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РЕГУЛЯТОРНЫЕ Т?КЛЕТКИ
С СУПРЕССОРНОЙ АКТИВНОСТЬЮ
ПРИ ХИРУРГИЧЕСКОМ СЕПСИСЕ
Курганова Е.В., Тихонова М.А., Стрельцова Е.И.*,
Останин А.А., Черных Е.Р., Козлов В.А.

ГУ НИИ Клинической Иммунологии СО РАМН, Новосибирск;
∗
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Резюме. Работа посвящена изучению особенностей функционирования регуляторных Т+клеток с суп+
рессорной активностью при хирургическом сепсисе. Показано, что у больных сепсисом со сниженной
Т+клеточной пролиферацией наблюдается увеличение относительного количества CD4+CD25+ лимфо+
цитов, в том числе CD4 клеток с высокой экспрессией CD25 молекул. При этом между содержанием
CD4+CD25+high клеток и пролиферативной активностью мононуклеарных клеток (МНК) больных выяв+
лена обратная корреляционная взаимосвязь. Увеличение доли CD4+CD25+ клеток ассоциируется с по+
явлением супрессорной активности МНК, которая частично отменяется  в присутствие экзогенного
IL+2. В свою очередь истощение CD25+позитивных клеток приводит к усилению пролиферативной ак+
тивности Т+лимфоцитов. Следовательно, снижение Т+клеточной пролиферации при сепсисе сопряжено
с накоплением естественных регуляторных Т+клеток (Trn). Наряду с этим получены данные о способно+
сти МНК больных опосредовать супрессорную активность через продукцию растворимых факторов,
в частности, IL+10. Так, у больных отмечается повышенный уровень продукции IL+10 и увеличение доли
СD4 Т+лимфоцитов с внутриклеточным содержанием IL+10, а нейтрализующие антитела к IL+10 час+
тично отменяют супрессорную активность супернатантов МНК. Данные факты позволяют предполо+
жить, что наряду с Trn важную роль в иммунопатогенезе сепсиса играют также индуцибельные супрес+
сорные Т+клетки (Tr1).
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REGULATORY TSCELLS WITH SUPPRESSIVE ACTIVITY IN SURGICAL SEPSIS
Abstract. Present work aims to investigate functioning of the regulatory T+cells with suppressor activity in

surgical sepsis. It has been shown that the septic patients with decreased T cell proliferation are characterized by
enhanced relative contents of СD4+СD25+ lymphocytes, including СD4+CD25high. Moreover, a reverse correla+
tion has been revealed between СD4+CD25high and anti+CD3+induced proliferative response of mononuclear cells
(MNC).

Increased ratio of СD4+СD25+ cells is associated with arising suppressive activity of MNC, which is partially
abrogated by addition of rIL+2. It should be noted that the depletion of CD25+ subpopulation is accompanied by
increased T cell proliferation. Hence, a decrease in T cell proliferative activity in surgical sepsis is coupled with
naturally occurring СD4+СD25+ regulatory T+cells (Trn).

Furthermore, it has been demonstrated that the suppressive activity of MNCs in septic patients is medi+
ated by soluble factors, in particular, IL+10. Indeed, septic patients are characterized by increased level of
IL+10 production and enhanced number of CD4+IL+10+ T+cells. Addition of neutralizing anti+IL+10 anti+
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body partially abrogated the suppressive activity of
MNC supernatants. Thus, our study demonstrated
that inducible regulatory T cells (Tr1) coupled to
the naturally occurring СD4+СD25+ regulatory T+
cells (Trn) actively contribute to genesis of immune
pathology in sepsis. (Med. Immunol., 2006, vol.8,
№ 1, pp 51$60)
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Введение
Течение гнойно+септических заболеваний (ГСЗ)

у больных хирургического профиля, особенно на
фоне развития синдрома полиорганной недостаточ+
ности сопряжено с развитием иммунодепрессии,
выраженность которой во многом определяет небла+
гоприятный исход заболевания [1, 13]. Формирова+
ние иммунной недостаточности при ГСЗ может быть
обусловлено дисбалансом цитокинов за счет  доми+
нирования продукции противовоспалительных/
иммуносупрессорных медиаторов в популяции мо+
ноцитов/макрофагов и Th1→Th2 переключения, а
также повышенной гибелью иммунокомпетентных
клеток вследствие апоптоза [4, 5, 8] . Кроме того,
имеются основания полагать, что определенную
роль в развитии иммунной недостаточности могут
играть регуляторные Т+клетки с супрессорной ак+
тивностью. Так, согласно проведенным нами ранее
исследованиям и данным литературы пролифера+
тивная активность Т+клеток и продукция  IL+2 при
стимуляции через Т+клеточный рецептор при ГСЗ
существенно снижены, что указывает на состояние
анергии Т+лимфоцитов. Причем категория больных
с анергией Т+клеток характеризуется более выра+
женной иммуносупрессией и тяжестью течения бак+
териальной инфекции по сравнению с оппозитной
группой [1, 2, 3, 13]. Характерно, что анергии при
ГСЗ подвержены CD4 Т+клетки. Поскольку регуля+
торные CD4 Т+клетки c супрессорной активностью
также характеризуются состоянием анергии [12, 22],
можно полагать, что накапливающиеся анергичные
Т+лимфоциты при ГСЗ могут включать субпопуля+
цию регуляторных Т+клеток.

В настоящее время выделяют две категории ре+
гуляторных Т+клеток. К первым относят субпопу+
ляцию естественных регуляторных CD4+ Т+клеток
(Trn), образующихся в тимусе, характеризующих+
ся высокой экспрессией на своей поверхности ре+
цепторов к α+цепи IL+2 (CD25) и подавляющих им+
мунный ответ через прямое контактное взаимодей+
ствие с клетками+мишенями [6, 9, 7, 28] . Супрессор+
ная активность указанных клеток может быть ниве+
лирована in vitro добавлением больших доз экзоген+
ного IL+2, IL+15 или анти+CD28+антител [9, 26]. Вто+
рая категория представлена индуцибельными регу+
ляторными CD4 Т+клетками, которые формируют+
ся на периферии и опосредуют свое действие через
продукцию регуляторных факторов. Примером та+
ких клеток являются так называемые регуляторные
Т+клетки 1 типа (Tr1). Их супрессорный эффект
реализуется через продукцию IL+10 [14, 20]. Повы+
шенный уровень регуляторных Т+клеток с супрес+
сорной активностью выявлен при онкологических
заболеваниях и некоторых формах хронической ви+
русной инфекции [7, 23, 24, 30]. Однако роль их в
патогенезе тяжелых и генерализованных форм вне+
клеточной бактериальной инфекции остается до сих

пор не изученной. Исходя из вышесказанного, на+
стоящая работа была нацелена на изучение особен+
ностей функционирования естественных и индуци+
бельных регуляторных Т+клеток при гнойно+септи+
ческой патологии.

Материалы и методы
В исследование были включены 54 больных с

хирургическим сепсисом (57/43% мужчин и жен+
щин, средний возраст 47,1 ± 3,6 лет). В сформиро+
ванной группе у 41 пациента (76%) регистрировали
абдоминальный, и у 5 (9%) – ангиогенный сепсис.
Оставшиеся 8 больных (15%) были оперированы по
поводу гнойно+деструктивных заболеваний бронхо+
легочного аппарата (абсцедирующая пневмония,
пиопневмоторакс) и средостения (медиастенит).
Диагностика сепсиса в соответствии с рекоменда+
циями Чикагской согласительной конференции ос+
новывалась на выявлении 2 и более признаков син+
дрома системной воспалительной реакции при на+
личии очага инфекции. Контрольную группу соста+
вили 64 здоровых донора крови, сопоставимых по
полу и возрасту. Обследование всех пациентов про+
водилось при получении информированного согла+
сия.

Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли из
гепаринизированной венозной крови центрифуги+
рованием в градиенте плотности фиколла+верогра+
фина. Клетки в концентрации 0,1х106/лунку куль+
тивировали в 96+луночных круглодонных  планше+
тах для иммунологических исследований в среде
RPMI+1640 (Sigma, США), дополненной 0,3 мг/мл
L+глютамина, 5мМ HEPES+буфера, 100 мкг/мл ген+
тамицина и 10% инактивированной сыворотки до+
норов АВ(IY) группы крови при 37оС в СО2+инку+
баторе. Для стимуляции клеток использовали мо+
ноклональные анти+CD3 антитела ICO+90 (анти+
CD3, «Медбиоспектр», Москва) в концентрации
1 мкг/мл или стафилококковый энтеротоксин В
(SEB, Sigma, США) в концентрации 200 нг/мл. Ин+
тенсивность пролиферации оценивали радиометри+
чески по включению 3H+тимидина (1 мкКю/лунку),
вносимого за 18 ч до окончания культивирования.
В ряде экспериментов культивирование клеток про+
водили в присутствии IL+2 в указанной концентра+
ции (10, 50 и 100 МЕ/мл «Ронколейкин», «Биотех»,
СПб). Относительное содержание CD4+CD25+

Т+клеток определяли методом проточной цитофлю+
ориметрии на лазерном клеточном сортере+анали+
заторе FACSCalibur (Becton Dickinson, США) с ис+
пользованием FITC+меченных анти+CD4 мАТ
(«Сорбент+сервис», Москва) и меченных фикоэрет+
рином анти+CD25 антител (BD PharMingen, San
Diego, США).

Для удаления CD25+ лимфоцитов мононуклеар+
ные клетки обрабатывали очищенными мышины+
ми анти+CD25 антителами (Becton Dickinson,
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США), затем инкубировали 30 минут с магнитны+
ми бусами М+450, нагруженными бараньими IgG
антителами против мышиных иммуноглобулинов
(Dynal), и далее производили разделение клеток на
колонке.

Для  оценки супрессорной активности регулятор+
ных клеток их смешивали с МНК доноров (0,1х106/
лунку) в соотношении 1:1 и оценивали пролифера+
тивный ответ последних на анти+CD3 антитела в 3+
суточных культурах. Источником регуляторных
клеток служили МНК больных сепсисом, преинку+
бированные в течение 48 часов в присутствии или
отсутствии анти+CD3 (1мкг/мл). Перед добавлени+
ем к отвечающим клеткам преинкубированные
МНК обрабатывали в течение 45 минут при 37оС
митомицином С (40мкг/мл; Serva, Feinbiochemica,
Heidelberg, Германия). Индекс супрессорной актив+
ности рассчитывали по формуле (1 – А/Б) х 100%,
где А – анти+CD3+стимулированный пролифератив+
ный ответ (имп/мин) в опыте (культуры отвечаю+
щих клеток, содержащие клетки+регуляторы); Б –
анти+CD3+стимулированный пролиферативный от+
вет в контроле (культуры, содержащие только отве+
чающие клетки). В этой же серии экспериментов
оценивали способность 48 часовых супернатантов
больных подавлять пролиферативный ответ отвеча+
ющих клеток. Для этого супернатанты стимулиро+
ванных и нестимулированных МНК больных (50µl,
30% v/v) добавляли в культуры анти+CD3+стиму+
лированных МНК доноров (0,1х106/лунку) и рас+
считывали процент супрессии.

Для исследования роли IL+10 в реализации суп+
рессорной активности супернатантов в ряде экспе+
риментов оценивали влияние нейтрализующих
анти+IL+10 антител (20нг/мл, R&D systems, США)
на выраженность супрессии в культурах МНК до+
норов. Уровень продукции IL+10 в 48 часовых су+
пернатантах нестимулированных и анти+CD3 сти+
мулированных МНК оценивали методом проточной
флюориметрии на 2+х лучевом лазерном автомати+
зированном анализаторе (BioPlex Protein Assay
System, Bio+Rad, США, определяемый динамичес+
кий диапазон 2 – 32000 пкг/мл) с использованием
коммерческих тест+систем в соответствии с инструк+
цией фирмы+производителя.

Определение экспрессии внутриклеточных ци+
токинов (IL+10, IFNγ, IL+4) в МНК периферичес+
кой крови проводили методом проточной цито+
метрии (FACSCalibur, Becton Dickinson). С целью
селективной активации Т+клеток и индукции син+
теза цитокинов МНК культивировали в 24+луноч+
ных планшетах в течение 4 ч в присутствии фор+
болмиристатацетата (РМА, 30 нг/мл, ICN) и ионо+
мицина (2мкМ, ICN), а также брефелдина А
(10мкг/мл, ICN, блокатора транспорта протеинов
из аппарата Гольджи), затем клетки инкубирова+
ли с моноклональными антителами к поверхнос+

тным маркёрам (CD3+APC, CD4+PerCP, CD25+
FITC). После пермеабилизации клеток c 0,2% ра+
створом Твин+20 их инкубировали с моноклональ+
ными анти+IL+10 антителами, коньюгированными
с фикоэретрином (BD PharMingen, San Diego,CA,
США), или с моноклональными анти+IFNγ, конь+
югированными с FITC, и с анти+IL+4 антителами,
меченными PE (Becton Dickinson). Образцы ана+
лизировали на проточном цитометре с использо+
ванием программы Cellquest. Относительное ко+
личество клеток с внутриклеточным IL+10 в по+
пуляциях CD4+ и CD4+ Т+клеток, в субпопуляци+
ях CD4+CD25+ и CD4+CD25+, оценивались по па+
раметрам прямого (FSC) и бокового (SSC) свето+
рассеяния. Аналогично оценивали относительное
количество IL+4 и IFNγ экспрессирующих клеток
в популяции CD4+Т+лимфоцитов.

Математическая обработка полученных резуль+
татов проводилась методами описательной, пара+
метрической и непараметрической статистики на
персональном компьютере с использованием про+
граммы «Statistica 5.0».

Результаты
Пролиферативный ответ МНК
на митогенную стимуляцию

Проведенными ранее исследованиями было пока+
зано, что у больных сепсисом пролиферативный от+
вет лимфоцитов при стимуляции через Т+клеточный
рецептор анти+CD3 антителами или стафилококко+
вым энтеротоксином B (SEB) снижен. Причем при
индивидуальном анализе выделяется группа больных
с выраженным угнетением  пролиферации (более чем
в 2 раза), которая характеризуется более тяжелым
течением и менее благоприятным прогнозом [3]. Дан+
ная категория больных была отобрана для изучения
регуляторных Т+клеток с супрессорной активностью.
Интенсивность пролиферативного ответа на aнти+
CD3 в сформированной группе (n=54) варьировала
в диапазоне от 309 до 16640 имп/мин, составляя в
среднем 9600 ± 700 имп/мин, что указывало на со+
стояние анергии Т+клеток. Поскольку пролифератив+
ная активность анергичных Т+клеток может быть ча+
стично или полностью восстановлена в присутствии
экзогенного IL+2 [26], мы исследовали влияние ре+
комбинантного IL+2 на уровень пролиферации у
больных со сниженным анти+CD3 ответом. Добавле+
ние IL+2 в субоптимальной дозе (25 МЕ/мл) приво+
дило к усилению ответа у 76% (41/54) обследован+
ных пациентов. В результате интенсивность ответа в
целом по группе возрастала с 9600±700 до 14640±1170
имп/мин (pU=0,0001). Следовательно, анергия Т+кле+
ток у больных сепсисом является обратимым состо+
янием и может быть преодолена с помощью экзоген+
ного IL+2.

Регуляторные Т�клетки при сепсисе
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CD4+CD25+ естественные  регуляторные клетки
у больных сепсисом

Согласно данным литературы состояние анергии
является характерным свойством субпопуляции ес+
тественных регуляторных СD4+клеток, ко+экспрес+
сирующих рецептор к IL+2 (CD4+CD25+). Поэтому
представлял большой интерес анализ количествен+
ного содержания CD4+CD25+ клеток у больных сеп+
сисом. У здоровых доноров количество CD4+CD25+

клеток варьировало от 1,0% до 10%, составляя в
среднем 4,96±0,41% (n=37), что согласуется с дан+
ными литературы [9, 31] . В группе «анергичных»
больных с хирургическим сепсисом относительное
количество CD4+CD25+ клеток в периферической
крови варьировало от 3,9 до 20,1%, составляя в сред+
нем 11,6±0,8%, что более чем в 2 раза превышало
средний нормативный уровень (PU=0,0001).

Следует отметить, что субпопуляция CD4+CD25+

клеток является гетерогенной по интенсивности
экспрессии CD25 и функциональной активности.
Причем супрессорной активностью обладают пре+
имущественно CD4 Т+клетки с высокой экспресси+
ей CD25 – так называемые CD4+CD25high клетки [7].
Поэтому на следующем этапе был проведен сравни+
тельный анализ содержания именно этой субпопу+
ляции клеток. В группе здоровых доноров относи+
тельное количество CD4+CD25high варьировали от
0,25 до 1,38%, составляя в среднем 0,88±0,09%
(n=12). У больных с анергией Т+клеток содержание
данной субпопуляции колебалось от 0,43 до 5,0%,
превышая в среднем в 2,5 раза аналогичный показа+
тель у доноров (2,21±0,38%; n=13; pU=0,0019). Ин+
тересно, что при проведении корреляционного ана+
лиза интенсивность aнти+CD3+идуцированной про+
лиферации МНК обратно коррелировала только с
субпопуляцией CD4+CD25high клеток (r=+0,56;
p<0,05), но не c общей субпопуляцией CD4+CD25+

Т+клеток. Таким образом, можно полагать, что уг+
нетение пролиферативного ответа в группе «анер+
гичных» больных ассоциируется с накоплением ес+
тественных регуляторных клеток.

Для выяснения причастности CD25+позитивных
регуляторных Т+клеток к негативной регуляции от+
вета на анти+CD3 было исследовано влияние исто+
щения CD25+  клеток на уровень анти+CD3+инду+
цированной пролиферации в культурах МНК здо+
ровых доноров и больных сепсисом (рис.1). Эффек+
тивность деплеции CD25 клеток оценивалась по
относительному количеству CD4+CD25+ клеток до
и после разделения МНК на колонке с магнитными
бусами. Количество CD4+CD25+ клеток после уда+
ления фракции CD25+позитивных лимфоцитов сни+
жалось с 9,62±2,46% до 2,4±0,76% (n=4; p<0,05) в
группе больных и с 3,86±0,39% до 0,99±0,43% (n=5;
p<0,001) в группе здоровых доноров. Известно, что
максимальный ответ при стимуляции анти+CD3

регистрируется на 3 сутки, в то время как к 6 суткам
уровень пролиферации снижается, что может быть
связано с активацией регуляторных Т+клеток. По+
этому анализ пролиферативного ответа проводили
в 3+ и 6+суточных культурах МНК. Истощение
CD25+позитивных клеток у здоровых доноров со+
провождалось тенденцией к увеличению пролифе+
ративного ответа МНК на 3 сутки, однако наиболее
выраженное и значимое усиление ответа по сравне+
нию с культурами несепарированных МНК отмеча+
лось на 6 сутки. Так, пролиферативный ответ МНК
после удаления CD25+клеток возрастал в 3 раза
(p=0,0006). В то же время интенсивность пролифе+
рации в культурах, обогащенных CD25+ лимфоци+
тами (клетки, элиюрованные с колонки) была прак+
тически полностью ингибирована как на 3, так и на
6 сутки.

У больных сепсисом с исходно низким пролифе+
ративным ответом на 3 сутки истощение CD25+по+
зитивных клеток во всех 4 экспериментах приводи+
ло к достоверному усилению анти+CD3+стимулиро+
ванной пролиферации, которая в культурах СD25+
истощенных клеток была в среднем в 3,5 раза выше
по сравнению с пролиферативным ответом несепа+
рированных МНК (pU=0,049). Следовательно, мож+
но предположить, что анти+CD3+стимулированный
ответ находится под контролем регуляторных Т+
клеток, ко+экспрессирующих CD25 молекулы. У
здоровых доноров эти клетки принимают участие в
ограничении ответа Т+клеток при стимуляции че+
рез Т+клеточный рецептор, а у больных сепсисом в
силу увеличения их численности детерминируют
подавление пролиферации Т+клеток.

Поскольку МНК больных являются источником
повышенного содержания CD4+CD25+ клеток, в сле+
дующей серии экспериментов была также исследо+
вана супрессорная активность МНК «анергичных»
больных в сравнении с таковой у здоровых доноров.
Для этого оценивали влияние нестимулированных
и активированных анти+CD3 в течение 48 ч МНК
больных на интенсивность aнти+CD3+стимулиро+
ванной пролиферации МНК здоровых доноров.
Нестимулированные и активированные анти+CD3
МНК больных перед внесением в культуры МНК
доноров обрабатывали митомицином С. Как следу+
ет из данных рис.2, нестимулированные МНК до+
норов практически не обладали супрессорной актив+
ностью, в то время как МНК больных подавляли
интенсивность пролиферации МНК доноров в сред+
нем на 42%. Индивидуальный анализ данных пока+
зал, что супрессорная активность более 20% выяв+
лялась у 8 из 9 (89%) больных, тогда как в группе
доноров (n=8) не встречалась ни у одного индиви+
дуума. После активации анти+CD3+антителами суп+
рессорная активность МНК больных возрастала с
42% до 54%, (n=7, р=0,04) и была достоверно выше,
чем у здоровых доноров (pU=0,015). Характерно, что
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супрессорная активность анти+CD3+стимулирован+
ных МНК, проанализированная в группе 15 боль+
ных сепсисом (в том числе 8 «ареактивных» и 7 «ре+
активных» пациентов), коррелировала с относитель+
ным содержанием CD4+CD25+ клеток (r=0,55;
p=0,03).

Известно, что супрессорная активность, опосре+
дованная Trn клетками, может  нивелироваться при
добавлении экзогенного IL+2. Поэтому следующим
этапом нашей работы стало исследование влияния
IL+2 на супрессорную активность МНК анергичных
больных. Как следует из данных рис. 3, добавление
в тест культуры IL+2 уменьшало супрессорную ак+
тивность нестимулированных и aнти+CD3+активи+
рованных МНК в среднем на 14+36% и 25+45%, со+
ответственно. Подавление супрессорной активнос+
ти МНК наблюдалось уже при добавлении IL+2 в
концентрации 10 МЕ/мл, и было максимальным при
использовании IL+2 в дозе 50 МЕ/мл. Следователь+
но, добавление экзогенного IL+2 частично уменьша+
ет супрессорную активность МНК, но не отменяет
ее полностью. Полученные результаты о повышен+
ном содержании CD4+CD25+ Т+клеток, наличии
супрессорной активности МНК у этих пациентов и
ее снижение в присутствии экзогенного IL+2 свиде+
тельствуют о возможной роли Trn в угнетении про+
лиферативной активности Т+клеток у больных хи+
рургическим сепсисом с Т+клеточной анергией.

Tr1 клетки у больных сепсисом
Наряду с Trn супрессорной активностью среди

анергичных CD4 Т+клеток могут обладать индуци+
бельные регуляторные Т+клетки + Tr1. Супрессор+
ная активность указанных клеток реализуется че+
рез продукцию растворимых факторов, в частности
IL+10. Поэтому далее мы исследовали, может ли суп+
рессорная активность МНК «анергичных» больных
реализоваться через продукцию растворимых фак+
торов, для чего проанализировали влияние супер+
натантов (30%, v/v) МНК больных на анти+CD3+
индуцированную пролиферацию Т+клеток здоровых
доноров. Оказалось, что в преобладающем большин+
стве случаев (у 8 из 9 пациентов) супрессорной ак+
тивностью обладали не только сами клетки больных,
но и полученные от них 48+часовые супернатанты.
При этом выраженность супрессорной активности
растворимых факторов, продуцируемых нестимули+
рованными и анти+CD3+активированными МНК
больных, варьировала от 35 до 58%, что более чем в
2 раза превышало аналогичные показатели у здоро+
вых доноров (16 – 22%, рU<0,01).

Чтобы выяснить, связана ли супрессорная актив+
ность супернатантов с IL+10, на следующем этапе
исследовали уровень спонтанной и анти+CD3+сти+
мулированной продукции IL+10 в группе «анергич+
ных» больных и здоровых доноров. Анализ получен+

ных данных (табл. 1) показал, что спонтанная про+
дукция IL+10 у здоровых доноров практически со+
ответствовала пороговым значениям метода. У боль+
ных концентрация IL+10 в нестимулированных
культурах МНК была выше, однако не достоверно.
Стимуляции анти+CD3 сопровождалась усилением
продукции IL+10. При этом уровень стимулирован+
ной продукции IL+10 у больных был в 2 раза выше,
чем у доноров. Важно отметить, что увеличение
уровня IL+10 у больных сепсисом не было связано с
Th1→Th2 переключением. Так, исследование отно+
сительного количества СD4 Т+клеток с внутрикле+
точной экспрессией IFNγ и IL+4 показало, что по
сравнению с донорами у больных сепсисом регист+
рировалось одновременное снижение CD4 клеток с
внутриклеточной экспрессией IFNγ (14,8±4,1 vs
23,4±1,9% у доноров, p<0,05) и IL+4 (0,93±0,3 vs
3,2±0,35% у доноров; p<0,05). Следовательно, уве+
личение продукции IL+10 у анергичных больных
могло быть обусловлено увеличением доли Tr1 кле+
ток. Чтобы оценить возможную роль IL+10 в реали+
зации супрессорной активности, в следующей серии
экспериментов исследовали влияние нейтрализую+
щих анти+IL+10 антител на супрессорную актив+
ность супернатантов, полученных от нестимулиро+
ванных МНК больных. Добавление анти+IL+10 ан+
тител в концентрации 20 мкг/мл снижало супрес+
сорную активность анализируемых супернатантов
в среднем с 55±6 до 44±6% (n=7; p<0,05). Следова+
тельно, IL+10 играет, по+видимому, существенную
роль в опосредовании супрессорной активности
МНК больных, хотя является не единственным ме+
диатором супрессии.

Чтобы убедиться, что супрессорная активность,
опосредованная IL+10, связана именно с субпопуля+
цией Tr1 клеток, далее мы исследовали относитель+
ное количество CD4 Т+клеток с внутриклеточной
экспрессией IL+10. У здоровых доноров относитель+
ное содержание CD4+IL+10+ клеток составляло в
среднем 0,61±0,09% (n=15). Доля указанной субпо+
пуляции у больных варьировала от 0,21 до 5,66%, и
в среднем в 3 раза превышала аналогичный показа+
тель доноров (2,11±0,23%; n=13, pU=0,0005). Следо+
вательно, можно полагать, что Tr1 клетки принима+
ют участие в IL+10+опосредованной супрессии у
больных сепсисом с Т+клеточной анергией. Следу+
ет отметить, что до настоящего времени не опреде+
лены специфические фенотипические маркеры, по+
зволяющие идентифицировать регуляторные Т+
клетки, в том числе дифференцировать Trn и Tr1
клетки. Молекула CD25 не является специфичной
молекулой для Trn клеток и служит одновременно
маркером клеточной активации. В этой связи до сих
пор не ясно, являются ли Tr1 CD25+позитивными
клетками или они не несут указанный антиген [17].
Исследование IL+10 продуцирующих клеток в суб+
популяциях CD4+CD25+ и CD4+CD25+ показало,

Регуляторные Т�клетки при сепсисе
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Рис. 2. Супрессорная активность нестимулированных (МНК?0) и анти?CD3?активированных МНК (МНК?антиCD3) доноров и боль?
ных сепсисом. МНК больных и доноров культивировали в течение 48 ч в отсутствии и в присутствии антиXCD3 (1мкг/мл), отмывали RPMI,
обрабатывали митомицином С (40мкг/мл) и добавляли в соотношении 1:1 в культуры МНК здоровых доноров, стимулированных антиXCD3X
антителами. Интенсивность пролиферации оценивали на 3 сутки. Данные представлены в виде процента супрессии.
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Рис. 1. Влияние истощения/обогащения CD25+ лимфоцитов из популяции МНК  здоровых доноров и анергичных больных сеп?
сисом на уровень анти?CD3?стимулированного пролиферативного ответа. Несепарированные (белые), истощенные по CD25+ (серые)
и обогащенные CD25+ (черные столбики) популяции МНК здоровых доноров и больных стимулировали антиXCD3 антителами (1мкг/мл). ИнтенсивX
ность пролиферации оценивали на третьи (3) и шестые (6) сутки по включению 3НXтимидина. Результаты представлены в виде средних значений,
полученных от пяти доноров (А) и четырех больных (Б) в отдельных экспериментах.
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Табл.1. УРОВЕНЬ ПРОДУКЦИИ ILX10 В КУЛЬТУРАХ НЕСТИМУЛИРОВАННЫХ И АНТИXCD3XАКТИВИРОВАННЫХ МНК БОЛЬНЫХ
СЕПСИСОМ И ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ

Примечание: * XРu<0,05 – достоверность различий по сравнению с донорами, U – критерий ВилкоксонаXМаннаXУитни.

что IL+10++клетки выявлялись в равной степени как
среди СD4+CD25+, так и среди СD4+CD25+ клеток.
Однако количество их у больных сепсисом было до+
стоверно выше, чем у доноров. Так, относительное
количество IL+10+ клеток во фракции СD4+CD25+

составило соответственно 0,95±0,26% (n=13) vs
0,19±0,07% (n=7, pU=0,007), а во фракции
CD4+CD25+ клеток 1,0 ± 0,23% (n=13) vs 0,16 ± 0,06%
(n=6, pU=0,01). Следовательно, CD4+ IL+10 проду+
цирующие клетки, увеличение которых регистри+
руется при сепсисе, могут быть представлены как
СD25+, так и CD25+  Т+клетками.

Обсуждение
Полученные в целом данные впервые демонст+

рируют, что угнетение пролиферативной активнос+
ти Т+клеток при сепсисе ассоциировано с накопле+
нием регуляторных Т+клеток с супрессорной актив+
ностью. Согласно данным литературы регуляторные
Т+клетки представлены гетерогенной популяцией,
среди которой выделяют, по меньшей мере, есте+
ственные и индуцибельные регуляторные Т+клетки.
Одним из фенотипических признаков Trn является
экспрессия CD25 маркера, на основании
чего  данную субпопуляцию идентифицируют как
CD4+CD25+ [15, 27]. Причем в отличие от активи+
рованных Т+клеток, которые также экспрессируют
CD25, супрессорной активностью у человека обла+

дают CD4+ клетки, характеризующиеся высокой
экспрессией CD25 – так называемые CD4+CD25+high

[7]. Согласно полученным нами данным относитель+
ное количество CD4+CD25+ лимфоцитов, в том чис+
ле с высокой экспрессией CD25 молекул, у больных
с хирургическим сепсисом в группе ареактивных
пациентов значимо выше, что ассоциировано с по+
явлением выраженной супрессорной активности
МНК при их сокультивировании с клетками здоро+
вых доноров. Кроме того, удаление CD25+позитив+
ных лимфоцитов приводит к усилению пролифера+
тивной активности Т+клеток, а между содержанием
CD4+CD25+high клеток и пролиферативной активно+
стью в культурах анти+CD3+стимулированных
МНК у больных выявляется достоверная обратная
корреляционная связь. Все эти факты указывают на
то, что супрессорная активность МНК при сепсисе
реализуется с участием Trn. Как известно, супрес+
сорная активность CD4+CD25+ клеток связана с их
способностью подавлять продукцию IL+2 отвечаю+
щими клетками. Поэтому в присутствии экзогенно+
го IL+2 супрессорная активность CD4+CD25+ ниве+
лируется [9]. Проведенные нами исследования по+
казали, что добавление экзогенного IL+2 снижает
супрессорный эффект МНК больных, но не отме+
няет его полностью, что с одной стороны указыва+
ет на вовлечение Trn, а с другой + возможное при+
сутствие наряду с Trn других типов супрессорных
клеток, например Tr1.
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Рис. 3. Влияние IL?2 на супрессорную активность нестимулированных МНК (МНК?0) и активированных анти?СD3 МНК (МНК?
антиCD3) анергичных больных сепсисом. При совместном культивировании нестимулированных (или активированных) МНК  больных с МНК
доноров (в соотношении 1:1) добавляли ILX2 в разных концентрациях (10, 50 и 100 МЕ/мл) и оценивали пролиферативный ответ на стимуляцию
антиXCD3 антителами.

Концентрация IL-10 (пг/мл) Группы 
0 Aнти-СD3-антитела 

Доноры (n=8) 1,9 ± 0,95 32 ± 7,9 
Больные (n=7) 11,6 ± 6,8 61,4 ± 10,9* 
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Как известно, значительную роль в генерации и
реализации супрессорной активности Tr1 играет IL+
10 [20]. Поэтому добавление анти+IL+10 антител в
культуру блокирует генерацию Tr1 клеток и отменя+
ет их супрессорный эффект. При этом подобно Trn+
клеткам Tr1 характеризуются состоянием анергии,
т.е. не отвечают пролиферацией в ответ на стимуля+
цию через Т+клеточный рецептор [21, 25]. В настоя+
щей работе показано, что супрессорной активностью
у больных сепсисом со сниженной пролиферативной
активностью Т+клеток обладают не только сами
МНК, но и полученные от них супернатанты. При+
чем добавление нейтрализующих антител к IL+10
снижает супрессорную активность, опосредуемую
растворимыми факторами. Эти факты указывают на
возможное участие Tr1 в реализации иммуносупрес+
сии при сепсисе. Подтверждением данного предпо+
ложения являются полученные нами данные о повы+
шенном уровне продукции IL+10 и увеличением доли
CD4 Т+клеток с внутриклеточной экспрессией IL+10.
Усиление продукции IL+10 Т+клетками может быть
результатом Th1/Th2 переключения. Однако прове+
денные в работе исследования количественного со+
держания CD4 Т+клеток с внутриклеточной экспрес+
сией IL+4 и IFNγ показали, что анергии в группе аре+
активных больных сепсисом подвержены как Th1, так
и Th2 клетки. В этом случае CD4 Т+лимфоциты с
внутриклеточным содержанием IL+10 можно расце+
нивать как Tr1 клетки.

Одновременное увеличение естественных и ин+
дуцибельных регуляторных Т+клеток представляет+
ся вполне вероятным, поскольку указанные субпо+
пуляции Т+клеток находятся в тесных взаимоотно+
шениях [18] . Так, известно, что Trn способствуют
развитию анергии в популяции CD4+CD25+ клеток
[11] и индуцируют генерацию регуляторных Т+кле+
ток, опосредующих свою активность через продук+
цию IL+10 (Tr1) и TGF+β (Tr2) [10, 11, 16]. Какой из
типов регуляторных Т+клеток будет генерировать+
ся, в определенной степени зависит от экспрессии
интегринов на CD4+CD25+ регуляторных клетках
[17, 19]. Тот факт, что индуцированная супрессор+
ная активность может опосредоваться через TGF+β,
заслуживает на наш взгляд особого внимания [16] .
Возможно именно этим обстоятельством объясня+
ется неполное подавление супрессорной активнос+
ти Т+клеток больных сепсисом в присутствие нейт+
рализующих антител к IL+10.

Одной из серьезных проблем являются трудно+
сти в дифференцировании естественных и индуци+
рованных регуляторных клеток. Обе субпопуляции
представлены CD4 Т+клетками, находящимися в
состоянии анергии. В отношении экспрессии CD25
Tr1 клетками данные противоречивы. Некоторые
авторы полагают, что CD25 экспрессируется на ес+
тественных регуляторных Т+клетках и не экспрес+
сируется на Tr1 [27], тогда как другие  полагают, что

CD25 молекулы могут присутствовать на Tr1 клет+
ках [17]. Согласно полученным нами данным СD4
Т+клетки с внутриклеточной экспрессией IL+10
обнаруживаются как среди CD4+CD25+, так и
CD4+CD25+ клеток. Таким образом, маркер СD25 не
может использоваться для идентификации этих суб+
популяций. Одним из характерных признаков Trn
является экспрессия фактора транскрипции FoxP3
[29]. Однако проведенные впоследствии исследова+
ния показали, что FoxP3 также выявляется и в суб+
популяции индуцибельных регуляторных Т+клеток
и, следовательно, не может быть использован для
разграничения указанных субпопуляций регулятор+
ных клеток. Таким образом, прямых маркеров, по+
зволяющих точно разграничить количественное со+
отношение естественных и индуцибельных регуля+
торных Т+клеток на сегодняшний день не существу+
ет. Наиболее приемлемым подходом к идентифика+
ции Trn, исходя из результатов наших исследова+
ний, может быть подсчет CD4 Т+клеток с высокой
экспрессией CD25 в случае, если имеются прямые
или косвенные подтверждения их супрессорной ак+
тивности. В свою очередь Tr1 можно идентифици+
ровать по количеству CD4 Т+клеток с внутриклеточ+
ной экспрессией IL+10, если при этом Т+клетки ха+
рактеризуются выраженным угнетением пролифе+
ративной активности при стимуляции через Т+кле+
точный рецептор, и их супрессорная активность ре+
ализуется через растворимые факторы. Однако и эти
подходы, по+видимому, не позволяют однозначно
судить о количестве Trn и Tr1.

Вместе с тем можно с уверенностью утверждать,
что при сепсисе угнетение пролиферативного отве+
та Т+клеток при стимуляции анти+CD3 антителами
сопряжено с накоплением регуляторных Т+клеток,
обладающих свойствами как Trn, так и Tr1 клеток.
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