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МНОГОЦВЕТНОЙ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ 
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Резюме. С использованием многоцветной проточной цитометрии на основании экспрессии CD27, 
CD28, CD45RA и CD62L цитотоксические Т-лимфоциты периферической крови можно разделить 
на несколько субпопопуляций. В рамках данного исследования проведено сравнение двух основных 
подходов, направленных на выявление популяций CD3+CD8+ лимфоцитов, находящихся на разных 
стадия дифференцировки. Объектом исследования служила венозная кровь 59 мужчин и 51 женщины 
в возрасте 18-65 лет. Первый подход основан на первоначальной оценке уровня CD45RA и CD62L, по-
зволяющий выявить «наивные» клетки (CD45RA+CD62L+, в среднем 30% от всех CD3+CD8+), клетки 
центральной (CD45RA–CD62L+, ~11%) и эффекторной (ЕМ, CD45RA–CD62L–, ~35%) памяти, а так-
же терминально-дифференцированные эффекторные клетки (TEMRA, CD45RA+CD62L–, ~24%). 
На основании экспрессии CD27 и CD28 ЕМ разделяют на отдельные субпопуляции, к числу которых 
относятся ЕМ1 (CD27+CD28+, ~19% от CD3+CD8+), ЕМ2 (CD27+CD28–, ~5% ), ЕМ3 (CD27–CD28–, 
~9% ) и ЕМ4 ЕМ2 (CD27–CD28+, ~2% ). В свою очередь TEMRA подразделяются на рЕ1 (CD27+CD28+, 
~3% от CD3+CD8+), рЕ2 (CD27+CD28–, ~5%) и эффекторные клетки (Е, CD27–CD28–, ~15%). Второй 
подход основан на первоначальном определении уровня экспрессии CD27 и CD28 с последующим 
анализом CD45RA и CD62L на популяции с фенотипом CD27+CD28+. В этом случае выявляют «наи-
вные» цитотоксический Т-клетки фенотипом CD27+CD28+CD45RA+CD62L+ (~30% от CD3+CD8+), 
клетки центральной памяти – CD27+CD28+CD45RA–CD62L+ (~12%), переходные или «транзитор-
ные» клетки памяти – CD27+CD28+CD45RA–CD62L– (~12%), а также клетки эффекторной памяти 
и эффекторные клетки (CD27+CD28–, ~11% и CD27–CD28–, ~24% соответственно), оценка CD45RA 
и CD62L на которых не производится. Сформированы нормативные значения для указанной воз-
растной группы в относительных и абсолютных величинах. В рамках использования подхода, осно-
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ванного на первоначальной экспрессии CD45RA и CD62L, обнаружена значительная обратная за-
висимость между возрастом и уровнем «наивных» CD3+CD8+ клеток (для относительных значений 
r = -0,646 при р < 0,001, для абсолютных – r = -0,562 при р < 0,001). С возрастом увеличивалось со-
держание клеток субпопуляций ЕМ3 (r = 0,474 при р < 0,001 и r = 0,435 при р < 0,001 соответственно) 
и Е (r = 0,393 при р < 0,001 и r = 0,375 при р < 0,001 соответственно). В рамках применения подхода, 
основанного на первоначальной оценке экспрессии CD27 и CD28, обнаружена аналогичная зави-
симость для «наивных» клеток (r = -0,638 при р < 0,001 и r = -0,530 при р < 0,001 соответственно). 
По мере увеличения возраста наблюдалось возрастание в периферической крови клеток с фенотипом 
CD27–CD28– (r = 0,495 при р < 0,001 и (r = 0,442 при р < 0,001 соответственно). 

Ключевые слова: проточная цитометрия, многоцветный анализ, субпопуляции цитотоксических Т-лимфоцитов, CD45RA 
и CD62L, CD27 и CD28

MULTICOLOR FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF CYTOTOXIC  
T CELL SUBSETS
Kudryavtsev I.V.a, b, c, Borisov A.G.d, e, Krobinets I.I.f, Savchenko A.A.d, e, 
Serebryakova M.K.b
a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russian Federation  
c N.N. Petrov Research Institute of Oncology, St. Petersburg, Russian Federation 
d Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation 
e Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation 
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Abstract. Multiparameteric flow analysis has offered an ability of simultaneous analysis of multiple 
molecules at the single-cell level. Peripheral blood cells from 110 healthy subjects aged 18-65 years (59 males 
and 51 females) were stained with antibodies to CD3, CD4, CD8, CD27, CD28, CD45, CD45RA and 
CD62L, and analyzed using different gating strategies. The first one was based on initial analysis of CD45RA 
and CD62L expression, and CD3+CD8+ cells were divided into naïve population (CD45RA+CD62L+) 
comprising approx. 30% of the CD3+CD8+ subset; central memory cells (CD45RA–CD62L+, ~11%), 
effector memory cells (EM; CD45RA–CD62L–, ~35%) and «terminally differentiated» effector memory cells 
(TEMRA, CD45RA+CD62L–, ~24% of total CD8+ subset). As based on expression of CD27 and CD28 in 
EM and TEMRA, some further populations were distinguished, i.e., CD27+CD28+ (termed as EM1, about 
19% from CD3+CD8+); CD27+CD28– (EM2, ~5%), CD27–CD28– (EM3, ~9%) and CD27–CD28+ (EM4, 
~2%). Appropriate subsets were identified within TEMRA population, as follows: CD27+CD28+ (pE1, 
~3%), CD27+CD28– (pE2, ~5%) and CD27–CD28– (E, ~15%). The second approach was based on initial 
expression of CD27 and CD28, followed by analysis of CD45RA and CD62L expression on CD27+CD28+ 
subset. Total cytotoxic T cell population was divided into naïve – CD27+CD28+CD45RA+CD62L+ (~30% 
from CD3+CD8+ subset), central memory (CD27+CD28+CD45RA–CD62L+, ca.~12% of total), transitional 
memory cells (CD27+CD28+CD45RA–CD62L–, approx.~12%), as well as effector memory cells and effector 
cells (CD27+CD28я, ~11% и CD27–CD28–, ~24%, respectively). Expression of CD45RA and CD62L was not 
analyzed for the latter two populations. Frequencies of all cell populations, identified by means of two different 
gating strategies, were expressed as percentages of the total CD3+CD8+ and absolute cell counts. Using the 
gating strategy based on initial analysis of CD45RA and CD62L, some correlations between naïve CD3+CD8+ 
frequencies and donor age were revealed (r = -0.646, р < 0.001, and r = -0.562, р < 0.001, respectively). 
Relative and absolute counts of ЕМ3 (r = 0.474, р < 0.001 and r = 0.435, р < 0.001, respectively) and Е subsets 
(r = 0.393, р < 0.001 and r = 0.375, р < 0.001, respectively) CD3+CD8+ subsets showed linear increase with 
age. Usage of another gating strategy based on CD27 and CD28 expression revealed age-dependent changes 
in relative and absolute frequencies of naïve CD3+CD8+ (r = -0.638, р < 0.001 and r = -0.530, р < 0.001, 
respectively). Meanwhile, CD27–CD28– subset accumulated linearly with age (r = 0.495, р < 0.001 and 
r = 0.442, р < 0.001, respectively). The results suggest that differences in subset distribution are responsible for 
age-related changes in CD8+ cells.

Keywords: flow cytometry, multicolor analysis, cytotoxic T cell subsets, CD45RA/CD62L coexpression, CD27/CD28 phenotype
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Введение
Цитотоксические Т-лимфоциты с фенотипом 

CD3+CD8+ играют ведущую роль в специфиче-
ской защите организма от внутриклеточных па-
тогенов или собственных измененных клеток 
[14]. Способность проявлять эффекторные свой-
ства, к числу которых относятся синтез специфи-
ческих цитокинов, секреторная дегрануляция 
и высвобождение перфорина и гранзимов, опре-
деляется уровнем зрелости или стадией диффе-
ренцировки клетки. Образование «наивных» ци-
тотоксических Т-клеток происходит в тимусе, где 
эти клетки последовательно проходят несколько 
стадий селекции, успешное завершение которых 
сопровождается формированием Т-клеточного 
рецептора определенной специфичности и вы-
ходом клеток в циркуляцию. Обычно «наивные» 
CD3+CD8+ лимфоциты экспрессируют несколь-
ко основных поверхностных антигенов – раз-
личные изоформы CD45, CD62L и/или CCR7 
(CD197), CD27 и CD28, которые позволяют от-
личить их от более зрелых форм клеток, цирку-
лирующих в периферической крови. Именно 
на оценке уровней экспрессии этих молекул ос-
нованы современные подходы к определению 
стадий дифференцировки или степени зрелости 
цитотоксических Т-лимфоцитов, применяемые 
как в научных, так и клинических иммунологи-
ческих исследованиях [6, 13]. 

Из всех указанных выше поверхностных анти-
генов CD45 имеет самую длительную историю 
применения. Еще в 1988 году было показано, 
что CD45R (в настоящее время – CD45RA) мо-
жет рассматриваться в качестве маркера «наи-
вных» или «не праймированных» Т-клеток, тогда 
как антитело UCHL1, распознающее CD45R0, 
выявляет Т-клетки иммунологической памя-
ти [15]. «Наивные» Т-клетки в составе белковой 
формы молекулы CD45 несут все домены (обо-
значаемые как А, В и С), но по мере созревания 
Т-лимфоцитов – уже в ходе антиген-зависимой 
дифференцировки – происходит сплайсинг 
участков РНК, кодируемых экзонами А, затем 
В и С [14]. Продукт, содержащий все названные 
домены, обозначают как CD45RA (молекулярная 
масса 220 кДа), а продукт конечной модифика-
ции РНК, лишенный всех названных доменов, 
называют CD45R0 (180 кДа). Функциональная 
значимость различных изоформ CD45 до на-
стоящего времени остается малоисследованной, 
чего нельзя сказать об остальных поверхност-

ных антигенах, применяемых для типирования 
ключевых стадий созревания Т-клеток. Так, 
впервые о CD62L (L-селектин) как о молекуле, 
определяющей направление миграции «наи-
вных» Т-лимфоцитов в периферические лим-
фоидные органы, упоминали Picker и соавторы 
[31]. В рамках данного исследования было отме-
чено, что «наивные» Т-лимфоциты (CD45RAhigh/
CD45R0low) преимущественно экспрессируют 
CD62L, тогда как среди более зрелых клеток – 
CD45RAlow/CD45R0high – можно было выделить 
как популяцию CD62L+, так и CD62L–. Причем 
на поверхности CD62L-негативных Т-клеток 
были обнаружены адгезионные молекулы, от-
ветственные за миграцию в периферические 
ткани. В настоящее время считается, что пара 
CD62L и CCR7 определяет процессы миграции 
CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клеток периферической 
крови. Например, основными лигандами CD197 
(CCR7) являются β-хемокины – CCL19, синтези-
руемый посткапиллярными венулами с высоким 
эндотелием, и CCL21, секретируемый стромаль-
ными и дендритными клетками Т-зависимых зон 
периферических лимфоидных органов. Столь 
же существенную роль в миграции Т-клеток 
в лимфатические узлы и Пейеровы бляшки игра-
ет CD62L, лигандами которого на поверхности 
эндотелия выступают GlyCAM, PSGL-1 и CD34. 
Наличие на клеточной мембране CCR7 и CD62L 
позволяет выделить популяции «наивных» 
Т-клеток и Т-клеток центральной памяти сре-
ди общего пула циркулирующих Т-лимфоцитов 
[35]. Отсутствие этих поверхностных антигенов 
на популяциях эффекторных клеток – эффек-
торные клетки памяти и терминально-диффе-
ренцированные эффекторы – обусловлено тем, 
что функции этих клеток реализуются вне лим-
фоидной ткани. 

Одной из важнейших функций молеку-
лы CD27, принадлежащей к семейству TNFR, 
является защита активированных «наивных» 
Т-клеток и Т-клеток памяти от апоптоза за счет 
усиления экспрессии анти-апоптотических бел-
ков в ядре клетки посредством сигнальных ка-
скадов, связанных с активаций NF-kB и JNK. 
Поэтому данный антиген традиционно рассма-
тривается в качестве маркера «не эффекторных» 
клеток, которым для активации и формирования 
клона антиген-специфических клеток необходим 
CD70 [16]. В свою очередь, CD28 относится к им-
муноглобулиновому суперсемейству и является 
трансмембранным гомодимерным гликопротеи-
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ном с молекулярной массой каждой цепи около 
44 кДа, в составе цитоплазматического домена 
которых обнаружены четыре остатка тирозина, 
необходимые для фосфорилирования и проведе-
ния сигнала при связывания с белками семейства 
В7 [37]. В результате взаимодействия В7 с CD28 
происходит формирование «второго» сигнала, 
запуск пролиферации Т-клеток и синтеза цито-
кинов (в первую очередь, IL-2), а также усиление 
выживаемости Т-клеток за счет экспрессии ан-
ти-апоптотических белков, включая Bcl-XL [38]. 
Именно поэтому подавляющее большинство 
«наивных» Т-клеток и Т-клеток центральной па-
мяти, единственным ответом которых на специ-
фическую активацию Т-клеточного рецептора 
является пролиферация, несут на своей поверх-
ности CD27 и CD28.

С развитием приборной базы и появлени-
ем широкого спектра флуорохромов широкому 
кругу исследователей стали доступны проточные 
цитофлуориметры, которые позволяют одновре-
менно анализировать все указанные выше по-
верхностные антигены на одной клетке [3]. При 
этом в нашей стране можно отметить увеличение 
числа работ, в которых используется многоцвет-
ная проточная цитометрия, в том числе и для 
анализа отдельных субпопуляций Т-лимфоцитов 
в клинике различных заболеваний. Так, роль 
Т-клеток различного уровня дифференцировки 
активности исследуется при таких аутоиммунных 
патологиях, как рассеянный склероз [5] и ревма-
тодиный артрит [4]. Столь же существенное вни-
мание уделяется анализу иммунных механизмов 
защиты, опосредованных цитотоксическими 
Т-клетками и Т-хелперами, при инфекцион-
ных заболеваниях, к числу которых относятся 
энтеровирусные инфекции [10], инфекции, вы-
званные вирусом гриппа [11] и хронический ге-
патит С [12]. Вместе с тем остается нерешенным 
вопрос о том, каких алгоритмов выявления це-
левых популяций следует придерживаться при 
анализе уровня дифференцировки цитотокси-
ческих Т-клеток [6]. Именно поэтому целью дан-
ной работы стало сравнение двух основных так-
тик «гейтирования», применяемых для анализа 
CD3+CD8+ с использованием антител против 
CD27, CD28, CD45RA и CD62L, а также выра-
ботка нормативных показателей по выявляемым 
субпопуляциям цитотоксических Т-лимфоцитов 
для дальнейшего применения в клинических ис-
следованиях. 

Материалы и методы
Объектом исследования служила венозная 

кровь, полученная путем пункции перифериче-
ской вены и собранная в вакуумные пробирки 
с добавлением K3ЭДТА. Образцы были получе-
ны в отделениях переливания крови ГБОУ ВПО 
«Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет имени акад. И.П. Пав-
лова» Министерства здравоохранения России 
и ФГБУ РосНИИГТ ФМБА России, за что ав-
торы выражают искреннюю благодарность ру-
ководству и сотрудникам этих учреждений. Все 
исследования проводились в день взятия крови. 
В рамках данного исследования было обследо-
вано 110 условно здоровых доноров (59 мужчин 
и 51 женщина) в возрасте 18-65 лет, 35 лет (25; 45). 
Подготовку образцов для проведения цитофлуо-
риметрического учета проводили в соответствии 
с рекомендациями, приведенными в [1]. Для вы-
явления основных популяций цитотоксических 
Т-клеток применялась следующая панель моно-
клональных антител, конъюгированных с раз-
личными флуорохромами (все антитела произ-
водства Beckman Coulter, США): CD62L-ECD 
(клон DREG56, кат. № IM2713U), CD3-APC 
(клон UCHT1, кат. № IM2467), CD8-APC-Alexa 
Fluor 700 (клон B9.11, кат. № A66332), CD45RA-
APC-Alexa Fluor 750 (клон 2H4LDH11LDB9 
(2H4), кат. № A86050), CD4-Pacific Blue (клон 
13B8.2, кат. № A82789), CD45-Krome Orange 
(клон J.33, кат. № A96416). Распределение анти-
тел по каналам флуоресценции проводили в со-
ответствие с принципами формирования пане-
лей для многоцветных цитофлуориметрических 
исследований, изложенных в литературе [9, 26]. 
Удаление эритроцитов из образцов проводили 
по безотмывочной технологии с использованием 
лизирующего раствора VersaLyse Lysing Solution 
(кат. № A09777), к 975 мкл которого ex tempera до-
бавляли 25 мкл фиксирующего раствора IOTest 
3 Fixative Solution (кат. № A07800). Абсолютные 
значения были получены в одноплатформен-
ной системе с помощью реагента FlowCount™ 
(Beckman Coulter, США). Анализ образцов про-
водили на проточном цитофлуориметре Navios™ 
(Beckman Coulter, США), оснащенном тремя ди-
одными лазерами 405, 488 и 638 нм. Обработку 
цитофлуориметрических данных проводили при 
помощи программ Navios Software v.1.2 и Kaluza™ 
v.1.2 (Beckman Coulter, США). Статистическую 
обработку проводили при помощи программ-
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ТАБЛИЦА 1. ОСНОВНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ, ПОЛУЧЕННЫЕ ПРИ ПОМОЩИ ПОЭТАПНОГО «ГЕЙТИРОВАНИЯ» НА ОСНОВАНИИ 
ПЕРВОНАЧАЛЬНОЙ ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ CD45RA И CD62L С ПОСЛЕДУЮЩЕЙ ОЦЕНКОЙ ЭКСПРЕССИИ CD27 
И CD28 НА КЛЕТКАХ С ФЕНОТИПАМИ CD45RA–CD62L– И CD45RA+CD62L–

Основные популяции 
цитотоксических Т-клеток 

периферической крови

Относительное содержание,
% от CD3+CD8+

Абсолютное содержание,
клетки / μL крови

X±s Ме (Q25-Q75) X±s Ме (Q25-Q75)

CD45RA+CD62L+ (N) 30,25±1,49 27,71 (18,43-40,40) 135±8 128 (71-170)

CD45RA–CD62L+ (CM) 10,96±0,59 9,62 (6,85-13,22) 50±3 39 (29-57)

CD45RA–CD62L– (EM): 35,19±1,16 34,24 (25,54-43,49) 166±9 153 (94-206)

CD45RA–CD62L–CD27+CD28+ (EM1) 18,90±0,77 17,88 (12,91-23,96) 86±5 70 (53-107)

CD45RA–CD62L–CD27+CD28– (EM2) 4,76±0,22 4,32 (2,99-5,72) 22±1 20 (13-28)

CD45RA–CD62L–CD27–CD28– (EM3) 9,15±0,85 6,22 (2,45-14,73) 47±5 24 (13-68)

CD45RA–CD62L–CD27–CD28+ (EM4) 2,37±0,18 1,93 (1,31-2,71) 11±1 8 (6-13)

CD45RA+CD62L– (TEMRA): 23,75±1,26 22,96 (12,63-31,09) 114±8 91 (46-164)

CD45RA+CD62L–CD27+CD28+ (рЕ1) 3,31±0,27 2,54 (1,81-3,72) 14±1 11 (8-17)

CD45RA+CD62L–CD27+CD28– (рЕ2) 4,93±0,37 3,76 (2,82-6,13) 23±2 16 (11-27)

CD45RA+CD62L–CD27–CD28– (E) 15,32±1,10 14,80 (5,54-21,75) 75±6 58 (19-120)

ТАБЛИЦА 2. ОСНОВНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ, ПОЛУЧЕННЫЕ ПРИ ПОМОЩИ ПОЭТАПНОГО «ГЕЙТИРОВАНИЯ» НА ОСНОВАНИИ 
ПЕРВОНАЧАЛЬНОЙ ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ CD27 И CD28 С ПОСЛЕДУЮЩЕЙ ОЦЕНКОЙ ЭКСПРЕССИИ CD45RA 
И CD62L НА КЛЕТКАХ С ФЕНОТИПОМ CD27+CD28+

Основные популяции 
цитотоксических Т-клеток 

периферической крови

Относительное содержание,
% от CD3+CD8+

Абсолютное содержание,
клетки / μL крови

X±s Ме (Q25-Q75) X±s Ме (Q25-Q75)

CD27+CD28+CD45RA+CD62L+ (N) 29,86±1,47 28,78 (18,88-39,84) 131±7 126 (67-170)

CD27+CD28+CD45RA–CD62L+ (CM) 11,88±0,57 11,07 (7,80-14,37) 53±3 45 (33-67)

CD27+CD28+CD45RA–CD62L– (TM) 19,33±0,78 18,73 (13,29-23,43) 87±5 73 (52-110)

CD27+CD28– (EM): 11,01±0,53 10,07 (7,53-12,55) 52±4 42 (29-57)

CD27–CD28– (E) 23,86±1,58 23,15 (8,44-35,41) 119±10 88 (28-178)
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ного обеспечения Statistica 8.0 (StatSoft, США). 
Результаты, полученные в ходе исследования 
абсолютного и относительного содержания ци-
тотоксических Т-клеток в периферической кро-
ви, приводили в таблицах в виде среднего (Х) 
и ошибки среднего (s), а также медианы (Ме) 
и интерквартильного размаха (Q25 и Q75). Для ис-
следования силы взаимосвязей показателей вы-
числялся коэффициент ранговой корреляции 
по Спирмену (r).

Результаты и обсуждение
На рисунке 1 приведены два основных подхода 

к анализу уровня дифференцировки цитотокси-
ческих Т-клеток периферической крови при по-
мощи многоцветной проточной цитофлуориме-
трии. Оба способа базируются на использовании 
антител против CD27, CD28, CD45RA и CD62L, 
но существенное различие между ними заключа-
ется в поэтапном выделении целевых субпопуля-
ций или «тактике гейтирования» клеток. Первый 
подход (рис.1А-В) исходит из того, что основны-
ми маркерами или поверхностными антигенами, 
характеризующими уровень зрелости клеток, 
являются CD45RA и CD62L, тогда как экспрес-
сия костимулирующих молекул CD27 и CD28 
применяется лишь для более детального анализа 
клеток эффекторной памяти (ЕМ) и «терминаль-
но-дифференцированных» CD45RA-позитивных 
эффекторов (TEMRA). Второй подход основан 
на определении сначала уровня CD27 и CD28, 
тогда как наличие CD45RA и/или CD62L явля-
ется «вторичным» и применяется для выявления 
«не эффекторных» субпопуляций цитотоксиче-
ских Т-клеток, к числу которых относятся «наи-
вные» клетки, клетки центральной памяти (СМ) 
и «промежуточные» или «транзиторные» клетки 
памяти (ТМ). 

При сравнении двух приведенных на ри-
сунке 1 «тактик» определения основных суб-
популяций цитотоксических Т-лимфоцитов 
различного уровня дифференцировки можно 
отметить, что выявляемые при помощи этих 
двух разных подходов «наивные» клетки и клет-
ки центральной памяти соответствуют друг дру-
гу примерно на 98-99%, о чем свидетельствуют 
результаты, приведенные в таблицах 1 и 2. Что 
же касается клеток эффекторной памяти с фе-
нотипом CD45RA–CD62L–, то при использова-
нии «тактики», основанной на экспрессии CD27 
и CD28, они распределяются в зависимости 

от экспрессии этих последних антигенов. Так, 
популяция ЕМ1 целиком входит в состав клеток 
памяти ТМ, а популяция ЕМ2 будет находиться 
в составе клеток ЕМ (ЕМ, фенотип CD27+CD28–, 
рис.1Г), тогда как ЕМ3 будет являться частью 
популяции «терминально-дифференцирован-
ных» клеток (TD, фенотип CD27–CD28–, рис. 
1Д). Однако клетки ЕМ4 с фенотипом CD45RA–

CD62L–CD27–CD28+ вообще не учитываются 
в рамках второго описываемого подхода. Лим-
фоциты субпопуляции TEMRA будут распреде-
ляться примерно аналогичным образом, исходя 
из уровней экспрессии CD27 и CD28. Клетки 
с фенотипом CD45RA+CD62L–CD27+CD28+ 
или «пре-эффекторы 1 типа» не будут учитывать-
ся в рамках второго подхода, так как в популяции 
CD27+CD28+ фенотип CD45RA+CD62L– про-
сто не предусмотрен. «Пре-эффекторы 2 типа» 
на основании экспрессии CD27 при отсутствии 
CD28 будут полностью входить в состав кле-
ток эффекторной памяти ЕМ (ЕМ с фенотипом 
CD27+CD28–, рис.1Г), тогда как зрелые эффек-
торные клетки будут находиться в составе попу-
ляции TD. 

При проведении обратного сравнения было 
показано, что «наивные» клетки и клетки цен-
тральной памяти, выявленные на основании 
экспрессии сначала CD27 и CD28, а потом еще 
и CD45RA и CD62L, будут полностью соответ-
ствовать аналогичным популяциям клеток, выяв-
ленным только на основании CD45RA и CD62L. 
Это связано с тем, что подавляющее большин-
ство CD45RA+CD62L+ и CD45RA–CD62L+Т-
лимфоцитов экспрессируют обе костимуляцион-
ные молекулы [33]. «Переходные» клетки памяти 
ТМ с фенотипом CD27+CD28+CD45RA–CD62L– 
соответствовали субпопуляции ЕМ1. Цитотокси-
ческие Т-клетки эффекторной памяти, выявлен-
ные только на основании экспрессии CD27 (при 
отсутствии CD28), представляли из себя весьма 
гетерогенную популяцию. Они формировались 
из клеток ЕМ2 и «пре-эффекторов 2 типа», вхо-
дивших в состав ЕМ и TEMRA, выделенных при 
помощи антител против CD45RA и CD62L. Это 
также подтверждается результатами суммирова-
нии значений относительного или абсолютного 
содержания ЕМ2 и рЕ2, приведенных в табли-
цах 1 и 2. Что же касается субпопуляции зрелых 
эффекторных или TD клеток, то полученные 
для них значения соответствуют таковым субпо-
пуляций ЕМ3 и Е, выявляемых в рамках клеток 
эффекторной памяти и TEMRA. 
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В основе первого подхода к выявлению клю-
чевых стадий дифференцировки цитотоксиче-
ских Т-клеток периферической крови находит-
ся оценка уровня экспрессии CD45RA и CD62L 
(CCR7), предложенная Sallusto и соавторами 
в 1999 году [35]. В том случае, если Т-клетка не-
сет оба поверхностных антигена, то она является 
«наивной». Эти клетки экспрессируют обе кости-
муляционные молекулы CD27 и CD28, способны 

к пролиферации in vitro в ответ на различные ми-
тогены, а спектр синтезируемых молекул сводит-
ся, в первую очередь, к продукции IL-2. Более 
того, «наивные» CD3+CD8+ клетки лучше отвеча-
ли на стимуляцию TNFα и IL-6, а клетки эффек-
торной памяти – на стимуляцию IL-10 и IL-12 
в условиях in vitro [20]. Вместе с тем другой груп-
пой исследователей была показана способность 
«наивных» цитотоксических Т-клеток не толь-

Рисунок 1. Выявление основных популяций цитотоксических Т-лимфоцитов периферической крови 
с использованием антител против CD27, CD28, CD45RA и CD62L
Примечание. Гистограммы А-В – тактика поэтапного «гейтирования», основанная на первоначальной оценке экспрессии CD45RA 
и CD62L (гистограмма А), с последующей оценкой уровня экспрессии CD27 и CD28 клетками популяций ЕМ (CD45RA–CD62L–) 
и TEMRA (CD45RA+CD62L–), гистограммы Б и В соответственно. Гистограмма А (приведены все цитотоксические Т-клетки с фенотипом 
CD3+CD8+) – выделены «наивные» клетки (naïve), клетки центральной (СМ) и эффекторной (ЕМ) памяти, а также «терминально-
дифференцированные» CD45RA-позитивные эффекторные клетки (TEMRA). Гистограмма Б (приведены только клетки субпопуляции 
ЕМ гистограммы А) – распределение цитотоксических Т-клеток эффекторной памяти по популяциям ЕМ1, ЕМ2, ЕМ3 и ЕМ4. Гистограмма 
В (приведены только клетки субпопуляции TEMRA гистограммы А) – распределение клеток TEMRA по популяциям «пре-эффекторов» 1 
типа (рЕ1), «пре-эффекторов» 2 типа (рЕ2) и эффекторных (Е) клеток. 
Гистограммы Г-Д – тактика поэтапного «гейтирования», основанная на первоначальной оценке экспрессии CD27 и CD28 (гистограмма 
Г), с последующей оценкой уровня экспрессии CD45RA и CD62L цитотоксическими Т-клетками популяций CD27+CD28+ (гистограммы Д). 
Гистограмма Г (приведены все цитотоксические Т-клетки с фенотипом CD3+CD8+) – выделены субпопуляции CD27+CD28+ клеток, клеток 
эффекторной памяти (ЕМ) и «терминально-дифференцированных» эффекторных клеток (TD). Гистограмма Д (приведены только клетки 
субпопуляции CD27+CD28+ гистограммы Г) – выделены «наивные» клетки (naïve), клетки центральной памяти (СМ) и «промежуточные» 
или «транзиторные» (TM) клетки памяти. Видно, что клетки с фенотипом CD27–CD28+ гистограммы Г и CD27+CD28+CD45RA+CD62L– 
гистограммы Д обнаруживаются в периферической крови, но не имеют собственных наименований в рамках данного способа 
определения основных стадий дифференцировки цитотоксических Т-клеток. 
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ко отвечать пролиферацией на внесение в среду 
IL-15, но и дифференцироваться в эффекторные 
клетки [17]. 

Для Т-клеток центральной памяти характер-
но наличие на поверхностной мембране CD45R0 
(вместо CD45RA), CD62L, CD27, CD28 и неко-
торых других. Принципиальным отличием этих 
клеток от «наивных» является то, что они уже 
прошли антиген-зависимую дифференциров-
ку во вторичных лимфоидных органах. Наличие 
же CD62L позволяет отличить данную популя-
цию от клеток эффекторной памяти с фенотипом 
CD45RA–CD62L–. Данная особенность клеток 
СМ позволяет им длительное время циркулиро-
вать по организму и определяет их преимуще-
ственную локализацию во вторичных лимфоид-
ных органах. Высокий уровень экспрессии CD27 
и CD28 позволяет им (при наличии повторной 
стимуляции специфическим антигеном и лиган-
дов для указанных выше молекул на мембране 
АПК) им быстро активироваться и сформировать 
клон антиген-специфических цитотоксических 
Т-клеток [22]. Кроме того, клетки центральной 
памяти более эффективно секретируют IL-2, тог-
да как клетки эффекторной памяти – эффектор-
ные цитокины [29]. 

Было показано (табл. 1), что в перифериче-
ской крови условно здоровых доноров среди ци-
тотоксических Т-лимфоцитов доминируют клет-
ки с фенотипами CD45RA+CD62L+ (в среднем 
около 30% от общего числа CD3+CD8+ клеток) 
и CD45RA–CD62L– (в среднем около 35%). Клет-
ки TEMRA составляют около одной четверти 
от всех цитотоксических Т-лимфоцитов, тогда 
как на субпопуляцию CD3+CD8+ лимфоцитов 
центральной памяти приходится около 10% от об-
щего числа циркулирующих цитотоксических 
Т-клеток. Полученные нами значения для ус-
ловно здоровых доноров в целом соответствуют 
как ранее полученным собственным результатам 
[8], так и данным, приводимым в литературе [36, 
40]. Проведение корреляционного анализа вы-
явило зависимость между возрастом обследован-
ных доноров и содержанием некоторых субпопу-
ляций CD3+CD8+ лимфоцитов в периферической 
крови. Следует отметить, что нами не было об-
наружено взаимосвязи между возрастом и абсо-
лютным содержанием цитотоксических Т-клеток 
(r = 0,057 при р = 0,561). Вместе с тем обнаружена 
значительная обратная зависимость между воз-
растом и уровнем «наивных» CD3+CD8+ клеток 
в периферической крови (для относительных 

значений r = -0,646 при р < 0,001, а для абсолют-
ных – r = –0,562 при р < 0,001). По мере связанно-
го с возрастом уменьшения в циркуляции клеток 
с фенотипом CD45RA+CD62L+ наблюдалось уве-
личение относительного содержания цитотокси-
ческих Т-клеток центральной памяти (r = 0,376 
при р < 0,001). Также умеренная положительная 
взаимосвязь наблюдалась между возрастом об-
следованных лиц и содержанием TEMRA ци-
тотоксических Т-клеток, когда коэффициенты 
корреляции составили 0,357 при р < 0,001 и 0,338 
р < 0,001 для относительного и абсолютного со-
держания соответственно. 

Что же касается клеток эффекторной памяти, 
то в последнее время на основании экспрессии 
CD27 и CD28 их принято разделять на четыре 
подтипа – ЕМ1, ЕМ2, ЕМ3 и ЕМ4, с феноти-
пами CD27+CD28+, CD27+CD28–, CD27–CD28– 
и CD27–CD28+ соответственно [33]. В целом 
по мере утраты костимулирующих молекул сни-
жается способность клеток к пролиферации, 
уменьшается длина теломеров и уровень про-
дукции анти-апоптотических белков, но повы-
шается уровень синтеза эффекторных цитоки-
нов, идет накопление цитолитических молекул 
в цитоплазматических гранулах [6]. При анализе 
субпопуляционного состава цитотоксических 
Т-лимфоцитов эффекторной памяти было пока-
зано, что около половины клеток данной популя-
ции экспрессируют CD27 и CD28 (примерно 20% 
от общего числа циркулирующих CD3+CD8+), 
что позволяет их рассматривать в качестве са-
мой «незрелой» популяции среди ЕМ. Примерно 
в два раза меньше клеток приходится на попу-
ляцию ЕМ3, не несущих на своей поверхности  
обеих костимуляционных молекул и являющихся 
самой «зрелой» или «эффекторной» группой кле-
ток в рамках ЕМ. На «промежуточные» формы – 
экспрессирующие либо CD27, либо CD28 – при-
ходится около 5% и 2,5% клеток от общего пула 
циркулирующих CD3+CD8+ лимфоцитов пери-
ферической крови соответственно. Также было 
отмечено, что с возрастом постепенно увеличи-
вается содержание клеток эффекторной памя-
ти «зрелого» эффекторного фенотипа (r = 0,474 
при р < 0,001 для относительного и r = 0,435 при 
р < 0,001 для абсолютного содержания ЕМ3). 
Таким образом, возрастные изменения в рамках 
общего пула CD3+CD8+ клеток эффекторной 
памяти могут быть связаны в первую очередь 
именно с накоплением ЕМ3. Причем влияния 
возраст на динамику относительного и абсолют-
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ного содержания клеток ЕМ1 отмечено не было 
(r = 0,018 при р = 0,852 и r = 0,008 при р = 0,934 
соответственно). 

Одна из первых попыток разделить TEMRA 
цитотоксические Т-клетки на отдельные субпо-
пуляции и изучить их функциональную актив-
ность в условиях in vitro была предпринята в 2003 
году Rufer и соавторами [34]. По результатам 
проведенного исследования клетки с феноти-
пом CD3+CD8+CD45RA+CCR7– были разделе-
ны на три субпопуляции, исходя из уровня экс-
прессии CD27 и CD28: «пре-эффекторы» 1 типа 
(рЕ1), ко-экспрессирующие CD27 и CD28, «пре-
эффекторы» 2 типа (рЕ2), экспрессирующие 
только CD27, и «зрелые» эффекторы (Е), не не-
сущие обеих молекул на своей поверхности. При-
чем увеличение эффекторного потенциала (на-
личие перфорина, гранзима В, экспрессия CD94) 
и чувствительности к действию проапоптотиче-
ских факторов, а также снижение пролифера-
тивной активности наблюдалось при переходе 
клеток pE1→pE2→E. Большая часть цитотокси-
ческих Т-клеток субпопуляции TEMRA условно 
здоровых доноров (более 60% от TEMRA или 15% 
от всех CD3+CD8+) находится на финальных ста-
диях дифференцировки, для которых характер-
но отсутствие CD27 и CD28 на плазматической 
мембране. Тогда как на менее зрелые клетки 
субпопуляций рЕ1 и рЕ2 приходится менее 20% 
от TEMRA или 3-4% от общего количества цито-
токсических Т-клеток, обнаруженных в перифе-
рической крови. При этом на фоне увеличения 
возраста обследованных доноров наблюдалось 
возрастание как относительного (r = 0,393 при 
р < 0,001), так и абсолютного (r = 0,375 при 
р < 0,001) содержания эффекторных клеток в пе-
риферической крови. 

В основе второй классификации находится 
определение уровеня экспрессии двух костиму-
ляционных молекул – CD27 и CD28, которые 
были впервые использованы для этих целей в 2002 
году [16]. Исходно данный подход применялся 
для разделения вирус-специфических цитоток-
сических Т-клеток на отдельные субпопуляции 
в зависимости от их эффекторных свойств. Так, 
CD27+CD28+ цитотоксические Т-клетки практи-
чески не экспрессировали лигандов для рецеп-
торов семейства Fas, а в их цитоплазматических 
гранулах не обнаруживались основные эффектор-
ные цитолитические молекулы перфорин и гран-
зимы, что и послужило основанием для рассмо-
трения этих клеток в качестве самых «незрелых» 

CD3+CD8+ лимфоцитов, находящихся на ранних 
стадиях дифференцировки [17]. По мере сни-
жения экспрессии CD27 и CD28 эффекторный 
потенциал клеток постепенно возрастал. На ос-
новании проведенных авторами исследований 
CD27+CD28– клетки получили название «проме-
жуточных», тогда как CD27–CD28– цитотоксиче-
ские Т-клетки стали рассматриваться в качестве 
самых зрелых или находящихся на «поздних» 
стадиях созревания. Однако последняя из упо-
мянутых выше популяций CD3+CD8+ лимфоци-
тов тоже оказалась весьма гетерогенной, поэтому 
для выявления эффекторных клеток было пред-
ложено использовать еще один поверхностный 
антиген – CD45RA, экспрессия которого об-
наруживается как на «наивных», так и «терми-
нально-дифференцированных» клетках. Исполь-
зование CD45RA в качестве дополнительного 
маркера эффекторных или «терминально-диф-
ференцированных» цитотоксических клеток ба-
зируется на исследованиях Hamann и соавто-
ров, которыми была обнаружена способность 
CD8+CD45RA+CD27– клеток проявлять цитоли-
тические свойства без дополнительной предва-
рительной стимуляции in vitro [21]. В рамках этой 
работы было показано, что клетки с фенотипом 
CD45RA+CD27+ и CD45RA+CD27– различаются 
по уровню экспрессии нескольких важнейших 
антигенов, определяющих миграционную спо-
собность клеток. Так, CD62L был ярко представ-
лен только на первой из упомянутых популяций, 
что указывало на способность этих клеток к ми-
грации в лимфоидную ткань, тогда как CD49d, 
CD49e, CD29, CD11a/CD18 иCD58 – отвечающие 
за миграцию на периферию – экспрессировались 
в основном CD45RA+CD27–. С другой стороны, 
среди популяции CD27+CD28+ цитотоксических 
Т-клеток были обнаружены лимфоциты, способ-
ные к специфическому распознаванию вируса 
гриппа А, некоторых антигенных эпитопов ци-
томегаловируса и т.д. [39]. Накопление этих дан-
ных явилось предпосылкой для более детального 
разделения цитотоксических Т-клеток с фено-
типом CD27+CD28+ на отдельные субпопуляции 
на основании не только экспрессии CD45RA, но 
и CD62L и/или CD62L, что было предложено 
Sallusto и соавторами в 1999 году [35]. Таким об-
разом, в единое целое объединились две группы 
общепринятых маркеров, но уже в рамках второй 
классификации. Причем применение CD45RA/
CD45R0 и CD62L/CCR7 носило «подчиненный» 
характер по отношению к костимуляционным 
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молекулам CD27 и CD28. Такое слияние при-
вело к описанию фенотипа «наивных» клеток 
как CD27+CD28+CD45RA+CD62L+, а клеток цен-
тральной памяти – как CD27+CD28+CD45RA–

CD62L+. Более того, появилась еще одна допол-
нительная субпопуляция клеток, получившая 
название «переходных» или «транзиторных» 
клеток памяти (ТМ), которые не несли на своей 
поверхности CD45RA и CD62L, но все еще экс-
прессировали обе костимуляционные молекулы 
[19]. По своим функциональным характеристи-
кам, проявляемым в условиях in vitro, и фенотипу 
эти клетки занимали промежуточное положение 
между клетками центральной и эффекторной 
памяти [30]. Несмотря на то, что эта популяция 
была исходно описана среди Т-хелперов, опреде-
ление уровня цитотоксических Т-клеток с фено-
типом CD27+CD28+CD45RA–CD62L– происхо-
дит абсолютно аналогичным образом [18]. Более 
того, особый интерес к CD3+CD8+ лимфоцитам 
данной популяции появился в настоящее вре-
мя, когда было показано, что цитотоксические 
Т-клетки именно этой стадии дифференцировки 
обладают наиболее выраженной супрессорной 
активностью в отношении репликации вируса 
иммунодефицита человека [23]. 

Полученные нами результаты указывают на то, 
что в периферической крови условно здоровых 
доноров «наивные» и зрелые эффекторные клет-
ки представлены на примерно одинаковом уров-
не и составляют около одной трети и одной чет-
верти от CD3+CD8+ лимфоцитов соответственно 
(табл. 2). На клетки центральной памяти с фено-
типом CD27+CD28+CD45RA–CD62L+ и клетки 
эффекторной памяти с фенотипом CD27+CD28– 
приходится примерно по 11% от общего пула ци-
тотоксических Т-клеток. Оставшиеся примерно 
20% составляют так называемые «переходные» 
и «транзиторные» CD3+CD8+ лимфоциты с фе-
нотипом CD27+CD28+CD45RA–CD62L–. Анализ 
изменений, связанных с возрастом обследован-
ных условно здоровых доноров, затрагивал в пер-
вую очередь «наивные» клетки. Была выявлена 
значительная обратная взаимосвязь между от-
носительным (r = –0,638 при р < 0,001) и абсо-
лютным (r = –0,530 при р < 0,001) содержанием 
цитотоксических Т-лимфоцитов этой субпопуля-
ции и возрастом обследованных лиц. Более того, 
по мере увеличения возраста наблюдалось воз-
растание в периферической крови клеток с фено-
типом CD27–CD28–, причем как в относительных 
(r = 0,495 при р < 0,001), так и в абсолютных вели-
чинах (r = 0,442 при р < 0,001). 

Оба подхода к анализу цитотоксических 
Т-клеток выявили корреляционную взаимос-
вязь между возрастом обследованных доноров 
и снижением в циркуляции лимфоцитов незре-
лых фенотипов при накоплении клеток с при-
знаками зрелых эффекторных клеток. Ключевые 
различия преимущественно касаются популяций 
самых «наивных» и эффекторных клеток, тогда 
как уровень «промежуточных» стадий созрева-
ния CD3+CD8+ клеток в циркуляции изменяется 
незначительно, о чем свидетельствуют как соб-
ственные результаты, так и данные литературы 
[40]. Следует также отметить, что в случае отдель-
ных субпопуляций Т-лимфоцитов ЕМ и TEMRA, 
полученных при помощи последовательного 
«гейтирования» на основании экспрессии сна-
чала CD45RA и CD62L, а потом CD27 и CD28, 
также наблюдалось возрастание относительного 
и абсолютного содержания эффекторных кле-
ток по мере увеличения возраста доноров. С дру-
гой стороны, эти изменения не были отмечены 
для субпопуляций ЕМ1 и рЕ1, которые являются 
малодифференцированными клетками, сохра-
нившими способность к пролиферации среди 
этих эффекторных субпопуляций. Можно пред-
полагать, что именно эти клетки являются основ-
ными источниками для поддержания численно-
сти более зрелых эффекторных цитотоксических 
Т-клеток в условиях периферических лимфоид-
ных органов, тогда как численность «наивных» 
CD3+CD8+ с возрастом неуклонно сокращается. 
Обычно этот процесс связывается с изменени-
ями, протекающими в тимусе – возрастная ин-
волюция – как центральном органе иммунной 
системы [27]. Еще одним подтверждением этому 
является снижение в периферической крови до-
норов старших возрастных групп уровня цир-
кулирующих «ранних тимических мигрантов» 
с фенотипом CD31+CD45R0–CD62L+ [24]. Также 
было показано, что по мере увеличения возраста 
пациентов уменьшалось разнообразие Vβ-цепей 
Т-клеточного рецептора на этих «наивных» 
CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клетках, что существен-
но снижало спектр распознаваемых Т-клетками 
патогенов. Все это может негативно сказывать-
ся на эффективности функционирования всей 
системы иммунного надзора в целом, что выра-
жается в увеличении развития онкологических 
и аутоиммунных патологий у лиц этой возраст-
ной группы [32]. Более того, рост относительного 
и абсолютного содержания Т-клеток эффектор-
ных субпопуляций никак не компенсирует этот 
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процесс, так как эти группы клеток отличаются 
олигоклональностью и весьма небольшим на-
бором Vβ-цепей вне зависимости от возраста 
пациентов [28]. Столь выраженная возрастная 
динамика относительного и абсолютного содер-
жания цитотоксических Т-лимфоцитов в пери-
ферической крови, а также остальные измене-
ния, связанные с возрастом пациентов, должны 
учитываться при анализе нарушений функци-
онирования иммунной системы, проводимом 
в диагностических целях [2]. 

Как свидетельствуют приведенные результа-
ты, оба методических подхода к анализу цито-
токсических Т-клеток различного уровня диф-
ференцировки весьма похожи, но в некоторых 
отношениях существенно различаются, однако 
выбор того или иного способа обработки полу-
ченных результатов всегда остается на усмотре-
ние авторского коллектива. При этом следует 
отметить, что применение подхода, основанного 
на первоначальном определении уровня экспрес-
сии CD45RA и CD62L, предполагает наличие 
среди популяций ЕМ и TEMRA – «эффектор-
ных», короткоживущих и высокодифференци-
рованных – весьма гетерогенных групп клеток. 
На основании результатов собственных исследо-
ваний [7] и данных литературы [33, 34] можно ут-
верждать, что в рамках указанных выше субпопу-
ляций CD3+CD8+ лимфоцитов обнаруживаются 
как минимум две независимые субпопуляции – 
ЕМ3 и Е-клеток, обладающие выраженным эф-
фекторным фенотипом, а также две независимые 

субпопуляции – ЕМ1 и рЕ1, характеризующиеся 

полным отсутствием эффекторных свойств, но 

способных к пролиферации. В рамках другого 

подхода, в основе которого лежит анализ уров-

ня экспрессии CD27 и CD28, отдельные клеточ-

ные популяции выстроены, на первый взгляд, 

вполне логично и оправданно, прослеживаются 

четкие переходы между всеми клеточными ти-

пами. Однако, часть цитотоксических Т-клеток 

(с фенотипами CD45RA–CD62L–CD27–CD28+ 

и CD45RA+CD62L–CD27–CD28+), составляющих 

около 6% от общего числа CD3+CD8+ клеток, во-

все не учитываются. Тогда как ряд эффекторных 

популяций – ЕМ и TD – представляется гете-

рогенным даже на основании использованных 

нами маркеров в рамках этого исследования. Бо-

лее того, следует упомянуть и о том, что в насто-

ящее время существует как минимум четыре не-

зависимых и отчасти противоречащих друг другу 

модели формирования различных популяций 

эффекторных клеток и клеток памяти, каждая 

из которых опирается на обширный эксперимен-

тальный и/или клинический материал [6, 17, 25]. 

Таким образом, требуются дальнейшие поиски 

фенотипических и функциональных особенно-

стей цитотоксических Т-клеток с целью выра-

ботки адекватных подходов к их классификации 

для дальнейшего использования в научных ис-

следованиях и клинико-диагностической прак-

тике.
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