+CD57+KLRG1+, CD28–CD244+CD279–CD57+KLRG1– и CD28–CD244+CD279–CD57+KLRG1+ в рамках субпопуляций 
цитотоксических Т-лимфоцитов периферической крови, выявленных на основании экспрессии CD45RA и CD62L 
соответственно.
См. примечание к рисунку 2.
Figure 5. Coexpression of CD244, CD279 and KLRG1 by CD28–CD57+ Tcyt of differentiation states
Note. Histograms A-D – frequency of naïve, central memory, effector memory and TEMRA Tcyt cells with CD28–CD244+CD279+CD57+KLRG1–, 
CD28–CD244+CD279+CD57+KLRG1+, CD28–CD244+CD279–CD57+KLRG1– и CD28–CD244+CD279–CD57+KLRG1+ phenotypes, respectively. 
See note to Figure 2.
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С другой стороны, на роль предшественни-
ков эффекторных клеток могут претендовать 
CD3+CD8+ лимфоциты, несущие на своей поверх-
ности не только CD244 и CD57, но и KLRG1, при 
отсутствии CD28 и CD279 (рис. 5Г). Так, лимфо-
циты этого фенотипа практически не встречались 
среди «наивных» клеток и клеток центральной 
памяти (0,96±0,15% и 0,51±0,13% соответствен-
но). Накопление CD244+KLRG1+CD57+ клеток 
отмечено в рамках субпопуляции с фенотипом 
CD45RA–CD62L–, где их относительное содержа-
ние достигало 5,54±0,93%, тогда как максималь-
ное их число было показано для CD3+CD8+ лим-
фоцитов субпопуляции TEMRA – 1,44±1,69%. 
Следует отметить, что наличие KLRG1 на по-
верхности цитотоксической Т-клетки рассма-
тривается как маркер зрелости и, в частности, 
как один из признаков отсутствия пролифера-
тивной активности [33]. С другой стороны, ре-
зультаты некоторых исследований свидетель-
ствуют об увеличении уровня экспрессии Ki-67 
KLRG1-позитивными антиген-специфическими 
CD3+CD8+ лимфоцитами в ответ на антигенную 
стимуляцию [17]. Так, в случае хронического 

инфицирования цитомегаловирусом и вирусом 
Эпштейна–Барр подавляющее большинство ви-
рус-специфических зрелых эффекторных кле-
ток экспрессировали данный антиген на своей 
поверхности, тогда как среди зрелых цитоток-
сических Т-лимфоцитов, способных к распоз-
наванию вируса гриппа, данный маркер был 
представлен существенно реже. 

Таким образом, полученные нами резуль-
таты позволяют предполагать, что на роль зре-
лых эффекторных цитотоксических Т-клеток 
периферической крови могут претендовать 
CD45RA+CD62L– лимфоциты, позитивные 
по CD244 и CD57, но не экспрессирующие ко-
стимуляционные молекулы CD27 и CD28, а так-
же не несущие на своей поверхности ингибитор-
ных рецепторов CD279 и KLRG1. Многоцветная 
проточная цитометрия позволяет детально ис-
следовать фенотип эффекторных клеток, но роль 
большинства ингибиторных молекул CD3+CD8+ 
лимфоцитов человека остается слабо исследо-
ванной в связи с отсутствием адекватных модель-
ных систем для оценки функциональных свойств 
антиген-специфических эффекторных клеток 
как в условиях in vitro, так и в условиях in vivo. 
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