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ЗНАЧЕНИЯ НОРМЫ СУБПОПУЛЯЦИЙ Т-ХЕЛПЕРОВ РАЗЛИЧНОГО УРОВНЯ 
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Цель исследования – формирование нормативных показателей по относительному и абсолютному содержанию 
основных популяций Т-хелперов (Th) в периферической крови условно здоровых доноров. Было обследовано 52 
практически здоровых человека (29 мужчин и 23 женщинs) в возрасте 18–65 лет (медиана 30 лет). Для проведения 
многоцветного цитофлуориметрического анализа была использована панель из следующих антител: CD45RA-FITC, 
CD62L-РЕ, CCR4-PerCP/Cy5.5, CCR6-PE/Cy7, CXCR3-АРС, CD3-APC-AF750, CD4-Pacific Blue и CXCR5-Brilliant Violet 
510™. Th1 были распределены по популяциям клеток с фенотипами CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4-, содержащими 
также Th9, и CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-, обозначаемых как Th1/Th17. Th2 выявлялись на основании наличия CCR4 
при отсутствии всех остальных хемокиновых рецепторов. Th17, помимо указанных выше Th1/Th17, были обнаружены в 
составе CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4- и CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4+, причем последняя популяция также содержала 
Th22. Фолликулярные Th, экспрессировавшие на своей поверхности CXCR5, формировали шесть клеточных популяций 
со следующими фенотипами: CXCR5+CXCR3-CCR6-CCR4- (“Tfh/Tfh2”), CXCR5+CXCR3-CCR6-CCR4+ (“Tfh2”), 
CXCR5+CXCR3-CCR6+CCR4- (“Tfh17”), CXCR5+CXCR3-CCR6+CCR4+ (“Tfh17”), CXCR5+CXCR3+CCR6-CCR4- 
(“Tfh1”) и CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4- (“Tfh1/Tfh17”). Было определено относительное и абсолютное содержание 
Т-хелперов указанных фенотипов как в рамках общей популяции CD3+CD4+ лимфоцитов, так и среди “наивных” 
Т-хелперов (CD45RA+CD62L+), Т-хелперов центральной (CD45RA-CD62L+) и эффекторной (CD45RA-CD62L-) памяти, 
а также “терминально-дифференцированных” CD45RA-позитивных клеток эффекторной памяти с фенотипом 
CD45RA+CD62L-. Полученные результаты могут быть использованы в качестве нормативных показателей при 
диагностике патологических состояний иммунной системы.
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The study was carried out to develop standard indicators of relative and absolute content of main populations of T-helpers in periph-
eral blood of conditionally healthy donors. The examination was implemented to sampling of 52 healthy individuals (29 males and 
23 females) aged 18-65 years (median is 30 years). The multicolor cytofluorimetric analysis was applied using panel of following 
antibodies: CD45RA-FITC, CD62L-PE, CCR4-PerCP/Cy5.5; CCR6-PE/Cy7, CXCR3-APC, CD3-APC-AF750, CD4-Pacific Blue 
and CXCR5-Brilliant Violet 510TM. The T-helpers1 were distributed in populations of cells with phenotypes CXCR5-CXCR3+CCR6-
CCR4-, also containing Th9, and CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4- referred as Thl/Thl7. The Th2 were detected on the basis of avail-
ability of CCR4 at the absence of all other chemokin receptors. The Thi7, besides Thl/Thi7 mentioned above, were detected in 
composition of  CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4- and CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4+. The last population also contained Th22. The 
follicular Th which expressed at their surface CXCR5, formed six cellular populations  with following phenotypes: CXCR5+CXCR3-
CCR6-CCR4- (Tfh/Tfh2), CXCR5+CXCR3-CCR6-CCR4+ (Tfh2), CXCR5+CXCR3-CCR6+CCR4- (Tfh17), CXCR5+CXCR3-
CCR6+CCR4+ (Tfh17), CXCR5+CXCR3+CCR6-CCR4- (Tfh1) and CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4- (Tfh1/Tfh17). The relative 
and absolute content of T-helpers of mentioned phenotypes was established both within the framework of total population CD3+CD4+ 
of lymphocytes and among “naive” T-helpers (CD45RA-CD62L+), T-helpers of central (CD45RA-CD62L+) and effector (CD45RA-
CD62L-) memory and also “terminal-differentiated” CD45RA-positive cells of effe4ctor memory with phenotype CD45RA+CD62L-. 
The study results can be applied as standard indicators under diagnostic of pathologic conditions of immune system.
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Среди всех клеток систем врожденного и приобретенного 
иммунитета Т-хелперы (Тh) выделяются особенным разно-
образием выполняемых функций, что выражается в крайне 
высокой гетерогенности данной популяции. Исходно на осно-
вании продукции цитокинов среди CD3+CD4+ лимфоцитов 
выделяли клетки, способные к синтезу интерферона-гамма 
(IFNγ) и получившие название Т-хелперов 1-го типа (Тh1), 
и клетки, названные Т-хелперами 2-го типа (Тh2) и синтези-
ровавшие IL-4 [1]. Несколько позднее были выявлены регу-
ляторные Т-клетки, способные к синтезу TGFβ и экспрессии 
транскрипционного фактора Foxp3 [2]. После обнаружения 
этой популяции клеток количество описанных типов Th на-
чало неуклонно расти за счет появления новых популяций, 
к числу которых относятся Тh17, фолликулярные Т-хелперы 
(Tfh), Th9, Th22. В литературе регулярно появляются работы, 
свидетельствующие о возможности перехода Th из одной по-
пуляции в другую в зависимости от микроокружения, типа по-
лучаемых цитокиновых сигналов и широчайшего спектра дру-
гих факторов [3]. Анализ отдельных субпопуляций Тh долгое 
время основывался на длительных и трудоемких процедурах, 
связанных с индукцией синтеза цитокинов в условиях in vitro 
или анализом экспрессии транскрипционных факторов, лока-
лизованных во внутриклеточных компартментах, что приво-
дило к существенным различиям в получаемых результатах 
между отдельными лабораториями. Более того, оба эти под-
хода требовали от лабораторий определенного уровня тех-
нического оснащения, а от персонала, выполнявшего все эти 
многочисленные манипуляции с клетками в условиях in vitro, 
достаточно высокой квалификации и профессиональной под-
готовки. 

Именно поэтому такое широкое применение в последнее 
время находит подход, основанный на определении уровня 
экспрессии хемокиновых рецепторов на поверхности лимфо-
цитов CD3+CD4+ для определения их принадлежности к то-
му или иному типу Тh. Впервые прямая взаимосвязь между 
экспрессий CXCR3 и CCR4 как маркеров клеток, способных 
к преимущественной продукции IFNγ и IL-4 соответственно, 
была установлена Rivino и соавт. [4]. При этом создатели рабо-
ты специально подчеркивали, что обнаруженная взаимосвязь 
не является абсолютной, а популяции клеток, экспрессировав-

шие тот или иной набор хемокиновых рецепторов, были «пре-
имущественно обогащены» клетками-продуцентами опре- 
деленных цитокинов. Уже в рамках упомянутого выше иссле-
дования был описан принципиально новый тип Тh, экспрес-
сировавших CXCR5, рецепторы «хоуминга» в лимфоидную 
ткань CCR7 и CD62L, а также способных к синтезу IFNγ и IL-4. 
В ходе дальнейших исследований было показано, что этот тип 
клеток представлен Tfh, основной функцией которых является 
участие в регуляции и запуске специфического гуморально-
го ответа, опосредованного В-лимфоцитами, за счет синтеза 
IL-21 [5]. Несколько позднее была обнаружена взаимосвязь 
между присутствием на поверхности CD3+CD4+ клеток хе-
мокинового рецептора CCR6 и их способностью синтезиро-
вать IL-17, что позволило описать новый тип Тh – Th17 [6]. 
Следует также отметить, что экспрессия того или иного хемо-
киного рецептора может быть связана с определенной стадией 
дифференцировки Т-хелпера. Так, «наивные» Тh, покинувшие 
тимус и не прошедшие антиген-зависимой дифференцировки 
в периферических лимфоидных органах, практически не не-
сут всех указанных выше рецепторов. По мере созревания и 
дифференциации эффекторные клетки должны покинуть пе-
риферическую кровь и мигрировать в ткани для реализации 
своих функций [7, 8]. Поэтому целью данного исследования 
стал анализ уровня экспрессии хемокиновых рецепторов 
CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 CD3+CD4+ лимфоцитами, на-
ходящимися на различных уровнях дифференцирования, вы-
явленных на основании экспрессии CD45RA и CD62L.

Материал и методы. Объектом работы служила венозная 
кровь условно здоровых доноров, полученная путем пункции 
периферической вены и собранная в вакуумные пробирки с 
содержанием K3ЭДТА. Все исследования проводились в день 
взятия крови. В ходе изучения было обследовано 52 практиче-
ски здоровых человека (29 мужчин и 23 женщины) в возрасте 
18–65 лет (медиана 30 лет). Подготовку образцов перифери-
ческой крови и настройку проточного цитофлуориметра про-
водили в соответствии с национальными рекомендациями [9]. 
Для выявления Тh использовали антитела против CD3 (клон 
UCHT1) и CD4 (клон 13B8.2), для разделения CD3+CD4+ 
лимфоцитов на отдельные субпопуляции использовали анти-
тела против CD45RA (клон 2H4LDH11LDB9 (2H4)) и CD62L 
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(клон DREG56). Субпопуляция «наивных» (N) Тh обладала 
фенотипом CD45RA+CD62L+, клетки с фенотипами CD45RA-
CD62L+ и CD45RA-CD62L- соответствовали Тh централь-
ной (СМ) и эффекторной (ЕМ) памяти, а «терминально-
дифференцированные» CD45RA-позитивные эффекторные 
Тh (TEMRA) определялись как CD45RA+CD62L-. На всех 
указанных выше субпопуляциях CD3+CD4+ лимфоцитов, 
находящихся на разных стадиях дифференцировки, при по-
мощи моноклональных антител анализировали уровень экс-
прессии следующих хемокиновых рецепторов: CCR4 (CD194, 
клон L291H4), CCR6 (CD196, клон G034E3), CXCR3 (CD183, 
клон G025H7) и CXCR5 (CD185, клон J252D4). Окраску 
антителами производили в соответствии с рекомендациями 
производителей. Подбор оптимальных комбинаций антител 
и конъюгированных с ними флуорохромов производили на 
основании принципов, изложенных в литературе [10, 11]. В 
работе использовали антитела против CD3, CD4, CD45RA и 
CD62L, конъюгированные с APC-AF750, Pacific Blue, FITC и 
РЕ соответственно (Beckman Coulter, США), а антитела про-
тив CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 были конъюгированы с 
PerCP/Cy5.5, PE/Cy7б АРС и Brilliant Violet 510™ соответ-
ственно (Biolegend, США). Удаление эритроцитов из образцов 
проводили по безотмывочной технологии с использованием 
лизирующего раствора VersaLyse (Beckman Coulter, США), к 
975 мкл которого ex tempore добавляли 25 мкл фиксирующего 
раствора IOTest 3 Fixative Solution (Beckman Coulter, США). 
После разрушения эритроцитов образцы однократно отмыва-
ли избытком физиологического раствора при 330g в течение 7 
мин, после чего надосадок удаляли, а клеточный осадок ресу-
спендировали в физиологическом растворе с рН 7,2–7,4, содер-
жащим 2% параформальдегида (Sigma-Aldrich, США). Анализ 
образцов проводили на проточном цитофлуориметре Navios™ 
(Beckman Coulter, США), оснащенном тремя диодными лазе-
рами 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). При прове-
дении статистической обработки использовали программное 
обеспечение Statistica 8.0 (StatSoft, США) и GraphPad Prism 
4.00 for Windows (GraphPad Prism Software Inc., США). Нор-
мальность распределения проверяли по критерию согласия 
Пирсона хи-квадрат. Результаты выражали в процентах пози-
тивных клеток от искомой популяции, приводили медиану и 
интерквартильный размах (25%; 75%).

Результаты. Как уже отмечалось ранее, анализ экспрес-
сии хемокиновых рецепторов позволяет судить не только 
о направлении миграции Тh из кровотока, но и может вы-
ступать в качестве одного из методических приемов для 
определения поляризации клеток CD3+CD4+ в сторону то-
го или иного типа Тh. Такой подход возможен только в слу-
чае использования многоцветного цитофлуориметрического 
анализа, позволяющего одновременно исследовать несколь-
ко поверхностных антигенов на одной клетке. При анали-
зе полученных результатов, приведенных в табл. 1 и 2, все 
Тh исходно были разделены нами на CXCR5-негативные и 
CXCR5-позитивные клетки, так как последние формируют 
отдельную и весьма гетерогенную популяцию фолликуляр-
ных Т-хелперов. На основании экспрессии оставшихся трех 
антигенов – CXCR3, CCR6 и CCR4 – можно выделить основ-
ные популяции Т-хелперов – Тh1, Th2 и Th17. 

Главным признаком Th1 является наличие на поверхно-
сти клетки CXCR3 при условии отсутствия CCR4 и CXCR5, 
поэтому основное количество этих клеток будет содержаться 
в популяции Тh с фенотипом CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4-. 
Отчасти это может служить следствием того, что у данного хе-
мокинового рецептора имеется антагонист – CCL3, синтез ко-
торого осуществляется Тh2 и эозинофилами. Лиганды CXCR3 
в свою очередь являются антагонистами CCR3, уровень экс-

прессии которого весьма высок на Тh2. Наличие такого рода 
антагонистических отношений между лигандами хемокино-
вых рецепторов, характерных для Тh1 и Th2, были положены 
в основу теории о ключевой роли хемокинов, синтезируемых 
клетками Т-зависимых зон лимфатических узлов, в регуляции 
поляризации «наивных» Th [12]. В рамках общей популяции 
Тh эти клетки являются одними из самых многочисленных, 
составляя 11,20% (8,95; 15,77). Тогда как среди «наивных» Тh 
обнаружено чуть более 3% клеток данного фенотипа (см. табл. 
1). По мере дифференцировки Тh в клетки СМ, ЕМ и TEMRA 
наблюдалось постепенное увеличение относительного содер-
жания CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4-Тh.

CCR4 экспрессируется на поверхности Тh2, регуляторных 
Т-клеток, а также Т-клеток, мигрирующих в кожные покровы. 
Уровень Тh2 в циркуляции весьма низок вне зависимости от 
способов их определения: по экспрессии хемокиновых рецепто-
ров, по наличию на поверхностной мембране CD294 или по ин-
дуцированной продукции IL-4 [13]. По нашим данным CCR4+ 
Тh составляют лишь около 3% от общей популяции Тh, а сре-
ди «наивных» клеток практически не обнаруживались, однако 
среди Т-хелперов центральной памяти они составляли около 
8% (см. табл. 1). В рамках анализа популяций ЕМ и TEMRA 
CXCR5-CXCR3-CCR6-CCR4+ образовали 1–2%. С другой сто-
роны, часть Th2 может входить в состав популяций CXCR5-
CXCR3+CCR6-CCR4+ и CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+, 
обладающих «смешанным» или «переходным» фенотипом 
и содержащихся в весьма существенном количестве как сре-
ди CD3+CD4+ лимфоцитов, так и в рамках Th центральной 
и эффекторной памяти. Считается, что именно такие клетки 
центральной и эффекторной памяти, но не «терминально-
дифференцированные» или «наивные» Тh, способны менять 
свою поляризацию и спектр продуцируемых цитокинов [3]. 

Наличие CCR6 (при отсутствии CXCR5 или ряда других хе-
мокиновых рецепторов) на поверхности клетки обычно связано 
со способностью к продукции IL-17A. Поэтому Тh перифериче-
ской крови, экспрессирующие CCR6, традиционно рассматри-
ваются в качестве Th17, которые являются весьма гетероген-
ной популяцией клеток [6]. Поэтому в рамках использованной 
нами панели антител против хемокиновых рецепторов Th17 
могут входить в состав клеточных популяций с фенотипами 
CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4- (фенотип полностью соответ-
ствует Th17), CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4+ (помимо Th17, в 
состав этой популяции могут входить Th22, экспрессирующие 
еще и CCR10), а также CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-. Послед-
няя представляет наибольший интерес, так как эта группа Тh 
способна к продукции как IL-17A, так и IFNγ, что и послужило 
поводом для ее обозначения как Th1/Th17. Содержание клеток, 
экспрессирующих исключительно CCR6, среди всех исследо-
ванных популяций находится в пределах 1–3% (см. табл. 1). 
Тh, экспрессирующие CCR6 и CCR4, практически отсутствуют 
среди клеток CD45RA+CD62L+, но утрата CD45RA сопрово-
ждается почти 16-кратным приростом содержания данной по-
пуляции, тогда как снижение экспрессии еще и CD62L приво-
дит к увеличению количества этих клеток до 11% от общего 
числа ЕМ Th. Более того, Тh указанного фенотипа обнаружи-
ваются и среди TEMRA клеток, где составляют около 6% всей 
популяции. Что же касается CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-, то 
максимальное их содержание обнаружено в рамках клеток эф-
фекторной памяти (33% от общего количества ЕМ), тогда как 
среди «наивных» Th1/Th17 практически не встречаются, а в по-
пуляциях СМ и TEMRA составляют около 12–14%.

Как уже отмечалось выше, наличие на поверхности 
CXCR5 свидетельствует о способности клеток направлен-
но мигрировать в В-зависимые зоны лимфатических узлов 
по градиенту концентрации хемокина CXCL13, поэтому 
CXCR5+CD4+CD3+ рассматриваются в качестве фолликуляр-
ных Тh [14]. Более того, Tfh обычно несут CD62L и CCR7 – 
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Т а б л и ц а  1
Анализ экспрессии хемокиновых рецепторов CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 CD3+CD4+ лимфоцитами, находящимися на различных 
уровнях дифференцировки, выявленных на основании CD45RA и CD62L (n = 52, Me (Q25; Q75), % от целевой популяции)

CD3+CD4+ N CM EM TEMRA

CXCR5-CXCR3-CCR6-CCR4- 39,09 (32,44; 
45,35)

91,80 (89,11; 93,31) 13,36 (10,47; 
17,79)

0,71 (0,28; 1,18) 15,23 (9,74; 25,40)

CXCR5-CXCR3-CCR6-CCR4+ 
("Th2")

3,20 (2,53; 4,93) 0,54 (0,32; 0,82) 7,11 (5,72; 10,03) 1,51  (0,98; 2,27) 0,96 (0,30; 1,85)

CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4- 
("Th17")

1,95 (1,48; 2,41) 0,46 (0,36; 0,72) 2,95 (2,49; 3,98) 2,38 (1,21; 3,24) 1,65 (0,82; 3,26)

CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4+ 
("Th17 и Th22")

5,72 (4,26; 6,94) 0,02 (0,00; 0,09) 8,09 (6,76; 8,83) 11,39 (9,31; 
14,99)

5,30 (1,58; 7,85)

CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4- ("Th1 
и Th9")

11,20 (8,95; 
15,77)

3,27 (2,45; 4,28) 13,40 (11,42; 
15,26)

19,73 (12,42; 
30,86)

35,05 (25,95; 
52,89)

CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4+ 2,93 (2,18; 3,50) 0,06 (0,04; 0,14) 4,32 (3,56; 5,39) 5,55 (4,52; 6,60) 1,33 (0,30; 3,00)
CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4- 
("Th1/Th17")

12,17 (7,85; 
15,28)

0,06 (0,03; 0,11) 11,97 (8,64; 
15,01)

33,31 (24,76; 
38,28)

11,52 (4,87; 20,97)

CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+ 3,87 (3,11; 4,90) 0,02 (0,00; 0,03) 5,09 (4,20; 6,43) 8,82 (7,11; 10,32) 1,11 (0,48; 3,07)
CXCR5+CXCR3-CCR6-CCR4- ("Tfh/
Tfh2")

3,39 (2,48; 3,81) 2,20 (1,70; 2,97) 5,61 (4,74; 6,78) 1,02 (0,72; 1,49) 3,21 (1,44; 4,76)

CXCR5+CXCR3-CCR6-CCR4+ 
("Tfh2")

0,58 (0,43; 0,74) 0,02 (0,00; 0,04) 1,18 (1,04; 1,56) 0,57 (0,38; 0,78) 0,00 (0,00; 0,14)

CXCR5+CXCR3-CCR6+CCR4- 
("Tfh17")

2,83 (2,38; 3,46) 0,21 (0,12; 0,34) 5,70 (4,88; 7,07) 2,08 (1,70; 2,76) 2,00 (0,83; 2,88)

CXCR5+CXCR3-CCR6+CCR4+ 
("Tfh17")

1,54 (1,21; 2,04) 0,00 (0,00; 0,03) 3,02 (2,46; 4,04) 2,17 (1,51; 2,69) 0,44 (0,00; 1,01)

CXCR5+CXCR3+CCR6-CCR4- 
("Tfh1")

3,74 (3,18; 4,56) 0,61 (0,45; 0,90) 7,47 (6,56; 9,04) 3,49 (2,88; 4,25) 3,68 (2,00; 5,56)

CXCR5+CXCR3+CCR6-CCR4+ 0,50 (0,36; 0,74) 0,00 (0,00; 0,02) 0,84 (0,60; 1,05) 0,92 (0,68; 1,36) 0,00 (0,00; 0,14)
CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4- 
("Tfh1/Tfh17")

1,94 (1,54; 2,46) 0,05 (0,02; 0,08) 3,74 (3,30; 4,68) 2,00 (1,61; 2,69) 0,76 (0,00; 1,43)

CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4+ 0,46 (0,36; 0,61) 0,00 (0,00; 0,02) 0,85 (0,69; 1,14) 0,57 (0,46; 0,79) 0,00 (0,00; 0,24)

Т а б л и ц а  2
Анализ экспрессии хемокиновых рецепторов CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 CD3+CD4+ лимфоцитами, находящимися на различных 
уровнях дифференцировки, выявленных на основании CD45RA и CD62L (n = 52, Me (Q25; Q75), количество клеток в 10 мкл цельной 
венозной крови)

CD3+CD4+ N CM EM TEMRA

CXCR5-CXCR3-CCR6-CCR4- 3184 (2183; 4579) 2265 (1625; 3670) 423 (309; 737) 12 (5; 26) 7 (2; 15)
CXCR5-CXCR3-CCR6-CCR4+ ("Th2") 253 (197; 404) 15 (9; 20) 234 (172; 343) 30 (17; 45) 0 (0; 1)
CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4- ("Th17") 157 (115; 198) 13 (8; 20) 90 (71; 120) 38 (25; 64) 1 (0; 1)
CXCR5-CXCR3-CCR6+ CCR6- CCR6-CCR4+ ("Th17 
и Th22")

432 (349; 585) 1 (0; 2) 237 (193; 312) 218 (159; 304) 2 (1; 3)

CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4- ("Th1 и Th9") 946 (639; 1498) 94 (55; 126) 408 (338; 611) 385 (211; 685) 13 (6; 38)
CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4+ 229 (171; 308) 2 (1; 3) 137 (99; 178) 109 (67; 150) 0 (0; 1)
CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4- ("Th1/Th17") 946 (673; 1226) 2 (1; 3) 386 (303; 508) 618 (404; 786) 4 (2; 7)
CXCR5- CXCR3-CXCR3+CCR6+CCR4+ 334 (234; 444) 0 (0; 1) 176 (131; 228) 178 (123; 220) 0 (0; 1)
CXCR5+CXCR3-CCR6-CCR4- ("Tfh/Tfh2") 252 (210; 337) 62 (38; 90) 176 (145; 236) 21 (14; 24) 1 (1; 3)
CXCR5+CXCR3-CCR6-CCR4+ ("Tfh2") 46 (38; 65) 1 (0; 1) 42 (29; 57) 10 (7; 15) 0 (0; 0)
CXCR5+CXCR3-CCR6+CCR4- ("Tfh17") 214 (166; 322) 6 (2; 10) 175 (144; 274) 44 (28; 55) 1 (0; 1)
CXCR5+CXCR3-CCR6+CCR4+ ("Tfh17") 138 (88; 180) 0 (0; 1) 103 (70; 149) 39 (25; 53) 0 (0; 0)
CXCR5+CXCR3+CCR6-CCR4- ("Tfh1") 308 (239; 367) 17 (11; 27) 245 (182; 305) 64 (55; 83) 1 (0; 2)
CXCR5+CXCR3+CCR6-CCR4+ 39 (31; 59) 0 (0; 1) 25 (20; 38) 16 (13; 29) 0 (0; 0)
CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4- ("Tfh1/Tfh17") 157 (114; 234) 1 (1; 2) 124 (88; 179) 41 (30; 53) 0 (0; 0)
CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4+ 38 (30; 54) 0 (0; 1) 32 (22; 42) 11 (8; 17) 0 (0; 0)
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молекулы, необходимые для проникновения в периферические 
лимфоидные органы через венулы с высоким эндотелием, что 
и соответствует выявленной нами максимальной экспрессии 
CXCR5 именно на клетках центральной памяти с фенотипом 
CD45RA-CD62L+. Однако помимо Tfh, локализованных в 
лимфоидной ткани, в периферической крови обнаруживают-
ся «циркулирующие» Тfh, способные синтезировать широкий 
спектр цитокинов, к числу которых, помимо IL-21, относятся 
IFNγ, IL-17 и IL-4, играющие ведущую роль в процессах пере-
ключения класса синтезируемых В-клетками антител [15]. По 
аналогии со способностью к синтезу цитокинов, свойствен-
ных другим популяциям Т-хелперов, Tfh несут сходный ре-
пертуар хемокиновых рецепторов. Так, на основании фено-
типа CXCR5+CXCR3+CCR6-CCR4- можно выделить Tfh1, 
обладающие рядом свойств Th1, к числу которых относятся 
высокий уровень экспрессии транскрипционного фактора 
T-bet и способность к продукции IFNγ в ответ на стимуляцию. 
Более того, в условиях in vitro эти клетки не усиливали про-
дукцию иммуноглобулинов «наивными» В-лимфоцитами, что 
и послужило одной из причин для их определения как Tfh1 
[15]. Чаще всего клетки данного фенотипа встречались сре-
ди CD3+CD4+ центральной памяти, где они составили около 
7,5%. Дальнейшая дифференцировка Т-хелперов сопровожда-
лась снижением Tfh1 среди ЕМ и TEMRA (см. табл. 1).

Тfh, не экспрессирующие CXCR3 и CCR6, рассматривают-
ся в качестве Tfh2, причем можно определить два их основных 
фенотипа: CXCR5+CXCR3-CCR6-CCR4- и CXCR5+CXCR3-
CCR6-CCR4+. Среди «наивных» Тh клетки, экспрессирующие 
только CXCR5, составляют чуть более 2%, однако при пере-
ходе к популяции СМ их число увеличивается почти в 2 раза 
(см. табл. 1). Следовые количества Tfh отмечены при анализе 
фенотипа клеток эффекторной памяти, но среди эффекторных 
клеток популяции TEMRA их содержание вновь повышается. 
Клетки с фенотипом CXCR5+CCR4+ в основном обнаружива-
ются среди Т-хелперов центральной памяти, тогда как среди 
остальных популяций они практически не выявляются. Это 
может быть связано с их преимущественной локализацией в 
лимфоидной ткани, так как в ответ на стимуляцию они спо-
собны синтезировать IL-4, IL-5 и IL-13, а также транскрип-
ционный фактор GATA3. Более того, при сокультивировании 
CXCR3-CCR6- клеток с «наивными» В-лимфоцитами послед-
ние усиливали продукцию всех основных классов иммуногло-
булиновых молекул – IgM, IgG, IgA и IgE [15]. 

Что же касается фолликулярных Т-хелперов, экспресси-
рующих одновременно CXCR5 и CCR6, то они были способ-
ны к синтезу и секреции цитокинов, свойственных Тh17 (в 
частности, IL-17A и IL-22), а также содержали транскрип-
ционный фактор RORγT. В условиях in vitro Tfh17 усилива-
ли продукцию нескольких классов синтезируемых антител 
«наивными» В-лимфоцитами, за исключением IgE, однако 
максимальный эффект имел место в случае индукции синте-
за IgA [15]. В ходе проведенного исследования Tfh17 можно 
было отнести к популяциям с фенотипами CXCR5+CXCR3-
CCR6+CCR4- и CXCR5+CXCR3-CCR6+CCR4+. Причем, 
максимальное содержание этих клеток было отличительной 
чертой CD45RA-CD62L+ Тh (см. табл. 1 и 2). Более того, 
нами выделена группа клеток, которую можно охаракте-
ризовать как Tfh1/Tfh17, потому что она имела фенотип 
CXCR5+CXCR3+CCR6+CCR4-. В рамках СМ они составля-
ли почти 4%, тогда как при переходе к ЕМ их относительное 
содержание уменьшалось. 

Обсуждение. Таким образом, примененный нами подход 
позволил выявить основные типы Т-хелперов среди CD4+ 
Т-лимфоцитов, находящихся на различных стадиях диффе-
ренцировки. Полученные нами результаты по относительно-
му (см. табл. 1) и абсолютному (см. табл. 2) содержанию дан-
ных популяций могут быть использованы в ходе дальнейших 

клинико-иммунологических и лабораторных исследований в 
качестве контрольной группы. Более того, в настоящее время 
важность изучения основных типов Т-хелперов показана при 
весьма широком круге заболеваний, где их содержание может 
являться клинически-значимым маркером для определения 
тяжести патологических состояний и оценки эффективности 
применяемой терапии [13, 16]. Так, при анализе перифериче-
ской крови больных системной красной волчанкой в актив-
ной фазе заболевания отмечено почти трехкратное снижение 
уровня Th1 с фенотипом CXCR5-CXCR3+CCR6-CD45RA-
CD4+ по сравнению с группой контроля на фоне увеличения 
уровня Тh17 и Th2, что, по мнению авторов, может являться 
одним из важнейших диагностических признаков данного за-
болевания [17]. Что же касается Tfh у данной группы больных, 
то относительное содержание Tfh1 находилось в обратной за-
висимости от активности заболевания, тогда как уровень Tfh2 
в периферической крови высоко коррелировал с индексом 
активности SLEDAI. При исследовании сахарного диабета 
2-го типа было отмечено почти двукратное увеличение уров-
ня Тfh с фенотипом CD4+CXCR5+ в циркуляции [18]. Более 
того, в рамках Tfh было отмечено резкое увеличение Tfh17 
и снижение Tfh1 по сравнению со значениями, полученными 
для контрольной группы условно здоровых доноров. Сход-
ные изменения в популяции фолликулярных Т-хелперов на-
блюдались в периферической крови пациентов с идиопатиче-
скими воспалительными миопатиями, когда относительное 
увеличение числа этих клеток было связано со значительным 
приростом клеток с фенотипами CXCR5+CXCR3-CCR6- и 
CXCR5+CXCR3-CCR6+, соответствовавших Tfh2 и Tfh17 
[19]. При наблюдении за больными с рассеянным склерозом 
анализ субпопуляций Т-хелперов, экспрессирующие раз-
личные хемокиновые рецепторы (в первую очередь CXCR3 
и CCR4), может служить важнейшим критерием при оценке 
эффективности терапии [20]. В качестве признака, харак-
теризующего успешное применение препаратов на основе 
IFNβ, авторы предлагают рассматривать увеличение уровня 
CD4+CXCR3+ и CD4+CCR4+ лимфоцитов в периферической 
крови больных. Столь же перспективно и значимо исследо-
вание этих популяций при патологических процессах, свя-
занных с хроническими вирусными инфекциями такими как 
ВИЧ или хронический вирусный гепатит С. Инфицирование 
же вирусом гепатита С сопровождалось увеличением отно-
сительного содержания CXCR3+CCR6- среди эффекторных 
Т-клеток памяти с фенотипом CD45RA-CD62L- и снижением 
субпопуляции CXCR3-CCR6+ среди популяций Т-хелперов, 
прошедших антиген-зависимую дифференцировку в перифе-
рических лимфоидных органах [21]. При ВИЧ-инфекции сни-
жение уровня CCR6+CD4+ клеток в периферической крови 
тесно связано с прогрессированием заболевания [22].

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Исследование не имело спонсорской поддержки.
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РАЗРАБОТКА ИММУНОФЕРМЕНТНОЙ И ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЙ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ ТЕСТ-СИСТЕМ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ТУЛЯРЕМИИ
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Осуществлен подбор моноклональных антител, обладающих иммунохимической активностью к антигенам Francisella 
tularensis, на их основе разработаны иммуноферментная и иммунохроматографическая тест-системы для выявления 
возбудителя туляремии. Оценка чувствительности и специфичности разработанных тест-систем показала, что образ-
цы обеспечивали выявление штаммов F. tularensis в концентрации от 5,0∙105 м.к.∙см-3 до 1,0∙106 м.к.∙см-3 и не давали лож-
ноположительных результатов при исследовании гетерологичных микроорганизмов в концентрации 1,0∙108 м.к.∙см-3.

К л ю ч е в ы е с л о в а: Francisella tularensis; моноклональные антитела; иммуноферментный анализ; иммунохромато-
графический анализ.
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