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Резюме. Клиническая оценка регуляторной роли Т-хелперов 1 и 2 порядка и их  аналогов - 
Т-цитпотпоксических лимфоцитов 1 и 2 порядка в развитии иммунного ответа при различных 
заболеваниях невозможна в от сут ст вии данны х о нормальном цит окиновом профиле Т- 
клет очны х субпопуляций  в различны х возраст ны х группах. В результ ат е проведенны х 
исследований установлено, что основными продуцентами IL2,TNFa и НА являю т ся CD4+ Т- 
лимфоцит ы (соответственно, T h l, ТН2 и подобные им субпопуляции). IFNg продуцируется  
CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитами (Thl и Тс1), приблизительно в равном соотношении. Снижение 
индекса Т 1 /Т 2  свидет ельст вует  о возрастающ ей роли Т хелперов и цит от оксических  
лимфоцитов второго порядка и синтезируемых ими цитокинов в процессе становления иммунной 
системы ребенка. Значит ельный вклад (сопоставимый с CD8+  Т-лимфоцитами) в синтез IFNg 
и TNFa вносит популяция естественных киллеров.
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Введение
Центральными регуляторными клетками 

иммунной системы являются Т-лимфоциты, 
большинство функций которых опосредуется 
секрецией цитокинов. В многочисленных 
публикациях приводятся данные о значи­
тельном дисбалансе цитокиновой продукции 
различными Т-клеточными субпопуляциями при 
той или иной патологии [1]. Примером тому 
может служить доминирование Th2 лимфо­
цитов у детей с атопией и астмой, Thl - при
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патологической беременности, острой реакции 
трансплантант-против-хозяина, значительное 
изменение цитокиновой продукции во время 
инфекционных заболеваний, таких как ВИЧ- 
инфекция и T hl-поляризация при аутоиммунной 
патологии [2-7]. Т-хелперы первого и второго 
порядка были первоначально описаны среди 
мышиных CD4+ Т-клеточных клонов, а позднее 
- и человеческих Т-лимфоцитов. Мышиные Thl 
лимфоциты идентифицируются как клетки- 
продуценты интерлейкина 2 (IL2), интерферона 
х (IFNx) и лимфотоксина (LT), в то время как 
Th2 клетки продуцируют IL4, IL5, IL6, IL9, 
IL10 и IL13 [8]. Т-хелперы первого и второго 
порядка у человека синтезируют такие же 
наборы цитокинов, хотя синтез IL2, IL6, IL10 и 
IL13 не столь строго рестриктирован для 
человеческих Thl и Th2 субпопуляций. Обеими 
субпопуляциями Т-хелперов продуцируются 
также такие протеины, как IL3, TNFa, GM- 
CSF и различные представители семейства 
хемокинов. Поскольку, несмотря на много­
численные исследования, полный перечень 
цитокинов, синтезируемых T hl и Th2 лим­
фоцитами, не определен, термин "Т-хелперы 
первого и второго порядка" используется либо 
при анализе полного цитокинового профиля, 
характерного для мышиных субпопуляций,
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либо для обозначения доминирующей роли IFNg 
и IL4, соответственно.

Ф ункционирование T h l и Th2 клеток 
определяется синтезируемыми ими цитокинами. 
T h l лим ф оциты  вовлечен ы  в к лето ч н о - 
опосредуемые воспалительные реакции: T h l-  
цитокины активирую т цитотоксические и 
воспалительные функции, индуцируют реакции 
гиперчувствительности замедленного типа. 
Н екоторы е всп о м о гател ьн ы е р еа к ц и и  в 
отношении В-лимфоцитов такж е индуцируются 
T h l ли м ф оц итам и , однако вы сокие кон­
центрации T h l клеток могут стать причиной 
иммуносупрессии. Th2 цитокины регулируют 
антителообразование, особенно IgE -ответ, 
стимулируют эозинофильную пролиферацию и 
функциональную активность. Таким образом, 
Th2 цитокины находятся в тесной ассоциации с 
мощным гуморальным и аллергическим ответом. 
Синтез характерных для T h l и Th2 лимфоцитов 
цитокинов оказы вает взаимоингибирую щее 
действие на диф ф еренцировку  противопо­
ложных клонов.* IFNg селективно подавляет 
п роли ф ерац и ю  Th2 л и м ф о ц и то в , a IL10 
ингибирует синтез цитокинов T h l клонами. 
К росс-регуляция объясняет сущ ествование 
строгой дихотомии T h l и Th2 ответов при 
большинстве изученных инфекций у мышей и 
людей. В некоторы х сл у ч ая х  н аруш ение 
цитокиновой регуляции или использование 
антицитокиновых препаратов может регули­
ровать резистентность или чувствительность к 
инфекционному агенту.

Подобно CD4+ Т -лим ф оцитам  CD8+ Т- 
лимфоциты являются продуцентами цитокинов 
T h l-  и Th2-Tnna [9-13]. CD4+ и CD8+ суб­
популяции дифференцируются в одинаковых 
условиях: IL12 и IFNx способствуют диф ф е- 
ренцировке предшественников в T h l и Тс1 
клетки , в то врем я как  IL4 и н д у ц и р у ет  
образование Th2 или Тс2 лимф оцитов. Т- 
цитотоксические лимфоциты первого порядка 
были идентифицированы раньш е Тс2, воз­
можно, из-за преимущественной диф ф ерен- 
цировки CD8+ Т-лимфоцитов в IFN g-проду- 
центы. При первичном прим ировании для 
образования Тс2 лимфоцитов требуются гораздо 
более высокие дозы IL4, неж ели  чем для 
дифференцировки Th2 [14]. Тс2 лимфоциты 
обладают цитотоксической активностью, такж е 
как Тс1 субпопуляция, но далеко не во всех 
системах, что оп ред еляется  окруж аю щ им  
цитокиновым фоном [12]. Цитотоксичность и в 
том и в другом случае осуществляется путем 
Са2+/перф орин-зависимы х механизмов, и в 
м еньш ей  степени  F a s -о п о ср ед о ван а . Тс2 
лимфоциты, по-видимому, обладают хелперной 
активностью in vivo, поскольку экспрессируют

CD40L и секретируют цитокины второго типа, 
действую щ ие на В -лим ф оциты , активиро­
ванные CD4+ Th2 клетками [15]. Кроме того, 
получены данные о роли Тс2 в супрессии CD8+ 
Т-опосредованной цитотоксичности и продукции 
IFNg [16].

Определение нормального содержания Т- 
л и м ф оц итарн ы х  субпопуляций  первого и 
второго порядка имеет значение для оценки 
колебания их уровня в ходе того или иного 
патологического процесса. Не менее важна эта 
информация для представления о нормальных 
иммунологических вариациях в различны х 
возрастн ы х  группах  и процессе им м уно­
логического созревания. Для идентификации 
функциональных субпопуляций Т-лимфоцитов 
с полярной цитокиновой секрецией исполь­
зуются различные методические подходы, в том 
числе ELISA сыворотки крови или суперна­
тантов клеточны х к ультур , позволяю щ ий 
определить общее содерж ание секретиро- 
ванного белка. По сравнению с ELISA бес­
спорны м п реим ущ еством  м етода в н у тр и ­
клеточного окраш ивания цитокинов (ICCS) 
является возможность оценки моно- или ко- 
экспрессии различных цитокинов и поверх­
ностных маркеров каждой клетки, что, в свою 
о ч еред ь , я в л я е т с я  основанием  д л я  д и ф ­
ференциации Т-клеточных субпопуляций на 
основании цитокинового синтеза одновременно 
с иммунофенотипированием [17].

Целью настоящего исследования являлась 
оценка нормального цитокинового профиля Т- 
лимфоцитов у детей различных возрастных 
групп.

М атериалы и методы
Обследовано 70 практически здоровых детей 

в в о зр а с т е  от 3 до 14 л ет . С о д ер ж ан и е  
лейкоцитов, абсолютного и относительного 
количества лимфоцитов определяли с помощью 
гематологического анализатора Cobas Micros 60 
("АВХ"). Для оценки внутриклеточного синтеза 
цитокинов м ононуклеары  периф ерической  
крови получали путем выделения на градиенте 
плотности фиколл-верографина (1,077 г/см 3). 
Спонтанную продукцию IL2, IL4, IFNg и TNFa 
CD3+, CD 4+, CD8+ и C D 16+ лим ф оцитам и  
оценивали по истечении 4 часов инкубации в 
п ри сутстви и  б р еф ель д и н а  А при 37°С, в 
атмосфере 5% С02. В качестве активатора для 
стимуляции внутриклеточного синтеза ис­
пользовали комбинацию РМА ("Sigma", 50 n g / 
m l) с ионом ицином  ("S ig m a" , 1 m g /m l) .  
И ммуноф енотипирование проводили с ис­
пользованием FITC-меченных CD3, CD4, CD8, 
CD16 моноклональных антител ("Caltag") и РЕ- 
коньюгированных анти-1Ь2, IL4, IFNg и TNFa-



Таблица 1. Содержание IFNg-, TNFa-, IL2-, 1Ь4-продуцирующих Т-лимфоцитов у детей 3-14 лет 
(М ±ш)

П оказатели Возрастные группы
3 года 
п=15 

3

4 года 
п=15 

4

5 лет 
п=15 

5

6 лет 
п=15 

6

7-14 лет 
п=10 

7
Лимфоциты,
109/л
CD3+/YIFN+,
%
CD3+/yIFN +,
109/л
CD3+/T N F a +,
%
CD3+/T N Fa+,
109/л
CD3+/IL 2+, %
CD3+/IL 2+,
109/л
CD3+/IL 4+, % 
CD3+/IL 4+, 
109/л  
T h l/T h 2

4,24±0,515'6,7

14,82±3,05

0,62±0,137

15,5012,907

0,6110,11

12,96±2,52
0,54±0,087

0,86±0,287
0,04±0,01

24,45

3,8±0,475-7

13,09±1,89

0,49±0,09

14,85±2,417

0,55±0,10

12,65±3,30
0,46±0,127

0,79±0,216>7
0,03±0,01

19,89

3,23±0,313,4*7

13,53±2,72

0,45±0,10

17,57±2,57

0,58±0,09

15,78±3,187
0,51±0,097

1,16±0,387
0,0410,01

17,69

3,45±0,333'7

1б,3б±3,84

0,57±0,15

18,98±2,06

0,65±0,07

14,7±2,527
0,50±0,087

1,57±0,554*7
0,05±0,02

13,12

1,99±0,463’4'5,6

15,79±3,52

0,331±0,1503

20,9312,483,4

0,43710,144

9,35±2,795>6 
0,15410,0383'4'5-6

2,6410,873'4*5'6
0,05110,019

6,98

Таблица 2. Ц итокиновый профиль Т-лимфоцитов и C D ie+клеток (M±m)

Ц итокиновый Дети 7-14 лет (п=10)

CD3+
Т -клетки

CD4+ 
Т -летки

CD8+
Т -клетки

IFNy, % 15,7913,52 IFN, % 8,3112,03 IFNy, % 6,3111,95
TNFa, % 20,9312,48 TNF, % 11,2212,60 TN Fa, % 6,1011,52
IL2, % 9,3512,79 IL2, % 8,7311,96 IL2, % 2,6210,99
IL4, % 2,6410,87 IL4, % 2,2310,52 IL4, % 0,8410,39

CD16+
клетки

IFNy, % 
TNFa, %

5,7412,16
7,3812,09

антител ("Caltag") на проточном цитофлюори- 
м етре "FacsCan" ("Becton Dickinson"). С та­
тистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием модуля "Descrip­
tive Statistics" ППП "NCCS 2001 and Pass Test".

Результаты  и обсуждение
Содержание IFNg-синтезирующих CD3+ Т- 

лимфоцитов отражает совокупность нескольких 
Т-клеточных субпопуляций: Т-хелперов 1 по­
рядка (IL2+/IF N g+/IL 4‘), T h l-подобных лимфо­
цитов (IL2’/IF N g +/IL 4 ‘), Т -цитотоксических 
лимфоцитов 1 порядка (IL2+/IF N g +/IL4') и Тс1- 
подобных клеток (IL2'/IFN g+/IL 4 ) (Рис. 1).

Т а ж е  с и т у а ц и я  х а р а к т е р н а  T N F a - 
продуцирующих лимфоцитов за исключением 
того, что для CD8+ лимфоцитов синтез TNFa 
менее характерен, чем для CD4+ (Рис. 2, Табл.
2). На следующем рисунке (Рис. 3) представлена

спонтанная и стимулированная экспрессия IL2 
л и м ф о ц и там и  п е р и ф е р и ч е с к о й  крови . В 
меньшей степени, чем T h l-  IL2 продуцируется 
В-лимфоцитами, лимфокин-активированными 
киллерами (ЛАК) и естественными киллерами 
(ЕК). Точное представление о содерж ании 
классических T h l-  и ТЬ2-лимфоцитов дает 
оценка одновременной экспрессии IL2 и IFNg.

IL4 п р о д у ц и р у е т с я  в основном  Th2 
субпопуляцией активированных Т лимфоцитов, 
секретирующих такж е IL5 и IL6. Данные, ха­
рактеризующие цитокин-синтезирующую ак­
тивность Т-лимфоцитов периферической крови 
у детей 3-14 лет, представлены в таблице 1.

К 7-14 годам у детей на фоне снижения 
общего содерж ания лимфоцитов происходит 
снижение абсолютного количества IL2- и IFNg- 
си н т ези р у ю щ и х  Т -л и м ф о ц и т о в  (T h l) .  С 
увеличением возраста повышается процент IL4-



STRUCTURE C D 3 -F IT C C D 3 -F IT C

Рисунок 1. Спонтанная и стимулированная экспрессия 1Р^лимфоцитами периферической крови: 
а) анализируемый гейт мононуклеаров; б) спонтанная продукция IFN g CD3+T- 
лимфоцитами; в) стимулированный синтез IFNg (1) ЕК-клетки; (2) Thl, Tel и T h l- и 
T c l-подобные лимфоциты

C D 3 -F IT C C D 3 -F IT C

Рисунок 2. Спонтанная и стимулированная экспрессия TNFa лимфоцитами периферической 
крови: а) спонтанная продукция TNFa СЭЗ+Т-лимфоцитами; б) стимулированный 
синтез TNFa (1) ЕК-клетки, попавшие в анализируемый гейт моноциты и нейтрофилы; 
(2) Thl, Tel, Th2 и Тс2-лимфоциты, другие Т-субпопуляции, синтезирующие TNFa
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Рисунок 3. Спонтанная и стимулированная экспрессия IL2 лимфоцитами периферической крови: 
а) спонтанная продукция IL2 СОЗ'ЧГ-лимфоцитами; б) стимулированный синтез IL2 
(1)В-лимфоциты, ЕК; (2) Thl, Tel и другие Т-лимфоциты



продуцирую щ их CD3+лимфоцитов, что при­
водит к изменению соотношения Т1/Т2, которое 
мы определяли как отношение CD3+/gIFN + к 
CD3+/IL4+ лимфоцитов. Уменьшение индекса 
Т1/Т2 свидетельствует о возрастающей роли 
Т  хелперов  и цитотоксических лимфоцитов 
второ го  п ор ядк а  и с и н т е зи р уе м ы х  ими 
цитокинов в процессе становления иммунной 
системы ребенка.

Для того, чтобы оценить вклад Th- и Тс- 
л и м ф о ц и та р н ы х  с уб п о п у ля ц и й  в си н тез 
цитокинов первого и второго типов, бы ло 
определено содержание соответствующих CD4+ 
и CD8+ цитокин-синтезирующих лимфоцитов в 
группе 7-14-летних детей (Табл. 2). Анализ 
полученных данных показал, что основными 
продуцентами таких цитокинов, как IL2, TNFa 
и IL4  являю тся  CD 4+ Т -лим ф оциты  (соот­
в етств ен н о , T h l  и T h 2  и подобны е им 
субпопуляции ). В то время как IF N g  про­
дуцируется CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитами (T h l 
и Тс1) приблизительно в равном соотношении.

Значительный вклад в синтез IFN g  и TNFa 
вносит поп уляц и я  естественны х киллеров. 
С одерж ание C D 16+ T N F a + и CD16+ IF N g + 
ли м ф оц и тов  у д етей  7-14 л е т  состави ло
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