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изменения уровня 
экспрессии ряда 
поверхностных молекул 
лимфоцитов крови 
человека в условиях уф-
облучения их суспензий 
Артюхов В.Г.1, Путинцева О.В.1, Дубова С.М.1, 
Брагина В.А.2

1 ФГБОУ ВПО «Воронежский государственный университет», г. Воронеж, Россия  
2 ГБОУ ВПО «Воронежская государственная медицинская академия им. Н.Н. Бурденко» Минздрава России, 
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Резюме. С помощью метода лазерной проточной цитофлуориметрии изучено влияние УФ-
излучения (240-390 нм) в дозах 151÷1359 Дж/м2 на уровень экспрессии ряда поверхностных молекул 
(CD2-, CD11a-, CD3-, CD4-, CD8-маркеров) Т-лимфоцитов крови человека. Установлено, что УФ-
излучение в диапазоне доз 151-906 Дж/м2 способствует увеличению уровня экспрессии CD3-, CD4-, 
CD8-маркеров Т-лимфоцитов крови человека. Показано, что уровень экспрессии CD2- и CD11a-
молекул межклеточной адгезии Т-лимфоцитами крови человека после воздействия УФ-света в дозах 
151-906 Дж/м2 сохранялся на таковом для интактных клеток. Выявлено, что УФ-излучение в дозе 1359 
Дж/м2 индуцирует уменьшение уровня экспрессии CD2-, CD11a- и CD3-маркеров и увеличение ко-
рецепторных CD4- и CD8-молекул Т-лимфоцитами.

Ключевые слова: экспрессия, молекулы межклеточной адгезии, CD3-, CD4-, CD8-маркеры, УФ-свет
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CHANGING EXPRESSION 
OF SOME MOLECULES ON 
THE SURFACE OF HUMAN 
BLOOD T-LYMPHOCYTES UPON 
UV-IRRADIATION OF CELL 
SUSPENSIONS 
Artuykhov V.G.a, Putintseva O.V.a, Dubova S.M.a, 
Bragina V.A.b

a Voronezh State University, Voronezh, Russian Federation  
b Voronezh State Medical Academy of N.N. Burdenko of Russian Federation Health Ministry, Voronezh, Russian 
Federation

Abstract. We have studied effects of UV irradiation (240-390 nm) at a dose range of 151 to 1359 J/m2 upon 
expression levels of different surface markers (CD2, CD11a, CD3, CD4, CD8) of human blood T lymphocytes 
by means of laser flow cytofluorimetry. It is revealed that UV-irradiation at the doses of 151 to 906 J/m2 
caused increased expression of CD3, CD4, CD8 membrane markers of the T-lymphocytes. Meanwhile, it was 
shown that expression levels of CD2 and CD11a adhesion molecules on T-lymphocytes after exposure to UV-
irradiation (151 to 906 J/m2) remained similar to those for intact cells. UV-irradiation at a dose of 1359 J/ m2 
was shown to reduce expression of CD2, CD11a and CD3 markers, along with increased expression level of 
CD4 and CD8 co-receptor molecules at the T-lymphocytes. (Med. Immunol., 2013, vol. 15, N 4, pp 361-368)
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Активация Т-лимфоцитов посредством фор-
мирования «иммунного синапса» является одним 
из ключевых этапов в развитии иммунного отве-
та организма на введение чужеродного антигена. 
Этот процесс протекает при непосредственном 
участии мембранных молекул, реагирующих им-
мунокомпетентных клеток [1, 8].

На начальных этапах активационного про-
цесса происходит взаимная ориентация контак-
тирующих клеток за счет взаимодействий CD2-
рецепторов Т-лимфоцитов и CD58-маркеров 
антигенпрезентирующей клетки (АПК). Эти 
связи в дальнейшем позволяют Т-лимфоцитам 
реагировать на более низкие концентрации анти-
генов [8, 9]. Ведущую роль в прекращении пере-
мещения клеток и, соответственно, образовании 
более прочного контакта играет формирова-
ние связи между β2-интегрином LFA-1 (CD11a/
CD18) лимфоцитов и молекулой ICAM-1 АПК 
[8, 9]. Далее в течение следующего часа осущест-
вляются события взаимной активации контакти-
рующих клеток, сопровождаемые распознавани-
ем TCR Т-клеток МНС-пептидного комплекса 
АПК [8, 10]. Данный процесс протекает при не-
посредственном участии СD3-комплекса, основ-
ными функциями которого являются обеспече-
ние проведения активационного сигнала от TCR 
внутрь клетки и регуляция экспрессии TCR 
на поверхности мембран лимфоцитов [7, 10]. Эф-
фективность такого распознавания обеспечива-
ется корецепторными молекулами СD4 и CD8, 
обладающими сродством к молекулам МНС II/I 
класса и экспрессируемыми Т-хелперами и ци-
тотоксическими Т-лимфоцитами соответственно 
[11, 12, 14]. 

Известно, что отсутствие или незначитель-
ный уровень экспрессии функционально значи-
мых молекул на поверхности иммуноцитов при 
различных патологиях ведут к ослаблению про-
цессов передачи сигнала внутрь клетки и к сни-
жению интенсивности иммунного ответа на по-
падание чужеродного антигена. 

В клинической практике для коррекции на-
рушений в работе иммунной системы больных 
используется метод АУФОК-терапии (аутотранс-
фузии УФ-облученной крови). При проведении 
этого метода были установлены такие лечебные 
эффекты, как бактерицидный, противовоспали-
тельный, иммунокорригирующий, комплексный 
иммуностимулирующий и др. [3, 5, 6].

Однако механизмы модулирующего действия 
УФ-излучения, связанные с изменением струк-
турно-функционального состояния лимфоци-
тарных клеток человека, требуют дальнейшего 
изучения, что позволит разработать методы на-
правленной иммунокорекции различных патоло-

гических состояний организма при проведении 
АУФОК-терапии.

В связи с вышесказанным с помощью мето-
да лазерной проточной цитофлуориметрии было 
исследовано влияние УФ-света (240-390 нм) 
в диапазоне доз 151÷1359 Дж/м2 на изменение 
уровня экспрессии ряда поверхностных моле-
кул (CD2-, CD11a-, CD3-, CD4-, CD8-маркеров) 
Т-лимфоцитов крови человека. 

Материалы и методы
Лимфоциты выделяли из гепаринизиро-

ванной крови доноров методом седиментации 
в градиенте плотности фиколл-урографина  
(ρ = 1,077 г/см3). 

Облучение суспензий клеток проводили сверху 
светом ртутно-кварцевой лампы типа ДРТ-400 
через светофильтр УФС-1 с полосой пропускания 
240-390 нм в термостатируемой (37 °С) стеклян-
ной кювете при постоянном перемешивании. 
Интенсивность облучения составляла 151 Дж/м2  
в минуту на расстоянии 0,23 м от оси лампы 
до объекта. Время экспозиции составило 1, 3, 6 
и 9 минут, что соответствовало дозам облучения 
151, 453, 906 и 1359 Дж/м2. 

Образцы лимфоцитов инкубировали в среде 
RPMI 1640, содержащей 1% раствор L-глутамина, 
5  ×  10-5 моль/л β-меркаптоэтанола («Sigma», 
США), HEPES («Serva», Германия), 10% эмбри-
ональную телячью сыворотку, в течение 24 ч при 
37 °С в 5% среде СО2.

Для определения уровня экспрессии изуча-
емых маркеров на поверхности мембран натив-
ных и фотомодифицированных Т-лимфоцитов 
применяли метод проточной цитофлуориметрии. 
Для анализа уровня экспрессии CD2-, CD11a- 
и CD29-маркеров цитометрические исследова-
ния проводились с применением проточного 
цитометра «EPICS XL-MCL» (Beckman Coulter, 
США), с использованием следующих монокло-
нальных антител, меченных флуорохромами: 
CD2-FITC (IgG2a), CD11a-FITC (IgG1), CD29-
FITC (IgG1), CD3-PE (IgG1) и соответствую-
щие изотипические контроли Neg.Ctrl.-FITC 
(IgG2a) / Neg.Ctrl.-РЕ (IgG1), Neg.Ctrl.-FITC 
(IgG1) / Neg.Ctrl.-РЕ (IgG1) (все Becman Coulter, 
США).

При исследовании уровня экспрессии CD3-, 
CD4- и CD8-рецепторов лимфоцитами применя-
ли проточный цитометр «CyFlow space» («Partec», 
Германия) с использованием моноклональных 
антител LT3, LT4, LT8, меченных флуорофором – 
FITC (ООО «Сорбент», Москва). В качестве изо-
типического контроля применяли IgG-FITC. 

Статистическую обработку результатов экс-
периментов проводили с помощью прикладных 
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программ «Statistica 6.0». Достоверность разли-
чий контрольных и опытных значений сравни-
ваемых показателей определяли по t-критерию 
Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Выявлено, что облучение клеток УФ-светом 

в дозах 151-906 Дж/м2 не приводило к статисти-
чески достоверным изменениям средней ин-
тенсивности флуоресценции (СИФ) CD3+CD2+ 

и CD3+CD11a+ лимфоцитов (рис. 1, 2). УФ-свет 
в наибольшей из используемых нами доз облу-
чения (1359 Дж/м2) оказывал депрессивное дей-
ствие на тестируемый показатель, что выража-
лось в уменьшении его значения на 27% и 22% 
соответственно по сравнению с интактными 
клетками.

Анализ уровня экспрессии CD3-, CD4- и CD8-
маркеров на поверхности фотомодифицирован-
ных Т-лимфоцитов показал следующее. СИФ 
CD3+ клеток после действия на смесь лимфоци-

тов УФ-света в дозах 151-906 Дж/м2 повышалась 
на 12, 11 и 15% , а в дозе 1359 Дж/м2 – снижалась 
на 10% относительно нативных клеток (рис. 3). 
УФ-свет во всех используемых дозах индуциро-
вал увеличение СИФ CD4+Т-лимфоцитов на 20-
30%, а CD8+Т-клеток – на 16-34% соответствен-
но относительно немодифицированных образцов 
(рис. 3).

Итак, УФ-излучение в малых и средних до-
зах (151, 453 и 906 Дж/м2) оказывает иммуности-
мулирующее действие на уровень экспрессии 
CD3-, CD4- и CD8-молекул, а в большой дозе 
(1359 Дж/ м2) может как повышать (CD4- и CD8-
маркеры), так и снижать (CD3-комплексы, CD2- 
и CD11a-маркеры) количество анализируемых 
молекул на поверхности мембран Т-клеток.

Повышение уровня экспрессии CD3-, CD4- 
и CD8-рецепторов фотомодифицированными 
Т-лимфоцитами может быть обусловлено акти-
вацией синтеза de novo исследуемых молекул, 
высвобождением из мембраны предсуществую-

Рисунок 1. Двухпараметрические гистограммы распределения лимфоцитов периферической крови, 
модифицированных УФ-светом, с использованием моноклональных антител против CD3- и CD2-молекул, 
меченных PE и FITC 
Примечание. По осям ОХ и OY отражена интенсивность флуоресценции от антител против CD2- и CD3-антигенов соответственно:
А) интактные Т-лимфоциты; Б) Т-лимфоциты, облученные УФ-светом в дозе 151 Дж/м2; В) Т-лимфоциты, облученные УФ-светом в дозе 
453 Дж/м2; Г) Т-лимфоциты, облученные УФ-светом в дозе 906 Дж/м2; Д) Т-лимфоциты, облученные УФ-светом в дозе 1359 Дж/м2. 
Квадранты: D1 – CD3+CD2- лимфоциты; D2 – CD3+CD2+ лимфоциты; D3 – CD3-CD2- лимфоциты; D4 – CD3-CD2+ лимфоциты; в % указано 
содержание клеток в квадранте дубль-позитивных клеток.
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Рисунок 2. Двухпараметрические гистограммы распределения лимфоцитов периферической крови, 
модифицированных УФ-светом, с использованием моноклональных антител против CD3- и CD11a-молекул, 
меченных PE и FITC
Примечание. По осям ОХ и OY отражена интенсивность флуоресценции от антител против CD11a- и CD3-антигенов соответственно: 
А) интактные Т-лимфоциты; Б) Т-лимфоциты, облученные УФ-светом в дозе 151 Дж/м2; В) Т-лимфоциты, облученные УФ-светом в дозе 
453 Дж/м2; Г) Т-лимфоциты, облученные УФ-светом в дозе 906 Дж/м2; Д) Т-лимфоциты, облученные УФ-светом в дозе 1359 Дж/м2. 
Квадранты: D1 – CD3+CD11a- лимфоциты; D2 – CD3+CD11a+ лимфоциты; D3 – CD3-CD11a- лимфоциты; D4 – CD3-CD11a+ лимфоциты; в % 
указано содержание клеток в квадранте дубль-позитивных клеток.

щих рецепторов, изменением их конформации 
под воздействием УФ-излучения с увеличением 
способности последних связывать специфиче-
ские моноклональные антитела. Выявленное 
нами снижение тестируемого показателя, по-
видимому, связано с тем, что УФ-свет в дозе 1359 
Дж/м2 вызывает активацию процессов, спо-
собствующих уменьшению экспрессии CD2-, 
CD11a- и CD3-маркеров на поверхности мем-
бран Т-лимфоцитов – интернализация марке-
ров в более глубокие слои мембраны, шеддинг 
рецепторов с внешних примембранных слоев 
гликокаликса, экранировка молекул антигенов, 
изменение конформации исследуемых молекул 
в результате прямого или опосредованного дей-
ствия УФ-света [2, 4]. 

Известно, что УФ-излучение индуцирует 
протекание в мембранах клеток ряда фотохи-
мических реакций, в частности пероксидного 
фотоокисления липидов (ПФОЛ) при непо-

средственном участии активных форм кислоро-
да [1]. Рядом авторов показано, что инициаторы  
ПФОЛ, в том числе и гидропероксиды липидов, 
могут выступать в роли вторичных мессенджеров 
и запускать синтез белков путем активации фак-
торов транскрипции (NF-χB, AP-1) [4, 13, 16]. 
Эти факторы связываются с промоторным участ-
ком гена и запускают транскрипцию, а следова-
тельно, и трансляцию соответствующих белков 
[15]. Предположительно, в наших эксперимен-
тах, именно с ходом вышеописанных реакций 
в фотомодифицированных клетках связаны на-
блюдаемые нами изменения экспрессии мем-
бранных молекул иммунокомпетентными клет-
ками.

Таким образом, использование метода про-
точной цитофлуориметрии позволило нам 
установить, что УФ-свет (240-390 нм) в дозах 
151÷1359 Дж/м2 модифицирует структурное со-
стояние лимфоцитарных мембран и тем самым 
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индуцирует изменение поверхностного фено-
типа и рецепторных свойств мембран иммуно-
компетентных клеток, что отразится на их спо-
собности выполнять свои иммунологические 
функции [1]. 

Анализ экспериментальных данных показал, 
что уровень экспрессии молекул межклеточной ад-
гезии (CD2- и CD11a-маркеры) Т-лимфоцитами 
крови человека не изменялся после воздействия 
УФ-света в дозах 151-906 Дж/м2. Это, вероятно, 
будет способствовать сохранению стабильных 
межклеточных контактов в условиях более широ-
кого колебания физико-химических показателей 
окружающей среды клеток. В то же время фото-
индуцированное увеличение уровня экспрессии 
CD3-, CD4- и CD8-маркеров, по-видимому, будет 
способствовать усилению антигенраспознающей 
способности Т-клеток, хелперной и цитотокси-
ческой активности субпопуляций лимфоцитов 
за счет повышения эффективности взаимодей-
стия TCR-CD3 с комплексом пептид-МНС I/II-
класса при реализации иммунного ответа.

Снижение уровня экспрессии CD2-, CD11a- 
и CD3-рецепторов после действия УФ-света 
в максимальной дозе (1359 Дж/м2), вероятно, 
может приводить к ингибированию процессов 
межклеточных взаимодействий иммуноцитов 
и вызывать угнетение процессов проведения 
активационного сигнала от TCR внутрь клетки 
и распознавания Т-лимфоцитами чужеродного 
антигена при взаимодействии с антигенпрезен-
тирующими клетками и, как следствие, к тормо-
жению развития иммунных реакций. 

Результаты изучения индуцированных УФ-
светом изменений структурно-функционального 
состояния иммуноцитов важны для понимания 
тонких механизмов саморегуляции и функци-
онирования компонентов иммунной системы 
в норме и при патологии. Полученные экспери-
ментальные данные могут способствовать раз-
работке новых подходов к иммунокоррекции 
отдельных звеньев иммунного ответа при раз-
личных патологических состояниях организма 
при проведении АУФОК-терапии.

Рисунок 3. Изменение уровня экспрессии CD3-, CD4- и CD8-маркеров на поверхности лимфоцитов крови человека, 
модифицированных УФ-светом (гистограммы, слева – изотип-контроль, справа – специфическая окраска: клетки, 
с которыми связывается значительное количество ФИТЦ-меченных антител против CD3-/CD4-/CD8-маркеров): а – 
нативные клетки; б, в, г, д – УФ-облученные лимфоциты в дозах 151, 453, 906 и 1359 Дж/м2 соответственно
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