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СОДЕРЖАНИЕ CD4+ И CD8+ ЭФФЕКТОРНЫХ КЛЕТОК 
ПАМЯТИ И ПРОЛИФЕРАТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ 
Т-ЛИМФОЦИТОВ ПРИ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЕ
Барковская М.Ш., Блинова Е.А., Гришина Л.В., Леонова М.И., 
Непомнящих В.М., Демина Д.В., Козлов В.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Бронхиальная астма – хроническое воспалительное заболевание дыхательных путей, в па-
тогенезе которого ключевая роль отводится Т-лимфоцитам. Считается, что сокращение числа наив-
ных Т-клеток и накопление Т-лимфоцитов памяти при бронхиальной астме сопровождаются функ-
циональными изменениями Т-лимфоцитов. В данном исследовании был изучен субпопуляционный 
состав Т-лимфоцитов в периферической крови, в нестимулированной и PHA-стимулированной 
культурах, а также пролиферативная активность Т-клеточных субпопуляций у пациентов с бронхи-
альной астмой и здоровых доноров. В исследование было включено 10 пациентов с бронхиальной 
астмой (возраст 45,4±11,8 лет). Одна половина пациентов находилась в стадии ремиссии, вторая 
половина – в стадии обострения основного заболевания. Доноры подбирались по полу и возрасту. 
Методом проточной цитофлуориметрии по экспрессии маркеров CD45R0, CD62L и CD197(CCR7) 
CD4+ и CD8+Т-лимфоциты были разделены на центральные (Tcm) и эффекторные клетки памяти 
(Tem), наивные Т-лимфоциты (Tnaïve) и терминально-дифференцированные эффекторы (Temra). 
В качестве функционального показателя была исследована пролиферативная активность Тcm, Tem 
и Tnaïve в ответ на PHA. В ходе исследования было установлено, что содержание CD4+ТemCD62L+ 
и CD8+ТemCD62L+ в периферической крови у пациентов в стадии обострения астмы было значимо 
снижено по сравнению с донорами. При стимуляции PHA данные различия в субпопуляционном со-
ставе между группами пациентов и доноров нивелировались. Также было обнаружено наличие по-
ложительной корреляции относительного количества CD4+ и CD8+ клеток памяти с возрастом у па-
циентов с бронхиальной астмой, которая отсутствовала у доноров. Анализ митоген-индуцированной 
пролиферации показал, что наиболее активно делились Tcm и Tnaïve клетки как у пациентов, так и 
у доноров. При этом пролиферативная активность CD4+Т-лимфоцитов и субпопуляций CD8+Tcm, 
CD4+Tcm и CD4+Tem62L- была выше в группе пациентов с ремиссией астмы, чем в группах пациентов, 
находящихся в обострении, и здоровых доноров. Выявленное увеличение относительного количества 
Т-клеток памяти с возрастом позволяет предполагать их участие в процессе развития бронхиальной 
астмы. Сопоставимая с донорскими значениями пролиферативная реакция изученных субпопуля-
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ций говорит о сохранности функциональных свойств Т-клеток памяти и наивных Т-лимфоцитов при 
бронхиальной астме. Усиление пролиферации отдельных супопуляций у пациентов, находящихся 
в ремиссии бронхиальной астмы свидетельствует об активированном статусе Т-клеток памяти. Об-
наруженное снижение количества CD4+ТemCD62L+ и CD8+ТemCD62L+ у пациентов в обострении, 
на наш взгляд, может быть связано с активным воспалительным процессом в бронхиальном дереве. 

Ключевые слова: иммунопатология, бронхиальная астма, Т-клетки памяти, наивные Т-клетки, PHA-стимуляция, 

пролиферативная активность

CONTENTS OF CD4+ AND CD8+ EFFECTOR MEMORY CELLS 
AND PROLIFERATIVE ACTIVITY OF T LYMPHOCYTES IN 
BRONCHIAL ASTHMA
Barkovskaya M.Sh., Blinova E.A., Grishina L.V., Leonova M.I., 
Nepomniashchikch V.M., Demina D.V., Kozlov V.A. 
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Bronchial asthma is a chronic inflammatory disease of the respiratory tract. T-lymphocytes 
play a key role in pathogenesis of this allergic disease. The reduction in number of naïve T cells and the 
accumulation of memory T cells in bronchial asthma are accompanied by dysregulation of T lymphocyte 
function. In present study, we have investigated the contents of different T lymphocyte subpopulations in 
peripheral blood as well as in resting and PHA-stimulated cultures, along with their proliferative capacity in 
patients with bronchial asthma and healthy donors. The study included 10 patients with bronchial asthma 
(age 45.4±11.8 years). One-half of patients was in remission state, the others having been at the stage of 
clinical exacerbation. The group of donors was formed by healthy individuals matched by gender and age 
to the patients. Based on expression of cell surface markers CD45R0, CD62L and CD197 (CCR7), the 
CD4+ and CD8+T lymphocytes were divided into central (Tcm) and effector memory cells (Tem), naïve 
T lymphocytes (Tnaïve) and terminally differentiated effector cells (Temra) using flow cytometry technique. 
The proliferative activity of Tcm, Tem and Tnaïve was evaluated in response to PHA as a functional marker 
of T cells. We have found that the percentage of peripheral CD4+TemCD62L+ and CD8+TemCD62L+ cells 
in the patients with asthma exacerbation was significantly reduced, if compared to the donors. Following 
PHA stimulation, these differences in T cell subsets between the groups of patients and donors were 
not detectable. We performed a correlation analysis between the memory T cell contents and age of the 
subjects studied. It was shown that the relative amounts of CD4+ and CD8+ memory cells increased with 
age in asthmatics, but not in healthy donors. Analysis of mitogen-induced proliferation showed that Tcm 
and Tnaïve cells proliferated more actively than other subpopulations in both groups. Meanwhile, the 
proliferative activity of CD4+T lymphocytes and subsets of CD8+Tcm, CD4+Tcm and CD4+Tem62L- was 
higher in the group of asthma patients in remission state than in the patients with exacerbating disease, and 
healthy donors. The revealed increase in the relative number of memory T cells with age suggests that these 
cells participate in development of bronchial asthma. Proliferative response of the studied subpopulations, 
which was comparable to the donor values, suggests a functional maintenance of memory T cells and 
naïve T lymphocytes in bronchial asthma. The increased proliferation of some T-cell subpopulations in 
asthmatics in remission suggests an activated state of memory T cells. The observed decrease in the number 
of CD4+TemCD62L+ and CD8+TemCD62L+ in patients with asthma exacerbation may be, by our opinion, 
associated with an active inflammatory process in the airways. 

Keywords: immunopathology, bronchial asthma, memory T cells, naïve T cells, PHA-stimulation, proliferation
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Введение
Бронхиальная астма (БА) – хроническое вос-

палительное заболевание дыхательных путей, 
в котором принимают участие различные имму-
нокомпетентные клетки и клеточные элементы. 
Астма представляет собой глобальную проблему 
здравоохранения, в мире насчитывается около 
300 млн больных с верифицированным диагно-
зом БА [10]. В настоящее время сформировано 
мнение о существовании разных фенотипов БА 
в зависимости от возраста манифестации забо-
левания и выраженности эозинофильного вос-
паления [3, 18]. Считается, что клиническая не-
однородность данного заболевания обусловлена 
участием различных видов Т-лимфоцитов в его 
развитии [14, 29]. 

Главной функцией Т-лимфоцитов являет-
ся развитие иммунного ответа на антигенные 
стимулы с последующим формированием им-
мунологической памяти. Иммунологическая 
память реализуется Т-лимфоцитами памяти 
(CD45R0+), среди которых выделяют централь-
ные (Tcm, CD45R0+CD62L+CCR7+) и эффек-
торные (Tem, CD45R0+CD62L-CCR7-) Т-клетки 
памяти. За счет экспрессии определенных мо-
лекул хоуминга на своей поверхности Tcm за-
нимают Т-зоны периферических лимфоидных 
органов и способны к пролиферации и диффе-
ренцировке в эффекторные клетки в ответ на по-
вторное воздействие антигена. Tem, напротив, 
мигрируют в органы и ткани для выполнения 
эффекторных функций на периферии [21]. Также 
выделяют субпопуляцию терминально-диффе-
ренцированных CD45RA-позитивных Т-клеток 
памяти (Temra), которые преобладают среди 
CD8+ лимфоцитов [15, 21]. Показано, что с воз-
растом количество клеток памяти увеличивается, 
тогда как численность наивных Т-лимфоцитов 
(Tnaïve, CD45R0-) уменьшается [22]. Поддер-
жание соотношения Tcm, Tem и Tnaïve лимфо-
цитов нарушается при иммунопатологии, в том 
числе при БА [16, 24]. Экспериментальные дан-
ные свидетельствуют, что резидентные аллерген-
специфичные Т-клетки памяти накапливаются 
в легочной ткани в результате сенсибилизации 
и могут приводить к развитию БА [11]. Также 
у пациентов с БА обнаружено повышенное со-
держание CD4+ T-клеток памяти, которое сопро-
вождается такими функциональными измене-
ниями, как повышенная продукция IL-5, IL-17 
и снижение синтеза IFNγ [4]. 

Одним из функциональных показателей 
Т-клеток памяти является их пролифератив-
ный потенциал, который снижен по сравнению 

с наив ными Т-лимфоцитами [27]. Однако при БА 
данные о пролиферации клеток памяти и наи-
вных Т-лимфоцитов отсутствуют. Основной 
целью данной работы было изучение субпопуля-
ционного состава и пролиферативной активно-
сти Т-клеток памяти и наивных Т-лимфоцитов 
в периферической крови и в клеточных культурах 
in vitro у пациентов с БА в сравнении со здоровы-
ми донорами.

Материалы и методы
В исследование вошли 10 пациентов с БА 

(7 женщин и 3 мужчин), в возрасте от 23 до 60 
лет (средний возраст 45,4±11,8 лет). На момент 
забора материала 5 пациентов находились в со-
стоянии ремиссии, 5 пациентов – в состоянии 
обострения основного заболевания. Группа ус-
ловно здоровых доноров составила 10 человек 
(7 женщин и 3 мужчин), в возрасте от 24 до 60 
лет (средний возраст 46,2±11,4 года). Отбор па-
циентов и доноров в группы производился с их 
предварительного информированного письмен-
ного согласия. Диагноз БА выставлялся врачами 
клиники иммунопатологии НИИФКИ в соот-
ветствии с GINA-2016.

Метод получения и культивирования клеток пе-
риферической крови

Мононуклеарную фракцию выделяли из ге-
паринизированной периферической крови (ПК) 
в градиенте плотности фиколл-урографина стан-
дартной методикой. Клетки культивировали 
в 96-луночных плоскодонных планшетах в объ-
еме 200 мкл в концентрации 150 тыс. на 100 мкл 
среды RPMI 1640 с содержанием L-глютамина 
(0,3 мг/мл), гентамицина (50 мкг/мл), тиена-
ма (25 мкг/мл) и 10% фетальной бычьей сыво-
ротки (FCS HyClone, США) в течение 72 часов 
в СО2-инкубаторе при 37 °С . В качестве стиму-
лятора митоза Т-лимфоцитов добавляли фитоге-
магглютинин (PHA) в конечной концентрации 
30 мкг/ мл (PHA-P, Sigma). В качестве контроля 
использовались клетки, культивированные без 
добавления PHA. Перед культивированием клет-
ки окрашивали витальным красителем CFSE 
(Molecular probe, США) с конечной концентра-
цией 1 мкМ в RPMI 1640 в течение 15 мин при 
37 °С. Избыток красителя удаляли путем добав-
ления эквивалентного объема FCS. 

Проточная цитофлуориметрия
Клетки после 72 часов культивирования сни-

мали, отмывали забуференным физиологиче-
ским раствором и окрашивали моноклональ-
ными антителами к поверхностным маркерам 
центральных и эффекторных Т-клеток памяти. 
Для анализа Т-клеток памяти до культивирова-
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Рисунок 1. Тактика гейтирования наивных Т-лимфоцитов, центральных, эффекторных Т-клеток памяти 
и терминально-дифференцированных Т-лимфоцитов на примере цитотоксических Т-лимфоцитов, 
культивированных 72 часа в присутствии ФГА in vitro
Примечание. Здесь и далее, на рисунках 4-6: Tnaïve – «наивные» Т-лимфоциты с фенотипом CD45R0-CD62L+/-CD197(CCR7)+; 
Tcm – клетки центральной памяти с фенотипом CD45R0+CD62L+/-CD197(CCR7)+; Tem – клетки эффекторной памяти с фенотипом 
CD45R0+CD62L+/-CD197(CCR7)-; Temra – терминально-дифференцированные Т-клетки памяти с фенотипом CD45R0-CD62L+/-

CD197(CCR7)-. (А) Выделение лимфоцитов периферической крови на основании показателей прямого (FSC) и бокового 
светорассеяния (SSC). (Б) Удаление из лимфоцитарного гейта дуплетов и триплетов клеток на основании анализа площади 
и высоты прямого светорассеяния. (В) Выявление Т-лимфоцитов хелперов и киллеров на основании экспрессии маркеров CD3 
и CD4. (Г) Разделение цитотоксических Т-лимфоцитов на субпопуляции наивных лимфоцитов и клеток памяти по экспрессии 
маркера CD45R0. (Д) Гистограмма флуоресценции цитотоксических Т-лимфоцитов, окрашенных CFSE, прошедших 4 деления 
in vitro. (Е) Разделение цитотоксических Т-клеток памяти на Tcm и Tem по экспрессии маркеров CD62L и CD197(CCR7). 
(Ж) Выделение субпопуляций Tnaïve и Temra по экспрессии маркеров CD62L и CD197(CCR7).
Figure 1. The gating strategy for identification of naïve T lymphocytes, central and effector memory T cells and terminal-
differentiated T lymphocytes on the example of cytotoxic T lymphocytes cultivated for 72 hours in the presence of PHA in vitro
Note. Here and below on figures 4-6: Tnaïve, naïve CD45R0-CD62L+/-CD197(CCR7)+ Т cells; Tcm, central memory CD45R0+CD62L+/-

CD197(CCR7)+ T cells; Tem, effector memory CD45R0+CD62L+/-CD197(CCR7)- T cells; Temra, terminally differentiated CD45R0-CD62L+/-

CD197(CCR7)- T cells. (A) Identification of peripheral blood lymphocytes based on forward (FSC) and side light scattering (SSC). (B) 
Singlet gating based on area FSC versus high FSC. (C) Th and Tcyt lymphocytes were identified based on expression of CD3 and CD4. (D) 
Separation of cytotoxic T-lymphocytes into a subpopulation of naïve T-lymphocytes and memory cells by the expression of the CD45R0 marker. 
(E) A fluorescence histogram of cytotoxic T-lymphocytes passed 4 divisions in vitro (CFSE-staining). (F) Total cytotoxic memory T cells subset was 
separated into Tcm and Tem by the expression of CD62L and CD197 markers (CCR7). (G) Identification of subpopulations of Tnaïve and Temra by 
the expression of CD62L and CD197 (CCR7) markers.
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ния брали свежевыделенные клетки. Применя-
лась следующая панель: CD4-PE (Сорбент, Рос-
сия), CD3-PerCP/Cy5.5 (BioLegend, San Diego, 
CA, США), CD62L-APC (BioLegend, San Diego, 
CA, США), CD45R0-APC/Cy7 (BioLegend, 
San Diego, CA, США), CD197 (CCR7)-PE-Cy7 
(Beckman Coulter, США) и CD197 (CCR7)-FITC 
(BioLegend, San Diego, CA, США). 6 × 105 кле-
ток окрашивали данной комбинацией антител 
по протоколу, рекомендованному производите-
лем. Для анализа CD62L- и CD197-маркеров при-
менялся FMO-контроль (fluorescence minus one), 
который включал всю панель, за исключением 
антител к указанным антигенам. Анализ феноти-
па Т-клеток проводился на проточном цитофлуо-
риметре FACS Canto II (BD, США) с использова-
нием программного обеспечения FACS Diva (BD, 
США). Субпопуляции с фенотипом CD3+CD4+/-

CD45R0-CD62L+/-CD197(CCR7)+ оценивались 
как наивные Т-клетки хелперы или цитотокси-
ческие лимфоциты соответственно. Централь-
ным клеткам памяти соответствовал фенотип 
CD3+CD4+/-CD45R0+CD62L+/-CD197(CCR7)+. 
Эффекторные Т-лимфоциты памяти распоз-
навались как CD3+CD4+/-CD45R0+CD62L+/-

CD197(CCR7)-; CD45R0- эффекторные Т-клетки 
с фенотипом CD3+CD4+/-CD197(CCR7)- опре-
делялись как субпопуляции терминально-диф-

ференцированных эффекторных Т-лимфоцитов 
(Temra) с различной экспрессией CD62L. Ана-
лиз пролиферативной активности заключался 
в определении относительного числа пролифе-
рирующих клеток, окрашенных CFSE, по уров-
ню их флуоресценции, и не включал в себя пик 
неделящихся клеток (рис. 1Д). 

Статистический анализ данных проводился 
с использованием пакета программ Statistica 6.0 
(StatSoft). Распределение параметров в группах 
отличалось от нормального, поэтому применя-
лись методы непараметрической статистики. 
Для оценки значимости различий между груп-
пами больных и доноров использовали критерий 
Манна–Уитни, для сравнения двух связанных 
групп применяли критерий Вилкоксона. Разли-
чия считали достоверными при уровне значимо-
сти p < 0,05. Ранговый корреляционный анализ 
Спирмена использовался для изучения связи па-
раметров Т-клеток с возрастом в группах пациен-
тов и доноров.

Результаты
В процессе дифференцировки Т-лимфоцитов 

переход от наивных форм к эффекторным 
и клеткам памяти сопровождается сменой CD45-
маркера с изотипа CD45RА на CD45R0. В груп-

Рисунок 2. Экспрессия маркера CD45R0 на CD4+ и CD8+Т-лимфоцитах периферической крови и в культурах 
у пациентов с БА и здоровых доноров
Примечание. За 100 % принято число клеток в популяциях CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов соответственно. На гистограмме 
представлены медианы и интерквартильные размахи (Q0,25-Q0,75). (А) CD4+Т-лимфоциты; (Б) CD8+Т-лимфоциты; 1 – клетки 
периферической крови до культивирования; 2 – нестимулированная культура; 3 – PHA-стимулированная культура; * – указаны 
достоверные различия с клетками до культивирования (p < 0,05, тест Вилкоксона); ł – указаны достоверные различия 
с клетками нестимулированной культуры (p < 0,05, тест Вилкоксона).
Figure 2. CD45R0 expression at CD4+ and CD8+T lymphocytes of peripheral blood and in cultures in patients with BA and healthy 
donors
Note. The number of cells in the populations of CD4+ and CD8+T lymphocytes is taken for 100%. The histogram shows the medians and 
interquartile ranges (Q0.25-Q0.75). (A) CD4+T lymphocytes; (B) CD8+T lymphocytes. 1, peripheral blood cells before cultivation; 2, unstimulated 
culture; 3, PHA-stimulated culture; *, significant differences with cells before cultivation are indicated (p < 0.05, Wilcoxon test); ł, significant 
differences with unstimulated cells are indicated (p < 0.05, Wilcoxon test).
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Рисунок 3. Корреляционная взаимосвязь количества CD4+CD45R0+ и CD8+CD45R0+Т-лимфоцитов с возрастом 
у пациентов с БА 
Примечание. За 100% принято число клеток в популяциях CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов соответственно. (А) CD4+CD45R0+ клетки 
периферической крови до культивирования, (R = 0,88, р < 0,001); (Б) CD4+CD45R0+ клетки (R = 0,96, р < 0,001) и CD8+CD45R0+ 
клетки (R = 0,63, р < 0,05) в культурах без стимуляции.
Figure 3. Correlation of the percentage of CD4+CD45R0+ and CD8+CD45R0+ Т lymphocytes with age in patients with BA
Note. The number of cells in the populations of CD4+ and CD8+T lymphocytes is taken for 100%. The correlation analysis was carried out using the 
Spearman method. (А) CD4+CD45R0+ lymphocytes(R = 0.88, р < 0.001) from peripheral blood before culturing; (B) CD4+CD45R0+ lymphocytes 
(R = 0.96, р < 0.001) and CD8+CD45R0+ lymphocytes (R = 0.63, р < 0.05) from unstimulated culture.

пах пациентов и доноров среди CD4+ и CD8+ 
лимфоцитов экспрессия маркера CD45R0 до-
стоверно возрастала после стимуляции PHA 
по сравнению с клетками периферической кро-
ви (рис. 2А, Б). Экспрессия CD45R0 в CD4+ 
и CD8+ клетках культуры без стимуляции не от-
личалась от клеток периферической крови 
и была достоверно ниже, чем показатели PHA-
стимулированных лимфоцитов. Относительное 
количество CD45R0-негативных клеток, на-
против, снижалось после стимулирования PHA 
(рис. 2А, Б). Интересно, что экспрессия маркера 
CD45R0 на CD8+ лимфоцитах периферической 
крови и в культуре без стимуляции была ниже, 
чем на CD4+ лимфоцитах.

Представлялось интересным выяснить взаи-
мосвязь возраста с содержанием CD45R0+ кле-
ток. Было обнаружено, что относительное коли-
чество CD4+CD45R0+ клеток периферической 
крови положительно коррелирует с возрастом 
у пациентов с БА (рис. 3А). Также в группе па-
циентов положительная корреляция содержания 
CD4+CD45R0+ и CD8+CD45R0+ клеток с возрас-
том наблюдалась в нестимулированной культу-
ре (рис. 3Б). В PHA-стимулированной культуре 
у пациентов с БА корреляции не было выявлено. 
В то же время содержание Tnaïve, которые опре-
делялись как CD4+CD45R0- и CD8+CD45R0- 
клетки, было обратно пропорционально возрасту 
в периферической крови и в нестимулированной 
культуре у пациентов с БА. У здоровых доноров 

достоверные корреляции между изучаемыми па-
раметрами отсутствовали. 

Дальнейшее изучение субпопуляционного со-
става CD45R0+ и CD45R0- клеток проводилось 
с одновременным использованием маркеров 
CCR7 и CD62L, которые являются молекулами 
хоуминга для Т-лимфоцитов и позволяют надеж-
но разделить Т-клетки памяти на центральные 
и эффекторные [21]. Анализ субпопуляционного 
состава CD4+ лимфоцитов показал, что у паци-
ентов с БА в периферической крови достоверно 
снижено содержание Tem62L+ клеток по срав-
нению со здоровыми донорами (рис. 4А). После 
стимуляции PHA это отличие отсутствовало. При 
этом после стимуляции митогеном у пациентов 
повышалось содержание Tem62L+, тогда как у 
доноров содержание Tem62L+ достоверно не из-
менялось относительно показателей перифери-
ческой крови. Другие клеточные субпопуляции 
в ответ на стимуляцию PHA также изменялись 
по сравнению с показателями периферической 
крови. Относительное количество Tcm62L+ кле-
ток достоверно повышалось в группах пациентов 
и доноров. Тогда как содержание Tcm62L- снижа-
лось, но достоверно только в группе пациентов 
с БА. Содержание CD4+Temra62L- после стимуля-
ции PHA повышалось по сравнению с перифери-
ческой кровью и у доноров, и у пациентов. В суб-
популяции CD4+Tnaïve происходило снижение 
числа 62L-позитивных клеток, но оно было до-
стоверным только в группе пациентов (рис. 4Б). 
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Рисунок 4. Соотношение субпопуляций наивных Т-лимфоцитов, центральных, эффекторных Т-клеток памяти 
и терминально-дифференцированных CD4+Т-лимфоцитов в периферической крови и в культурах у пациентов с БА 
и здоровых доноров 
Примечание. За 100 % принято число клеток в популяциях CD4+CD45R0+ и CD4+CD45R0-Т-лимфоцитов. На диаграмме 
представлены медианы. (А) CD4+CD45R0+Т-лимфоциты; (Б) CD4+CD45R0-Т-лимфоциты; 1 – клетки периферической крови 
до культивирования; 2 – нестимулированная культура; 3 – PHA-стимулированная культура; ł – указаны достоверные различия 
c клетками периферической крови до культивирования (p < 0,05, тест Вилкоксона); # – указаны достоверные различия 
с клетками нестимулированной культуры (p < 0,05, тест Вилкоксона); * – указаны достоверные различия между группами 
пациентов с БА и здоровых доноров (p < 0,05, Манна–Уитни U-тест).
Figure 4. The subpopulations of naïve, central and effector memory CD4+T cells and terminal-differentiated CD4+T lymphocytes in 
peripheral blood and in cultures in patients with BA and healthy donors
Note. The number of cells in the populations of CD4+CD45R0+ and CD4+CD45R0-T lymphocytes is taken for 100%. The diagram shows the 
medians. (А) CD4+CD45R0+Т lymphocytes; (B) CD4+CD45R0-Т lymphocytes; 1, peripheral blood cells before cultivation; 2, unstimulated culture; 3, 
PHA-stimulated culture; ł, significant differences with cells before cultivation are indicated (p < 0.05, Wilcoxon test); #, significant differences with 
unstimulated cells are indicated (p < 0.05, Wilcoxon test); *, significant differences between the relevant groups (p < 0.05, Mann–Whitney U-test).
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Рисунок 5. Соотношение субпопуляций наивных Т-лимфоцитов, центральных, эффекторных Т-клеток памяти 
и терминально-дифференцированных CD8+Т-лимфоцитов в периферической крови и в культурах у пациентов с БА 
и здоровых доноров
Примечание. За 100 % принято число клеток в популяциях CD8+CD45R0+ и CD8+CD45R0-Т-лимфоцитов. На диаграмме 
представлены медианы. (А) CD8+CD45R0+Т-лимфоциты; (Б) CD8+CD45R0-Т-лимфоциты; 1 – клетки периферической крови 
до культивирования; 2 – нестимулированная культура; 3 – PHA-стимулированная культура; ł – указаны достоверные различия 
с клетками до культивирования (p < 0,05, тест Вилкоксона); # – указаны достоверные различия с нестимулированными 
клетками (p < 0,05, тест Вилкоксона); * – указаны достоверные различия между группами пациентов с БА и здоровых доноров 
(p < 0,05, Манна–Уитни U-тест).
Figure 5. The subpopulations of naïve, central and effector memory CD8+T cells and terminal-differentiated CD8+T lymphocytes in 
peripheral blood and in cultures in patients with BA and healthy donors
Note. The number of cells in the populations of CD8+CD45R0+ and CD8+CD45R0-T lymphocytes is taken for 100%. The diagram shows the 
medians. (А) CD8+CD45R0+Т lymphocytes; (B) CD8+CD45R0-Т lymphocytes; 1, peripheral blood cells before cultivation; 2, unstimulated culture; 3, 
PHA-stimulated culture; ł, significant differences with cells before cultivation are indicated (p < 0.05, Wilcoxon test); #, significant differences with 
unstimulated cells are indicated (p < 0.05, Wilcoxon test); *, significant differences between the relevant groups (p < 0.05, Mann–Whitney U-test).
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Рисунок 6. Содержание CD4+Tem 62L+ и CD8+Tem 62L+ 
клеток в периферической крови у пациентов с БА 
в стадии ремиссии, в обострении и у здоровых доноров
Примечание. За 100% принято число клеток в популяциях 
CD4+CD45R0+ и CD8+CD45R0+Т-лимфоцитов соответственно. 
На гистограмме представлены медианы и интерквартильные 
размахи (Q0,25-Q0,75). 1 – пациенты с БА в стадии ремиссии; 2 – 
пациенты с БА в стадии обострения; 3 – здоровые доноры; 
* – указаны достоверные различия с группой доноров 
(p < 0,05, Манна–Уитни U-тест). 
Figure 6. CD4+Tem62L+ and CD8+Tem62L+ cells in peripheral 
blood in patients with BA in remission, in exacerbation and in 
healthy donors
Note. The number of cells in the populations of CD4+CD45R0+ and 
CD8+CD45R0+T lymphocytes is taken for 100%. 1, patients with BA 
in remission; 2, patients with BA in exacerbation; 3, healthy donors; 
*, significant differences with group of healthy donors are indicated 
(p < 0.05, Mann–Whitney U-test).

Рисунок 7. Количество пролиферирующих CD4+Т-
лимфоцитов в ответ на стимуляцию PHA у пациентов 
с БА в стадии ремиссии, в обострении и у здоровых 
доноров
Примечание. За 100% принято общее количество CD4+Т-
лимфоцитов в культуре. Данные представлены в виде 
медианы, минимальных и максимальных значений 
и интерквартильных размахов (Q0,25-Q0,75). 1 – пациенты с БА 
в стадии ремиссии; 2 – пациенты с БА в стадии обострения; 
3 – здоровые доноры; ł – указаны достоверные различия 
с группой пациентов с БА, находящихся в обострении 
(p < 0,05, Манна–Уитни U-тест); * – указаны достоверные 
различия с группой доноров (p < 0,01, Манна–Уитни U-тест).
Figure 7. The number of proliferating CD4+T lymphocytes in 
response to PHA-stimulation in patients with BA in remission, in 
exacerbation and healthy donors 
Note. The total number of CD4+T lymphocytes in culture is taken for 
100%. Data in the diagram are given as median, interquartile range 
(Q0.25-Q0.75) and minimum and maximum values for each variable. 1, 
patients with BA in remission; 2, patients with BA in exacerbation; 3, 
healthy donors; ł, significant differences with group of BA patients in 
exacerbation (p < 0.05, Mann–Whitney U-test); *, significant differences 
with group of healthy donors are indicated (p < 0.01, Mann–Whitney 
U-test).

Интересно, что в отличие от периферической 
крови в культуре без стимуляции не было субпо-
пуляционных различий между Т-лимфоцитами 
пациентов и доноров. Но содержание Tem62L+ 
клеток в культуре без стимуляции было достовер-
но больше, а Tcm62L+ достоверно меньше, чем 
в PHA-стимулированной культуре, как в группе 
пациентов, так и доноров.

Субпопуляционный состав CD8+ лимфоци-
тов во многом был сходен с CD4+. Во-первых, 
у пациентов с БА также было достоверно сниже-
но количество CD8+Tem62L+ в периферической 
крови по сравнению со здоровыми донорами. 
Во-вторых, в стимулированных клетках и в куль-
туре без стимуляции отличий по этой субпопу-
ляции между пациентами и донорами не было 
(рис. 5А). И у доноров, и у пациентов содержа-
ние CD8+Tcm62L+ клеток было достоверно выше, 
а CD8+Tem62L- и CD8+Temra62L- – достоверно 

ниже в PHA-стимулированной культуре по срав-
нению с клетками периферической крови и не-
стимулированной культурой (рис. 5А, Б). Субпо-
пуляция CD8+Tnaïve в процессе культивирования 
достоверно не изменялась ни в одной из групп. 

Был изучен субпопуляционный состав CD4+ 
и CD8+ клеток памяти и наивных Т-лимфоцитов 
при разных стадиях БА. Обнаружено, что коли-
чество CD4+Tem62L+ и CD8+Tem62L+ клеток 
статистически достоверно снижено у пациентов, 
находящихся в стадии обострения по сравнению 
с донорами (рис. 6). По другим субпопуляциям 
различий между группой доноров и группами па-
циентов обнаружено не было.

Спонтанная пролиферация Т-лимфоцитов 
в культуре без стимуляции доходила до 1,25% 
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в группе пациентов с БА и 0,4% в группе до-
норов. При анализе митотической активности 
клеток, стимулированных PHA, было показа-
но, что митоз CD4+ лимфоцитов у пациентов 
в стадии ремиссии БА был достоверно выше, 
чем у пациентов в обострении и здоровых до-
норов (рис. 7). При этом анализ по субпопуля-
циям показал, что у пациентов в стадии ремис-
сии пролиферация была достоверно выше среди 
CD4+Tem62L-, CD4+Tcm62L+, CD4+Tcm62L-, а так-
же CD8+Tcm62L+ и CD8+Tcm62L- лимфоцитов 
по сравне нию с пациентами в стадии обострения 
и донорами. Сравнение проводилось между груп-
пами с использованием критерия Манна–Уитни 
(данные не представлены).

Со стороны CD8+-лимфоцитов как у доноров, 
так и у пациентов наиболее активно делились 
Tcm62L+ и Tnaïve62L+ по сравнению с Tem62L+. 
У доноров среди CD4+ лимфоцитов активнее 
всего делились Tcm62L+ клетки, отличий между 
Tem62L+ и Tnaïve62L+ не было. Тогда как у паци-
ентов с БА CD4+Tcm62L+ и CD4+Tnaïve62L+ де-
монстрировали сходный уровень пролиферации. 
В то же время CD4+Tcm62L+ делились активнее, 
чем CD4+Tem62L+. Анализ делений CD4+Temra 
и CD8+Temra не проводился в связи с недоста-
точным количеством клеток в этих субпопуляци-
ях. При этом во всех изучаемых субпопуляциях 
пролиферация 62L-позитивных клеток была до-
стоверно выше, чем у негативных по 62L клеток. 
Сравнение разных субпопуляций проводилось 
в пределах группы методом Вилкоксона (данные 
не представлены).

Обсуждение 
Изучению Т-клеток памяти при БА посвящен 

ряд работ. Исследования, проведенные на взрос-
лых лицах, отмечают повышенное содержание 
Т-клеток памяти у пациентов с БА в сравнении 
со здоровыми лицами, которое ассоциировано 
со степенью тяжести данного заболевания [2]. 
Также повышение количества Т-клеток памяти 
связывают с изменением их функциональной ак-
тивности и существованием различных эндотипов 
БА [4]. Количество Tnaïve клеток (CD4+CD45R0- 
и CD8+CD45R0-), по данным других авторов, 
не изменяется при БА, что согласуется с нашим 
исследованием [2, 27]. Хотя нам не удалось вы-
явить изменение содержания Т-клеток памяти 
(CD4+CD45R0+ и CD8+CD45R0+) при БА, вы-
явленное у пациентов увеличение количества 
Т-клеток памяти и снижение количества Tnaïve 
с возрастом может быть признаком более раннего 
старения иммунной системы пациентов по срав-
нению с донорами. Так, показано, что происхо-

дит снижение количества Tnaïve (CD45RA+ кле-
ток) у лиц пожилого возраста, причем у больных 
БА оно выражено сильнее, чем у здоровых [24]. 
Кроме того, накопление CD4+ клеток памяти 
в периферической крови с возрастом происходит 
быстрее, чем CD8+ клеток памяти [1]. Последним 
может объясняться отсутствие корреляции меж-
ду возрастом и количеством CD8+ клеток памяти 
в периферической крови у пациентов с БА. От-
сутствие корреляции количества Т-клеток памя-
ти с возрастом в PHA-стимулированной культуре 
свидетельствует о хорошей отвечаемости клеток 
на неспецифическую стимуляцию у пациентов 
с БА, которая сопоставима с донорами. 

По данным литературы, точная роль различ-
ных субпопуляций Т-клеток памяти в патогенезе 
БА не установлена. Так, в проведенном недавно 
исследовании, наряду с функциональными изме-
нениями Т-клеток памяти, было выявлено повы-
шенное содержание TcmCD62L+ и TemCD62L+ 
в CD4+ клетках периферической крови у паци-
ентов с БА [4]. В другой работе было показано, 
что у взрослых пациентов с БА, вне зависимо-
сти от формы и степени тяжести заболевания, 
повышается число CD4+Tcm, но не CD4+Tem 
по сравнению с донорами, что не подтверждает-
ся данными нашего исследования [28]. На наш 
взгляд, обнаруженное снижение количества 
CD4+ и CD8+CD62L+Tem в периферической кро-
ви у пациентов, находящихся в обострении БА 
может быть свидетельством того, что активиро-
ванные Тem мигрируют на периферию в стадии 
обострения БА и находятся преимущественно 
в дыхательных путях в виде резидентных Тem. 
Последнее подтверждается сообщениями о пре-
обладании CD4+Т-лимфоцитов с фенотипом 
клеток памяти в нижних дыхательных путях у па-
циентов с БА [11, 20]. При этом считается, что 
CD4+Т-клетки памяти при обострении БА акти-
вированы больше, чем в ремиссии и характери-
зуются сниженной чувствительностью к апоп-
тозу [2, 13, 20]. Кроме того, в последних опытах 
на мышиных моделях показано, что именно рези-
дентные тканевые CD4+Т-клетки памяти поддер-
живают сенсибилизацию к причинно-значимому 
аллергену и содействуют быстрой прогрессии 
патологического процесса в легочной ткани [25]. 
Хотя значение CD8+Т-клеток памяти менее из-
учено, признано, что активированные цитоток-
сические Т-лимфоциты, аналогично Т-хелперам, 
инфильтрируют дыхательные пути при БА, что 
ассоциировано со снижением функции внешне-
го дыхания и может служить предиктором небла-
гоприятного исхода БА [5, 19, 26]. 
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Результаты субпопуляционного анализа так-
же показали, что Tcm62L+ лимфоциты более 
чувствительны к PHA, чем другие субпопуля-
ции Т-клеток памяти. А увеличение количества 
CD4+Tem62L+ у пациентов с БА в ответ на сти-
муляцию PHA может говорить о переходе Tcm 
в CD4+Tem62L+. Так как было показано, что Tcm 
способны дифференцироваться в Tem, напри-
мер под воздействием факторов гомеостатиче-
ской пролиферации (IL-7, IL-15) [8, 9]. Также это 
свидетельствует о том, что у пациентов с БА Tem 
находятся в активированном состоянии. Под-
тверждением последнего служат данные о повы-
шенной экспрессии CD25- и HLA-DR-маркеров 
и сниженной индукции апоптоза в CD4+ лим-
фоцитах у пациентов с БА [12, 23]. Снижение 
количества CD4+Tnaïve у пациентов с БА при 
стимулировании PHA может быть связано с их 
способностью переходить в клетки памяти [9]. 
Интересно, что количество CD8+62L+Temra 
не изменялось, а CD8+62L-Temra уменьшалось 
как у пациентов, так и у доноров. Это может быть 
вызвано более низкой отвечаемостью и выжива-
емостью CD8+Temra на воздействие различных 
стимулов [8].

Рассматривая пролиферативную активность 
Т-лимфоцитов на воздействие митогеном, сле-
дует отметить, что PHA, с одной стороны, яв-
ляется неспецифическим стимулятором, а с 
другой – имитирует TCR-опосредованный от-
вет, так как вызывает поликлональный ответ 
Т-лимфоцитов in vivo. Считается, что в норме, 
в ответ на стимуляцию TCR, Tnaïve и Tcm про-
лиферируют существенно сильнее, чем Tem [8, 
9]. Данные нашего исследования в целом со-
впадают с литературными. Вместе с тем в группе 
доноров CD4+Tcm делились даже активнее, чем 
CD4+Tnaïve. С одной стороны, эти данные мо-
гут говорить о том, что стимуляция PHA близка 
к модели TCR-активации. А с другой стороны, 
они свидетельствуют о лучшей отвечаемости Tcm 
по сравнению с Tnaïve при стимуляции PHA. Ин-
тересно, что пролиферация в ответ на PHA сре-
ди субпопуляций CD4+T-клеток памяти выше 
в группе пациентов с ремиссией БА, чем у паци-
ентов в обострении и доноров. Возможно, такая 
реакция на митоген вызвана тем, что Т-клетки 
памяти в стадии ремиссии находятся в состоянии 
«повышенной готовности» к иммунному ответу, 
в отличие от Т-клеток памяти у доноров и паци-
ентов в обострении.

Обращает на себя внимание, что среди всех 
субпопуляций Т-клеток памяти лучшим об-
разом пролиферируют после воздействия PHA 
CD62L-позитивные клетки. Известно, что 
CD4+CD45R0+CD62L- и CD4+CD45R0+CD62L+ 

клетки по экспрессии транскрипционных фак-
торов и синтезу цитокинов функционально по-
ляризованы в сторону Th1- и Th2-лимфоцитов 
соответственно [17]. Стимуляция лимфоцитов 
периферической крови PHA ex vivo приводит 
к повышению секреции IL-5 у здоровых лиц 
и больных БА, а также сопровождается повыше-
нием IL-4 и тенденцией к снижению секреции 
IFNγ у пациентов с БА по сравнению с донора-
ми [6, 23]. Учитывая это, обнаруженные нами 
особенности изменения субпопуляционного 
состава на PHA со стороны CD4+ клеток памя-
ти могут также объясняться функциональной 
поляризацией CD62L+ клеток в сторону Th2-
лимфоцитов. В свою очередь, CD8+Т-лимфоциты 
под воздействием Th2-условий могут быть ча-
стично поляризованы в сторону цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов 2 типа. При этом активация 
CD8+ лимфоцитов в Th2-условиях способству-
ет поддержанию экспрессии CCR7, но снижа-
ет экспрессию маркера CD62L [7]. Поскольку 
в нашем исследовании проводилось совместное 
культивирование CD4+ и CD8+ лимфоцитов, 
то воздействием цитокинов Th2-типа может ча-
стично объясняться преимущественное поддер-
жание CD8+CCR7+ субпопуляций (Tnaïve и Tcm) 
при стимулировании PHA как у доноров, так и 
у пациентов. Вместе с тем в нашем исследовании 
отсутствовало повышение количества CD62L- 
клеток в большинстве субпопуляций. Это может 
говорить о том, что клетки успешно вступают 
в деление, так как экспрессия L-селектина повы-
шается при активной пролиферации [7]. 

Таким образом, показанное для пациентов 
с БА увеличение количества CD4+ и CD8+Т-
клеток памяти и уменьшение содержания наи-
вных Т-лимфоцитов с возрастом позволяют пред-
полагать их вовлеченность в процесс развития БА. 
Вместе с тем пролиферативная реакция Т-клеток 
памяти и наивных T-лимфоцитов на митоген-
индуцированную стимуляцию свидетельству-
ют о сохранности их функциональных свойств 
при БА. Оценка количества CD4+TemCD62L+ 
и CD8+TemCD62L+Т-лимфоцитов в перифери-
ческой крови у пациентов с БА нуждается в даль-
нейших исследованиях, поскольку, по нашему 
мнению, служит косвенным показателем актив-
ности воспалительного процесса в бронхиальном 
дереве. И в перспективе, будучи более доступ-
ным, безопасным и менее инвазивным методом, 
чем проведение бронхиальной биопсии и взятие 
бронхоальвеолярного лаважа, может явиться 
информативным маркером, который позволит 
идентифицировать тяжесть заболевания и группу 
риска для пациента с БА.
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