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ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ РЕЦЕПТОРОВ 
CD16 И NKG2D NK-КЛЕТКАМИ, NKT-КЛЕТКАМИ 
И Т-ЛИМФОЦИТАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ, 
АССОЦИИРОВАННЫЕ С БЕСПЛОДИЕМ У ЖЕНЩИН
Михайлова В.А., Давыдова А.А., Загайнова В.А., Марко О.Б., 
Мкртчян Э.Р., Жгулева А.С., Бакулина О.А., Сельков С.А., 
Беспалова О.Н., Соколов Д.И.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии 
имени Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Рост  частоты  встречаемости  бесплодия  определяет  актуальность  исследования  вклада 
различных клеточных факторов, в том числе клеток иммунной системы, в патогенез этой патоло-
гии. В литературе описаны изменения активации NK-клеток в децидуальной оболочке и перифери-
ческой крови при бесплодии, а также представительства NKT-клеток и Т-лимфоцитов в матке при 
невынашивании беременности (НБ). Для NK-клеток и NKT-клеток характерна экспрессия акти-
вационного рецептора NKG2D и рецептора к Fc-фрагменту иммуноглобулинов G – CD16. Отдель-
ные популяции Т-лимфоцитов экспрессируют NKG2D. Целью работы явился анализ экспрессии 
рецепторов CD16 и NKG2D NK-клетками, NKT-клетками и рецептора NKG2D Т-лимфоцитами 
периферической  крови  у  женщин  с  бесплодием.  Обследовано  60  женщин  с  бесплодием.  Группу 
контроля составили здоровые небеременные фертильные женщины (n = 17). Из периферической 
крови обследованных женщин получали мононуклеарные клетки, которые обрабатывали монокло-
нальными антителами к CD45, CD14, CD3, CD56, CD16, NKG2D. Установлено, что у пациенток 
с первичным бесплодием интенсивность экспрессии рецептора NKG2D популяцией NKT-клеток 
периферической крови была ниже, чем у здоровых небеременных фертильных женщин. Установ-
ленное различие может быть обусловлено отсутствием в анамнезе имплантаций эмбриона у паци-
енток с первичным бесплодием и, соответственно, отсутствием влияния цитокинового и клеточно-
го микроокружения, характерного для первого триместра беременности. У пациенток с вторичным 
бесплодием  и  НБ  снижено  относительное  количество  CD16+NK-клеток  и  CD16+NKG2D-NK-
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клеток периферической крови по сравнению с этим параметром у женщин с вторичным беспло-
дием без НБ в анамнезе. Относительное количество CD16+NK-клеток и CD16+NKG2D-NK-клеток 
периферической крови также было снижено у пациенток с вторичным бесплодием и НБ по сравне-
нию с группой пациенток с первичным бесплодием и группой здоровых небеременных фертильных 
женщин.  Установлено,  что  интенсивность  экспрессии  CD16  NK-клетками  была  снижена  в  под-
группе  женщин  с  вторичным  бесплодием  и  НБ  в  анамнезе  по  сравнению  с  группой  контроля  и 
подгруппой женщин с вторичным бесплодием без НБ в анамнезе. Различий к экспрессии NKG2D 
T-лимфоцитами при бесплодии не установлено. Сниженная экспрессия CD16 NK-клетками жен-
щин с вторичным бесплодием и НБ может являться отражением нарушения функциональной диф-
ференцировки NK-клеток при этой патологии. 

Ключевые слова: NK-клетки, NKT-клетки, Т-лимфоциты, CD16, NKG2D, периферическая кровь, бесплодие

EXPRESSION FEATURES OF CD16 AND NKG2D RECEPTORS 
BY NK CELLS, NKT CELLS AND T LYMPHOCYTES OF 
PERIPHERAL BLOOD ASSOCIATED WITH FEMALE 
INFERTILITY
Mikhailova V.A., Davydova A.A., Zagaynova V.A., Marko O.B., 
Mkrtchyan E.R., Zhguleva A.S., Bakulina O.A., Selkov S.A., 
Bespalova O.N., Sokolov D.I.
D. Ott Research Institute for Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The increasing incidence of infertility determines relevance of studying various cellular factors, 
including  immune cells,  in pathogenesis of  this disorder.  In cases of  infertility,  some changes are described 
in NK cell  activation  in decidual and peripheral blood cells,  as well  as  in  representation of NKT cells  and 
T  lymphocytes  in  uterus  at  miscarriage  (MC).  NK  cells  and  NKT  cells  are  characterized  by  expression  of 
activating receptor NKG2D and a receptor for immunoglobulin G Fc-region CD16. Distinct populations of 
T  lymphocytes express NKG2D. The aim of  the present  study was  to analyze  the expression of CD16 and 
NKG2D by NK cells, NKT cells  and NKG2D receptor by peripheral blood T  lymphocytes. We examined 
60  women  with  infertility.  The  control  group  consisted  of  healthy  non-pregnant  fertile  women  (n  =  17). 
Mononuclear cells were obtained  from peripheral blood and  treated with monoclonal antibodies  to CD45, 
CD14, CD3, CD56, CD16, NKG2D. The intensity of NKG2D receptor expression on peripheral blood NKT 
cells in patients with primary infertility proved to be lower than in healthy non-pregnant fertile women. This 
difference may be caused by the absence of an embryo implantation in previous history of primary infertility 
and, accordingly, lacking influence of cytokines and cellular microenvironment specific for first trimester of 
pregnancy.  In patients with  secondary  infertility and miscarriage  (MC),  the  relative numbers of CD16+NK 
cells  and  CD16+NKG2D-NK  cells  in  peripheral  blood  were  reduced  when  compared  to  the  women  with 
secondary  infertility  without  history  of  MC.  Relative  numbers  of  CD16+NK  cells  and  CD16+NKG2D-NK 
cells in peripheral blood were also reduced in patients with secondary infertility and MC compared to patients 
with primary infertility and to healthy non-pregnant fertile women. CD16 expression intensity of NK cells was 
shown to be reduced in subgroup of women with secondary infertility and a history of MC compared to control 
group and to women with secondary infertility without a history of MC. No differences in NKG2D expression 
by T lymphocytes associated with infertility were found. Reduced CD16 expression by NK cells of women with 
secondary infertility and MC may reflect the impaired functional differentiation of NK cells associated with 
this condition.

Keywords: NK cells, NKT cells, T lymphocytes, CD16, NKG2D, peripheral blood, infertility
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Введение
Бесплодие  представляет  важную  медицин-

скую проблему, актуальность которой определя-
ется ростом частоты его встречаемости и значи-
мым  социально-демографическим  влиянием  [1, 
3,  4].  Бесплодие  является  мультифакторным  за-
болеванием,  риск  развития  которого  связывают 
с  аномалиями  развития  половых  органов,  на-
рушениями  эндокринной  регуляции,  воспали-
тельными  заболеваниями  органов  малого  таза, 
нарушениями  пролиферации  и  рецептивности 
эндометрия  и  другими  факторами,  в  том  числе 
влиянием  образа  жизни  и  внешней  среды  [1,  4, 
25, 33]. Описан вклад иммунных факторов в па-
тогенез бесплодия. Например, в периферической 
крови при бесплодии у женщин повышено содер-
жание NK-клеток, а также выявлены изменения 
их  функциональных  характеристик  [30,  32].  Ле-
чение пациенток с бесплодием предполагает ис-
пользование  вспомогательных  репродуктивных 
технологий  (ВРТ)  [34].  Выявление  и  снижение 
влияния  факторов,  способствовавших  развитию 
бесплодия,  может  повысить  вероятность  насту-
пления беременности в цикле ВРТ. В связи с этим 
уделяется внимание изучению вклада различных 
клеточных факторов, в том числе клеток иммун-
ной системы в патогенез бесплодия [14]. 

В  норме  после  овуляции  эндометрий  пре-
терпевает  секреторную  трансформацию  и  деци-
дуализируется,  в  этот  период  в  нем  повышено 
количество лейкоцитов, преимущественно пред-
ставленных NK-клетками [41]. Эти клетки явля-
ются источником многих цитокинов (в том числе 
IL-8, TNFα, IFNγ), регулирующих инвазию кле-
ток  трофобласта  в  эндометрий  и  ремоделирова-
ние  спиральных  артерий  матки  [23,  41].  Одним 
из  активационных  рецепторов  NK-клеток  явля-
ется  рецептор  NKG2D  [24].  Продемонстриро-
вана  экспрессия  NK-клетками  периферической 
крови  рецептора  NKG2D  при  неосложненной 
беременности  [10].  Выявлены  изменения  экс-
прессии  NKG2D  NK-клетками  децидуальной 
оболочки  первого  триместра  в  зависимости  от 
концентрации кислорода [39], что позволяет рас-
сматривать экспрессию NKG2D децидуальными 
NK-клетками  как  физиологическую.  Вместе  с 
тем  повышение  экспрессии  лиганда  NKG2D  – 
ULBP1  клетками  плаценты  в  третьем  триместре 
установлено при патологии беременности – пре-
эклампсии  [18].  Другим  рецептором  NK-клеток 

является  CD16  –  рецептор  к  Fc-фрагменту  им-
муноглобулинов G. За счет его  экспрессии NK-
клетки могут реализовывать антитело-зависимую 
клеточную  цитотоксичность  [6].  Традиционно 
рассматривают  повышение  экспрессии  CD16 
NK-клетками эндометрия в качестве маркера их 
цитотоксической  трансформации,  в  том  числе 
при невынашивании беременности (НБ) [5]. 

В  литературе  описаны  изменения  активно-
сти  NK-клеток  при  бесплодии.  Например,  на 
основании  анализа  баз  данных  экспрессии  ге-
нов  установлено,  что  бесплодие  ассоциировано 
со  сниженным  количеством  активированных 
NK-клеток  в  эндометрии  [40].  Продемонстри-
ровано,  что  содержание  NK-клеток  с  феноти-
пом  CD56dimCD16bright  и  CD56brightCD16dim  сни-
жено,  а  содержание  CD56dimCD16dimNK-клеток 
повышено  у  пациенток  с  бесплодием  и  НБ  в 
анамнезе  по  сравнению  с  пациентками  с  бес-
плодием  в  отсутствии  НБ  [2].  Описана  ассоци-
ация  первичного  бесплодия  и  повышения  ко-
личества  NKG2D+NK-клеток  периферической 
крови в популяциях CD56dim CD16dim и CD56bright 
CD16dim  [2],  а  также  повышение  количества 
NKG2D+CD56brightCD16dimNK-клеток  менстру-
альной крови у пациенток с идиопатическим бес-
плодием [38].

Помимо NK-клеток, в децидуальной оболоч-
ке  выявлены  NKT-клетки,  являющиеся  лим-
фоцитами,  одновременно  экспрессирующими 
рецепторы  NK-клеток  и  Т-лимфоцитов  [35]. 
В настоящее время выделяют три субпопуля ции 
NKT-клеток: инвариантные (i)NKT-клетки (1- й 
тип),  NKT-клетки  2-го  типа  и  NKT-подобные 
клетки, различающиеся по экспрессии инвари-
антных  Т-кле точных  рецепторов,  способности 
связывать неклассическую MHCI-подобную мо-
лекулу – CD1d, по продукции цитокинов и экс-
прессии  CD161  [9].  Описана  экспрессия  CD1d 
клетками  ворсинчатого  и  вневорсинчатого  тро-
фобласта  [46].  Количество  общей  популяции 
NKT-клеток в эндометрии возрастает после ову-
ляции [35] и значительно превышает содержание 
NKT-клеток  в  периферической  крови  [21].  При 
анализе  экспрессии  CD8+NKT-клетками  пери-
ферической крови рецептора NKG2D не выявле-
но  различий  в  их  содержании  на  разных  сроках 
беременности  и  у  небеременных  женщин  [22]. 
Предполагают участие NKT-клеток в поддержа-
нии цитокинового микроокружения, способству-
ющего инвазии трофобласта в эндометрий [32]. 

Данных  о  характеристиках  NKT-клеток  при 
бесплодии  недостаточно.  В  литературе  описа-
но  снижение  содержания  NKT-клеток  в  пери-
ферической  крови  пациенток  с  бесплодием  под 
влиянием  терапии  препаратами  внутривенных 
иммуноглобулинов,  что  коррелировало  с  веро-
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ятностью  наступления  беременности  [37].  В  то 
же  время  снижение  содержания  iNKT-клеток  в 
децидуальной  оболочке  связывают  с  развитием 
привычного  НБ  [44].  При  исследовании  при-
вычного  НБ  продемонстрировано  наличие  по-
пуляции  NKT-клеток  периферической  крови, 
экспрессирующих  CD16,  однако  применяемая 
терапия  НБ  (преднизолон  или  лейкоцитотера-
пия)  не  вызывала  изменений  содержания  этой 
популяции NKT-клеток. 

Т-лимфоциты  присутствуют  в  эндометрии 
в  минорном  количестве  в  составе  субпопуля-
ций  CD8+  и  CD4+.  В  секреторную  фазу  мен-
струального  цикла  цитотоксическая  активность 
CD8+Т-лимфоцитов эндометрия снижается [17]. 
В  популяции  CD4+Т-лимфоцитов  выделяют 
Т-регуляторные клетки, с секреторной активно-
стью  которых  связывают  формирование  имму-
нологической толерантности в маточно-плацен-
тарном  комплексе  [27].  Сниженное  содержание 
Т-регуляторных клеток в децидуальной оболочке 
связано с риском НБ [27], при этом показано, что 
общее содержание CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов не 
различалось у пациенток с привычным НБ и с по-
вторными  неудачами  имплантации  [5].  Показа-
но, что при НБ в периферической крови снижено 
содержание особой популяции Т-лимфоцитов – 
γδТ-клеток по сравнению со здоровыми небере-
менными  женщинами  [43].  Повышенное  коли-
чество  NKG2D+γδТ-клеток  в  периферической 
крови  при  бесплодии  ассоциировано  с  повтор-
ными неудачами имплантации [13].

Таким образом, отдельные изменения в пред-
ставительстве  NK-клеток,  NKT-клеток  и  неко-
торых популяций Т-лимфоцитов в децидуальной 
оболочке  и  в  периферической  крови  выявлены 
при таких формах репродуктивной дисфункции, 
как бесплодие и НБ. Данные об экспрессии эти-
ми  клетками  рецепторов  CD16  и  NKG2D  носят 
разрозненный  характер.  В  связи  с  вышеизло-
женным  целью  работы  стал  анализ  экспрессии 
рецепторов CD16 и NKG2D NK-клетками, NKT-
клетками  и  рецептора  NKG2D  Т-лимфоцитами 
периферической крови у женщин с бесплодием.

Материалы и методы
Пациенты
В  исследование  были  включены  женщины 

с  бесплодием  (n  =  60),  проходившие  лечение  в 
отделении  вспомогательных  репродуктивных 
технологий  (ВРТ)  НИИАГиР  им.  Д.О.  Отта. 
Критериями  включения  пациенток  для  участия 
в  исследовании  был  репродуктивный  возраст  в 
диапазоне от 20 до 40 лет, нормальный кариотип 
супругов,  отсутствие  наступления  беременности 
в результате проведения двух и более протоколов 

ВРТ с использованием эмбрионов хорошего ка-
чества в анамнезе. 

Пациентки  были  разделены  на  две  группы. 
Первую  группу  составили  женщины  с  первич-
ным  бесплодием  (n  =  26),  у  которых  отсутство-
вали  в  анамнезе  беременности  при  регулярной 
половой  жизни  в  течение  года  без  применения 
средств  контрацепции.  Вторую  группу  состави-
ли женщины с вторичным бесплодием (n = 34), 
у которых в анамнезе была беременность, в том 
числе зарегистрированная только по повышению 
содержания βХГЧ  в  сыворотке  крови  или  моче, 
при этом в течение года регулярной половой жиз-
ни без применения средств контрацепции новая 
беременность не наступала. Пациентки с вторич-
ным бесплодием были разделены на две подгруп-
пы: женщины с НБ в анамнезе (НБ+) (n = 19) и 
без него (НБ-) (n = 15). 

В  группу  контроля  (n  =  17)  вошли  здоровые 
небеременные женщины с регулярным менстру-
альным  циклом,  у  которых  в  анамнезе  было  не 
менее  одних  родов  и  отсутствовали  зарегистри-
рованные репродуктивные потери.

Критериями  исключения  для  всех  групп  яв-
лялись  возраст  менее  20  и  более  40  лет,  индекс 
массы  тела  более  30  кг/м2,  аномалии  развития 
половых  органов,  наружный  генитальный  эн-
дометриоз  2-4-й  степени,  полипы  эндометрия, 
миома матки, толщина эндометрия по результа-
там ультразвукового исследования менее 7  мм. К 
критериям исключения также относилось нали-
чие сахарного диабета, острых и обострения хро-
нических  инфекционных  заболеваний,  приме-
нение антибактериальной или противовирусной 
терапии на момент исследования или менее, чем 
за 3 месяца до исследования, применение гормо-
нальной контрацепции менее чем за 3 месяца до 
исследования.

Материалом  для  исследования  была  пери-
ферическая  кровь,  которую  получали  во  вторую 
фазу менструального цикла (19-22-й день).

Исследование  рассмотрено  и  одобрено  ло-
кальным этическим комитетом ФГБНУ «НИИА-
ГиР им. Д.О. Отта» (протокол № 107 от 15.03.2021). 
У женщин, чьи данные вошли в работу, было по-
лучено  информированное  согласие  на  участие  в 
исследовании, с последующей обезличенной об-
работкой и анализом результатов исследования и 
их публикацией в открытом доступе.

Оценка экспрессии рецепторов CD16 и NKG2D 
NK-клетками, NKT-клетками и Т-лимфоцитами 
периферической крови

Из периферической крови получали монону-
клеарные  клетки  путем  ее  центрифугирования 
в градиенте плотности фиколла (ρ = 1,077 г/мл, 
ООО «БиолоТ», Россия) по стандартной методи-
ке.  Затем  мононуклеарные  клетки  обрабатыва-
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ли моноклональными антителами к CD45 (клон 
2D1, изотип IgG1, κ), CD14 (клон M5E2, изотип 
IgG2a, κ), CD3 (клон SK7, изотип IgG1, κ), CD56 
(клон NCAM16.2, изотип IgG2b, κ), CD16 (клон 
3G8, изотип IgG1, κ), NKG2D (клон 1D11, изотип 
IgG1, κ) (BD, США). Часть клеток обрабатывали 
соответствующими изотипическими антителами 
(BD, США) для контроля неспецифического свя-
зывания антител. Затем клетки анализировали на 
проточном  цитофлюориметре  FacsCantoII  (BD, 
США), используя стратегию гейтирования, пред-
ставленную на рисунке 1. 

Выделяли  популяции  клеток  CD45+CD14-

CD3+  (Т-лимфоциты),  CD45+CD14-CD3-CD56+ 
(NK-клетки),  CD45+CD14-CD3+CD56+  (NKT-
клетки)  (рис.  1).  Оценивали  относительное  ко-
личество  популяций  Т-лимфоцитов,  NK-  и 
NKT-клеток  и  интенсивность  экспрессии  эти-
ми  клетками  рецептора  NKG2D.  В  популяции 
Т-лимфоцитов  также  оценивали  относитель-
ное  количество  NKG2D+Т-лимфоцитов.  В  по-
пуляциях  NK-клеток  и  NKT-клеток  оценивали 
также  интенсивность  экспрессии  CD16.  Среди 
NK-клеток  и  NKT-клеток  определяли  относи-
тельное количество клеток с фенотипами CD16+, 
NKG2D+,  CD16+NKG2D-,  CD16+NKG2D+, 
CD16-NKG2D+.

Статистический  анализ  данных  выполняли 
в  программах  Statistica  10  (StatSoft,  Inc.,  США) 
и  GraphPad  Prism  (GraphPad  Software,  США). 
Оценку  характера  распределения  данных  про-
водили  с  помощью  критерия  Шапиро–Уилка. 
Парные сравнения проводили с использованием 
непараметрического  рангового  критерия  Ман-
на–Уитни,  для  множественных  сравнений  при-
меняли  критерий  Краскела–Уоллиса  с  апосте-
риорным  тестом  Данна.  Различия  признавались 
статистически  значимыми  при  уровне  p  <  0,05. 
Оценку корреляционных связей между оценива-
емыми  параметрами  проводили,  используя  рас-
чет коэффициента корреляции Спирмена.

Полученные  данные  представлены  в  виде 
боксовых  диаграмм,  отражающих  медиану,  25% 
и 75% квартили, усы бокса соответствуют мини-
мальному и максимальному значению распреде-
ления показателя.

Результаты
Анализ  содержания  NK-клеток,  NKT-клеток 

и  Т-лимфоцитов,  а  также  экспрессии  NK-  и 
NKT-клетками  рецепторов  CD16  и  NKG2D,  и 
экспрессии  NKG2D  Т-лимфоцитами  не  выявил 
различий  между  здоровыми  небеременными 
женщинами и женщинами с бесплодием. 

После  разделения  пациенток  с  бесплодием 
на  группы  «первичное  бесплодие»  и  «вторичное 
бесплодие» было установлено, что у здоровых не-

беременных женщин интенсивность экспрессии 
рецептора NKG2D популяцией NKT-клеток пе-
риферической  крови  была  выше,  чем  у  пациен-
ток с первичным бесплодием (рис. 2А). 

Экспрессия CD16 NKT-клетками у здоровых 
женщин  с  пациенток  с  бесплодием  не  различа-
лась (рис. 2Б). Экспрессия NKG2D и CD16 NK-
клетками и NKG2D Т-лимфоцитами у женщин с 
первичным и вторичным бесплодием не различа-
лась между группами и по сравнению с группой 
контроля.

Затем  было  проанализировано  содержание 
и  экспрессия  рецепторов  CD16  и  NKG2D  NK-
клетками  и  NKT-клетками,  а  также  содержание 
и  экспрессия  NKG2D  Т-лимфоцитами  в  под-
группах женщин с вторичным бесплодием с НБ 
в анамнезе и без него. Установлено, что у паци-
енток  с  вторичным  бесплодием  и  НБ  снижено 
относительное количество CD16+NK-клеток пе-
риферической крови по сравнению с этим пара-
метром  у  женщин  с  вторичным  бесплодием  без 
НБ в анамнезе (рис. 3). 

Относительное  количество  CD16+NK-клеток 
периферической  крови  также  было  снижено  у 
пациенток  с  вторичным  бесплодием  и  НБ  по 
сравнению  с  группой  пациенток  с  первичным 
бесплодием  и  группой  здоровых  небеременных 
фертильных женщин (рис. 3).

Установлено,  что  у  пациенток  с  вторичным 
бесплодием  и  НБ  в  анамнезе  снижено  отно-
сительное  количество  NK-клеток  перифери-
ческой  крови  с  фенотипом  CD16+NKG2D-  по 
сравнению  с  подгруппой  женщин  с  вторич-
ным  бесплодием  без  НБ  и  группой  женщин  с 
первичным бесплодием (рис. 4). 

Относительное  количество  CD16+NKG2D-

NK-клеток  периферической  крови  у  пациен-
ток  с  бесплодием  и  НБ  было  также  снижено  по 
сравнению с количеством этих клеток у здоровых 
небеременных фертильных женщин (рис. 4). Ко-
эффициент  корреляции  между  параметрами  ко-
личества CD16+NK-клеток и CD16+NKG2D-NK-
клеток для всех групп составил 0,9 (p < 0,001).

Интенсивность экспрессии NK-клетками ре-
цептора NKG2D не различалась между под груп-
пами (рис. 5А). 

Установлено,  что  интенсивность  экспрес-
сии  CD16  NK-клетками  была  снижена  в  под-
группе  женщин  с  вторичным  бесплодием  и  НБ 
в  анамнезе  по  сравнению  с  соответствующим 
параметром группы контроля и подгруппы жен-
щин с вторичным бесплодием без НБ в анамнезе 
(рис. 5Б). Другие параметры NK-клеток, а также 
NKT-клеток  и  Т-лимфоцитов  не  различались 
между группами женщин с первичным бесплоди-
ем,  подгруппами  женщин  с  вторичным  беспло-
дием и НБ в анамнезе и без НБ.
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Рисунок 1. Стратегия гейтирования мононуклеаров периферической крови, использованная в исследовании
Примечание. А – выделение среди мононуклеаров популяций NK-клеток, NKT-клеток, T-лимфоцитов: распределение клеток 
в координатах FSC-SSC (А1), гейт содержит мононуклеары; в координатах CD45-CD14; в координатах CD3-CD56. Графики А2 
и А3 представляют изотип-контроли, графики А4 и А5 отражают распределение клеток, обработанных антителами. На графике 
А5 левый верхний квадрант содержит NK-клетки, правый верхний квадрант – NKT-клетки, правый нижний квадрант – 
Т-лимфоциты. Б – экспрессия NK-клетками рецепторов CD16 и NKG2D: распределение клеток в координатах CD16-NKG2D; 
на гистограмме CD16; на гистограмме NKG2D. Графики Б1, Б2, Б3 представляют изотип-контроли, графики Б4, Б5, Б6 отражают 
распределение клеток, обработанных антителами. В – экспрессия NKT-клетками рецепторов CD16 и NKG2D: распределение 
клеток в координатах CD16-NKG2D; на гистограмме CD16; на гистограмме NKG2D. Графики В1, В2, В3 представляют изотип-
контроли, графики В4, В5, В6 отражают распределение клеток, обработанных антителами. Г – экспрессия T-клетками 
рецепторов NKG2D: распределение клеток на гистограмме NKG2D. График Г1 представляет изотип-контроль, графики Г2 
отражает распределение клеток, обработанных антителами.
Figure 1. Peripheral blood mononuclear cell gating strategy used in the study
Note. A, isolation of populations of NK cells, NKT cells, T lymphocytes among mononuclear cells: distribution of cells in FSC-SSC coordinates 
(A1), the gate contains mononuclear cells; in coordinates CD45-CD14; in coordinates CD3-CD56. Graphs A2 and A3 represent isotype controls, 
graphs A4 and A5 reflect the distribution of cells treated with antibodies. In graph A5, the upper left quadrant contains NK cells, the upper right 
quadrant contains NKT cells, and the lower right quadrant contains T lymphocytes. B, expression of CD16 and NKG2D receptors by NK cells: 
distribution of cells in CD16-NKG2D coordinates; on the CD16 histogram; on the NKG2D histogram. Graphs B1, B2, B3 represent isotype controls, 
graphs B4, B5, B6 reflect the distribution of cells treated with antibodies. C, expression of CD16 and NKG2D receptors by NKT cells: distribution 
of cells in CD16-NKG2D coordinates; on the CD16 histogram; on the NKG2D histogram. Graphs C1, C2, C3 represent isotype controls, graphs 
C4, C5, C6 reflect the distribution of cells treated with antibodies. D, expression of NKG2D receptors by T cells: distribution of cells on the NKG2D 
histogram. Graph D1 represents the isotype control, graphs D2 reflect the distribution of cells treated with antibodies. 
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Рисунок 2. Интенсивность экспрессии NKT-клетками периферической крови рецепторов NKG2D (А) и CD16 (Б)
Примечание. Статистическая значимость различий: * – p < 0,05.
Figure 2. Intensity of expression of NKG2D (A) and CD16 (B) receptors by peripheral blood NKT cells
Note. Statistical significance of differences: *, p < 0.05.

Рисунок 3. Относительное количество CD16+NK-клеток 
периферической крови
Примечание. Статистическая значимость различий: 
* – p < 0,05; ** – p < 0,01. 
Figure 3. Relative numbers of peripheral blood CD16+NK cells
Note. Statistical significance of differences: *, p < 0.05; **, p < 0.01.

Рисунок 4. Относительное количество CD16+NKG2D-NK-
клеток периферической крови
Примечание. Статистическая значимость различий: 
* – p < 0,05; ** – p < 0,01.
Figure 4. Relative number of CD16+NKG2D-NK cells in 
peripheral blood
Note. Statistical significance of differences: *, p < 0.05; **, p < 0.01.
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Рисунок 5. Интенсивность экспрессии NK-клетками периферической крови рецепторов NKG2D (А) и CD16 (Б)
Примечание. Статистическая значимость различий: * – p < 0,05.
Figure 5. Intensity of expression of NKG2D (A) and CD16 (B) receptors by peripheral blood NK cells
Note. Statistical significance of differences: *, p < 0.05.

Обсуждение
Учитывая возможный вклад иммунной систе-

мы в развитие репродуктивных патологий, пред-
принимаются  попытки  выявления  взаимосвязи 
содержания иммунных клеток в периферической 
крови  и  эндометрии  с  патогенезом  бесплодия  и 
неудачами программ ВРТ. Например, Sacks G. и 
соавт. установили повышенное содержание NK-
клеток  в  периферической  крови  у  пациенток  с 
многократными  неудачами  ВРТ  [28].  Santillan  I. 
и  соавт.  показали,  что  количество  NK-клеток  в 
периферической  крови  и  образцах  эндометрия 
повышено у пациенток с повторными неудачами 
имплантации  неясного  генеза  [29].  По  данным 
Hosseini S. и соавт., у женщин с бесплодием ко-
личество  NKT-клеток  периферической  крови 
было снижено по сравнению с группой здоровых 
небеременных  женщин  [11].  При  этом  количе-
ство  NKT-клеток  в  менструальной  крови  было 
снижено  при  бесплодии  как  по  сравнению  с 
группой контроля, так и по сравнению с группой 
привычного  НБ  [11].  Продемонстрировано  так-
же,  что  содержание  CD56dimCD16bright NK-клеток 
и CD3+Т-лимфоцитов снижено в менструальной 
крови при бесплодии по сравнению со здоровы-
ми фертильными женщинами [38].

В  настоящей  работе  нами  проведен  анализ 
экспрессии рецепторов, связанных с реализаци-
ей  цитотоксических  свойств  (CD16  и  NKG2D), 

клетками  иммунной  системы  периферической 
крови.  Нами  установлено,  что  у  женщин  с  бес-
плодием  содержание  в  периферической  крови 
NK-клеток,  NKT-клеток  и  Т-лимфоцитов  не 
отличалось  от  соответствующих  показателей 
группы контроля. Не было выявлено изменений 
количества  NKG2D+Т-лимфоцитов  и  интенсив-
ности  экспрессии  ими  NKG2D.  В  работе  нами 
была  выявлена  сниженная  интенсивность  экс-
прессии  NKG2D  NKT-клетками  у  пациенток  с 
первичным бесплодием по сравнению со здоро-
выми небеременными женщинами. 

Экспрессия  рецептора  NKG2D  была  ранее 
продемонстрирована  для  NKT-клеток  перифе-
рической  крови  [12].  Кроме  того,  инкубация 
мононуклеарных клеток в присутствии IL-2 ин-
дуцировала экспрессию NKG2D NKT-клетками, 
в  результате  связывания  этого  рецептора  NKT-
клетки  синтезировали  IFNγ  и  дегранулировали, 
вызывая  гибель  клеток-мишеней  [42].  Проде-
монстрировано, что IL-15 также вызывает повы-
шение  экспрессии  NKG2D  NKT-клетками  [12], 
секреция  этого  цитокина  показана  в  дециду-
альной оболочке [31]. В первом триместре бере-
менности  децидуальные  CD14+  и  CD3+  клетки 
экспрессируют  лигнад  NKG2D  –  ULPB-1  [20]. 
Как  упоминалось  ранее,  иммуногистохимиче-
ское  исследование  плаценток  третьего  триме-
стра  показало  экспрессию  ULPB-1,  при  этом 
повышение  экспрессии  ULBP1  клетками  пла-
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центы в третьем триместре было ассоциировано 
с  преэклампсией  [18].  Соответственно,  в  эндо-
метрии  и  децидуальной  оболочке  присутствуют 
клетки  (Т-лимфоциты,  моноциты/макрофаги, 
трофобласт),  которые  могут  связывать  рецептор 
NKG2D.

Среди  растворимых  факторов,  секретиру-
емых  клетками  плаценты  при  беременности, 
присутствует  IL-15  [16].  Показано,  что  этот  ци-
токин  усиливает  экспрессию  NKT-клетками 
периферической  крови  рецептора  NKG2D  [12]. 
При исследовании функциональной активности 
NK-клеток установлено, что клетки трофобласта 
линий  JEG-3  и  JAR  влияют  на  продукцию  NK-
клетками  цитокинов  [36].  В  настоящей  работе 
сниженная  интенсивность  экспрессии  NKG2D 
NKT-клетками  была  установлена  в  группе  па-
циенток  с  первичным  бесплодием,  у  которых  в 
анамнезе  отсутствовали  беременности  и,  соот-
ветственно, не было предшествовавших контак-
тов  с  клетками  трофобласта.  Можно  предполо-
жить, что цитокины микроокружения, например, 
IL-15,  а  также  контакт  с  клетками  трофобласта, 
регулируют не только активность NK-клеток, но 
и экспрессию рецептора NKG2D NKT-клетками.

Ранее  нами  продемонстрировано,  что  у  жен-
щин при первичном и при вторичном бесплодии 
по  сравнению  со  здоровыми  небеременными 
женщинами  в  периферической  крови  снижено 
содержание  CD16+CD107a+NK-клеток  [2].  Ре-
цептор  CD16  маркирует  дифференцированную 
популяцию NK-клеток, обладающую цитотокси-
ческими свойствами [26]. Для дифференцирован-
ных NK-клеток характерна экспрессия цитоток-
сических  рецепторов,  в  том  числе  NKG2D  [26]. 
Однако  в  ходе  эксперимента  по  дифференци-
ровке NK-клеток из плюрипотентных стволовых 
клеток  in vitro  были  получены  популяции  NK-
клеток, как с наличием, так и с отсутствием экс-
прессии CD16 (CD56+CD16- и CD56+CD16+) [7]. 
Обе популяции NK-клеток экспрессировали ци-
тотоксические рецепторы KIR и NCR, содержа-
ли  гранзимы  и  реализовывали  цитотоксичность 
в  отношении  клеток-мишеней  [7].  Кроме  того, 
ранее нами установлено параллельное снижение 
количества NK-клеток, представляющих так на-
зываемые  «регуляторную»  (CD56brightCD16dim)  и 
«цитотоксическую»  (CD56dimCD16bright)  популя-
ции  при  бесплодии  и  НБ  по  сравнению  с  бес-
плодием  без  НБ  в  анамнезе  [2].  В  связи  с  этим 
в  настоящей  работе  была  проанализирована 
интенсивность  экспрессии  рецепторов  CD16  и 
NKG2D всей популяцией NK-клеток.

Нами  установлено  снижение  интенсивности 
экспрессии CD16 NK-клетками периферической 
крови у пациенток с бесплодием и НБ в анамне-
зе.  Для  этой  группы  также  выявлено  снижение 

относительного  количества  CD16+NK-клеток 
и CD16+NKG2D-NK-клеток, в то время как ин-
тенсивность  экспрессии  рецептора  NKG2D 
не  различалась  между  группами.  При  анализе 
корреляций  установлена  сильная  положитель-
ная  связь  между  изменением  количества  NK-
клеток  с  фенотипами  CD16+  и  CD16+NKG2D-, 
что  позволяет  говорить  о  снижении  количества 
CD16+NK-клеток  преимущественно  за  счет 
клеток,  не  экспрессирующих  цитотоксический 
рецептор  NKG2D.  В  литературе  описано,  что 
секреторные  факторы  децидуальных  стромаль-
ных  клеток  стимулируют  снижение  экспрессии 
CD16 NK-клетками децидуальной оболочки [45]. 
Показано,  что  TGFβ,  секретируемый  клетками 
трофобласта,  стимулирует  снижение  CD16  NK-
клетками периферической крови [15]. Gamliel M. 
и соавт. установили, что NK-клетки в результате 
многократных контактов с клетками трофобласта 
в ходе предшествовавших беременностей форми-
руют особую популяцию NK-клеток, способную 
с быстрой индукции секреции VEGF и IFNγ [8]. 
Однако  при  оценке  фенотипа  этой  популяции 
NK-клеток были использованы только три спец-
ифичности  CD3,  CD56  и  NKG2C  [8].  В  другом 
исследовании  для  популяции  NK-клеток  с  ха-
рактеристиками,  присущими  клеткам-памяти, 
была  установлена  высокая  экспрессия  CD16  и 
NKG2D [19]. В связи с этим полученные нами ре-
зультаты о сниженной экспрессии NK-клетками 
CD16 у пациенток с бесплодием и НБ в анамнезе 
можно рассматривать, как нарушение функцио-
нальной дифференцировки NK-клеток, возмож-
но, связанное с неадекватным взаимодействием с 
клетками  трофобласта  в  результате  предшество-
вавших беременностей. 

Заключение
Таким  образом,  нами  выявлены  изменения 

экспрессии  рецепторов  CD16  и  NKG2D  NK-
клетками  и  NKT-клетками  периферической 
крови у пациенток с бесплодием. Первичное бес-
плодие было ассоциировано со сниженной интен-
сивностью  экспрессии  NKG2D  NKT-клетками, 
что может быть обусловлено отсутствием в анам-
незе  имплантаций  эмбриона  и,  соответственно, 
отсутствием влияния цитокинового и клеточного 
микроокружения, характерного для первого три-
местра беременности. Для женщин с вторичном 
бесплодием  и  НБ  в  анамнезе  показано  сниже-
ние  экспрессии  NK-клетками  рецептора  CD16, 
которое может являться отражением нарушения 
функциональной дифференцировки NK-клеток. 
Перспективно  дальнейшее  исследование  спосо-
бов  регуляции  процесса  дифференцировки  NK-
клеток  и  модулирования  их  функциональных 
свойств.
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