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Введение
Острое и хроническое воздействие ионизирующего 

излучения (ИИ) на многоклеточный организм иниции-
рует каскады сложных взаимодействий между различ-
ными отделами иммунной системы. Реакции на облуче-
ние со стороны иммунной системы (преимущественно 
в Т-клеточном звене) регистрируются в течение многих 
лет после воздействия ИИ у населения прибрежных 
сел реки Течи и в других когортах пострадавших от 
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радиации людей [1]. У индивидуумов с высокой радио-
чувствительностью повреждения стволовых клеток и 
клеток-предшественников иммуноцитов [2] могут при-
водить к изменениям физиологических реакций и разви-
тию отдалённых эффектов, например, онкологических 
заболеваний [3‒7], заболеваний сердечно-сосудистой 
системы [8] и других [9]. Роль иммунной системы в раз-
витии таких патологических состояний не подлежит со-
мнению [2], однако патогенетические механизмы реали-
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зации отдаленных эффектов облучения требуют более 
детального изучения. Поиск индикаторов повышенного 
риска развития индуцированных ИИ стохастических эф-
фектов у человека также остается актуальной задачей 
современной радиационной медицины [10].

Исследование лимфоцитов периферической крови – 
удобного модельного объекта вследствие их высокой ра-
диочувствительности и способности пролиферировать 
in vivo и in vitro [11], – позволяет с высокой долей ве-
роятности судить о процессах, происходящих в других 
соматических клетках облученного организма. Цитоток-
сические эффекты, наблюдаемые после облучения в вы-
соких дозах, доказаны, однако после воздействия малых 
доз ИИ преобладают слабовыраженные количественные 
и функциональные эффекты, которые могут оставаться 
компенсированными в течение длительного времени. 
В отдаленном периоде какое-либо дополнительное воз-
действие (или комплекс факторов) может проявить или 
усугубить такие эффекты [12]. Различные субпопуля-
ции лимфоцитов, а также другие иммунокомпетентные 
клетки (ИКК) и клетки микроокружения играют неодно-
значную роль в радиационно-индуцированном канцеро-
генезе [13]. В настоящее время описано множество ме-
тодов оценки функциональной активности лимфоцитов 
периферической крови, однако исследование именно 
пролиферативного потенциала отдельных субпопуляций 
лимфоцитов может претендовать на роль интегрального 
показателя и быть полезным при изучении патогенеза 
отдаленных эффектов хронического низкоинтенсивно-
го облучения с преимущественным поражением крас-
ного костного мозга (ККМ), а также при поиске марке-
ров индивидуальной радиочувствительности человека. 
Внедрение в практику метода многоцветной проточной 
цитометрии открывает новые возможности для радиа-
ционно-медицинских исследований. Вышеизложенное, 
широкий спектр методик анализа пролиферативной ак-
тивности клеток, а также проблема выбора адекватной 
методологии исследования, наиболее подходящей для 
решения конкретных практических задач в области кле-
точной радиобиологии, определяют актуальность насто-
ящего обзора научной литературы.

Целями работы является анализ актуальной научной 
информации, касающейся современных методических 
подходов к количественному определению пролифери-
рующих клеток в субпопуляциях Т-лимфоцитов чело-
века, а также оценка перспективы их применения при 
обследовании лиц, подвергшихся хроническому воздей-
ствию ИИ, в период реализации канцерогенных эффек-
тов облучения.

1. Пролиферация лимфоцитов периферической 
крови как интегральный показатель 
функциональной активности иКК в норме и при 
патологических состояниях
Пролиферация лимфоцитов необходима для поддер-

жания клеточного гомеостаза иммунной системы и кор-
ректной реализации иммунных ответов. Пролифератив-
ный потенциал лимфоцитов периферической крови че-
ловека комплексно характеризует их функциональную 
активность как основных эффекторных и регуляторных 
клеток иммунной системы. Показатель широко исполь-
зуется при оценке иммунного статуса в норме и при 
патологических состояниях (для диагностики аллерги-
ческих, аутоиммунных заболеваний и др.), для анализа 
эффективности иммуномодуляторов и цитостатиков, в 
молекулярно-клеточной биологии при изучении стадий 
клеточного цикла и механизмов активации клеток в про-
цессе пролиферации [14].

Способность к пролиферации в ответ на антиген-
ную стимуляцию лежит в основе клональной экспансии 
периферических Т-лимфоцитов, нарушения которой в 
комплексе с факторами, ассоциированными с возрастом 
и хроническим вялотекущим воспалением (изменения-
ми микроокружения лимфоидных органов, провоспа-
лительным цитокиновым дисбалансом, оксидативным 
стрессом и другими), приобретают особую значимость 
в контексте исследований функции противоопухолевого 
иммунного надзора. Оценка способности лимфоцитов 
к спонтанной и индуцированной пролиферации позво-
ляет выявить латентные изменения их функциональной 
активности, связанные с сублетальными повреждения-
ми клеточных структур, которые могут не иметь явных 
фенотипических проявлений. Повышенная пролифера-
тивная активность нестимулированных лимфоцитов пе-
риферической крови может рассматриваться как маркер 
воздействий, приводящих к стрессовым реакциям им-
мунной системы [15]. Низкий пролиферативный ответ 
свидетельствует об иммуносупрессии, вплоть до анер-
гии лимфоцитов, и часто, но не всегда, наблюдается при 
патологических состояниях с аутоиммунной компонен-
той [14]. Функциональная активность Т-лимфоцитов, 
включая их способность к активации и пролиферации, 
может изменяться при старении, под влиянием микро-
окружения опухолей, при системном или локальном 
воспалении [16]. Например, при сокультивировании 
Т-лимфоцитов с супернатантами клеточных линий рака 
молочной железы MDA-MB-231, T47D, MCF-7, MDA-
MB-453, продуцирующих растворимую форму лиган-
да рецептора программируемой клеточной гибели 1 
(sPD-L1), показано, что sPD-L1 ингибирует пролифера-
цию и усиливает апоптоз Т-лимфоцитов [17].

У высших млекопитающих и человека число 
Т-лимфоцитов на периферии относительно постоянно. 
При этом каждый день из тимуса появляются новые 
наивные клетки. Повышенные темпы гомеостатической 
экспансии существуют у новорожденных, пожилых лю-
дей или взрослых людей с лимфопенией, например, при 
ВИЧ-инфекции и после химио- и (или) лучевой терапии 
[19]. Клеточный гомеостаз и динамичная регуляция ко-
личества лимфоцитов в разных субпопуляциях жестко 
контролируется, при этом регуляторные механизмы пол-
ностью не изучены, но роль цитокинов, апоптоза, ряда 
генов и рецепторов в этом процессе доказана [16].

Гомеостаз генетического аппарата критически ва-
жен для корректной реализации процессов клеточного 
деления, дифференцировки и жизнедеятельности. Из-
менения в геноме клетки могут модулировать качество 
ее пролиферации. Например, нарушения в генах кон-
троля клеточного цикла могут приводить к модуляции 
скорости пролиферации лимфоцитов, стимулированных 
фитогемагглютинином (ФГА) [18]. Выявлена роль гена 
PERP в поддержании численности пула перифериче-
ских Т-клеток. Этот ген играет важную роль в сохране-
нии CD4+ эффекторных Т-клеток памяти, подвергаю-
щихся пролиферации, индуцированной лимфопенией. 
При этом сбалансированный апоптоз пролиферирую-
щих Т-клеток важен для поддержания относительно 
постоянного размера пула ТЕМ-клеток и предотвраще-
ния развития аутоиммунной патологии [19]. Молекулы 
Bcl-2, Bim, Mcl-2 и каспаза-8 связаны с апоптозом и 
регуляцией популяций периферических эффекторных 
Т-клеток и Т-клеток памяти. При дефектах в генах, 
опосредующих апоптоз, ТЕМ-клетки с более высоким 
сродством к аутоантигенам имеют преимущество в вы-
живаемости, что приводит к изменению репертуара  
Т-лимфоцитов [20].
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Наивные Т-лимфоциты обладают способностью 
реагировать на специфические антигены посредством 
массивной пролиферации и дифференцировки в эффек-
торные Т-клетки, период их полужизни составляет при-
мерно 50 сут. Для выживания наивных Т-лимфоцитов 
необходимы сигналы, опосредованные взаимодействи-
ем TCR-пептид-MHC и цитокинами, главным образом, 
ИЛ-7 [16]. Зрелые наивные клетки имеют более силь-
ный пролиферативный ответ в присутствии ИЛ-7 [21]. 
Предполагается, что для активации клеток требуются 
значительно меньшие концентрации цитокинов, чем 
для их дифференцировки. Высокие концентрации про-
воспалительных цитокинов не изменяют функции наи-
вных Т-лимфоцитов, но обусловливают уменьшение их 
количества [22]. Концентрация ИЛ-7 в норме крайне 
низка и клетки за него конкурируют, а без достаточной 
стимуляции – погибают путем апоптоза. ИЛ-4, ИЛ-6, 
лимфопоэтин и ИЛ-7 отменяют Bcl-2-опосредованный 
апоптоз лимфоцитов. ИЛ-7 играет в этом процессе ос-
новную роль, являясь фактором, лимитирующим общее 
количество лимфоцитов. Показано, что количество лим-
фоцитов значительно увеличивается у мышей со сверх-
экспрессией ИЛ-7 [16].

Цитокины в физиологических концентрациях обу-
словливают пролиферацию T- и В-лимфоцитов, нейтро-
филов (ФНОα) и натуральных киллеров (ИЛ-4, ИФНγ) 
посредством экспрессии генов цитокинов и их рецеп-
торов. Провоспалительные цитокины могут снижать 
функциональную активность клеток, возможно, путем 
индукции экспрессии ингибиторных молекул или по-
средством активизации тирозинкиназ. Механизмы пря-
мо противоположного влияния цитокинов по принципу 
обратной связи в достаточной степени неясны. При вы-
соких уровнях ФНОα, ИФНγ, ИЛ-4 и ИЛ-6 в сыворотке 
крови гомеостатически ингибируются процессы акти-
вации и пролиферации иммуноцитов. Это не связано с 
инициацией апоптоза (апоптоз усиливается при проли-
ферации) и с дефицитом энергетического ресурса (со-
держание CD71+ клеток снижается). Инактивация клеток 
провоспалительными цитокинами в высоких концентра-
циях может быть обусловлена снижением уровня ядер-
ного фактора активации, стимулирующего продукцию 
ИЛ-2 или ускоренным шеддингом рецепторов. В каче-
стве общего механизма ингибирующего действия цито-
кинов рассматривается экспрессия ингибиторов тиро-
зинкиназ [23]. Чувствительность CD8+ Т-лимфоцитов к 
антигенам значительно повышается, если клетки перед 
контактом с антигеном обрабатывались ИЛ-12, ИЛ-18 и 
ИФНγ [24].

2. особенности пролиферации лимфоцитов 
периферической крови при действии ии
В облученных клетках возникает каскад событий, 

включая процессы повреждения и репарации ДНК, ин-
дукции гибели клеток, изменения скорости пролифера-
ции и доли пролиферирующих клеток [25]. Значитель-
ные межиндивидуальные вариации в пролиферации 
лимфоцитов периферической крови обнаружены при 
облучении проб в высоких дозах в двух модификациях 
микроядерного теста, применяемых в биодозиметрии. 
Меньший разброс индивидуальных значений выявлен 
при культивировании цельной крови по сравнению с 
изолированными мононуклеарами, что предполагает 
наличие факторов пролиферации в крови, отсутствую-
щих в культурах изолированных лимфоцитов. Вариации 
значений показателей при облучении в меньших дозах 
были обусловлены суточными ритмами и минимизиро-
вались после стандартизации условий анализа [26]. Вид 

излучения, режим дозирования (острое или пролонги-
рованное воздействие) и мощность дозы ИИ оказывают 
существенное влияние на показатели, анализируемые в 
микроядерном тесте, включая пролиферацию лимфоци-
тов [27, 28].

На организменном уровне малые дозы радиации мо-
гут стимулировать врожденный и адаптивный иммуни-
тет, тем самым запуская перепрограммирование клеток 
микроокружения опухолей. Этот процесс активирует 
лимфатическую систему и обеспечивает выход в крово-
ток Т-клеток, в норме отвечающих за элиминацию онко-
трансформированных клеток [29].

При воздействии малых доз ИИ блок нормальных 
клеток в G1-стадии клеточного цикла реализуется через 
активацию сигнальных путей, инициирующих синтез 
ДНК и клеточную пролиферацию, что рассматривается 
как один из механизмов адаптивного ответа [30]. В нор-
ме иммунные ответы сопровождаются физиологической 
пролиферацией эффекторных клонов периферических 
лимфоцитов и зависят от клеток микроокружения. Про-
грессия первичных патологических цитогенетических 
клонов мультипотентных мезенхимальных стромальных 
клеток человека при однократном рентгеновском облу-
чении в дозах 80, 250 и 1000 мГр описана в эксперимен-
тах in vitro [31]. Механизмы подобных процессов in vivo 
при воздействии ИИ при разных дозовых диапазонах и 
режимах облучения, их роль в регуляции иммунных от-
ветов непосредственно после облучения и в отдаленном 
периоде требуют дальнейшего изучения.

В экспериментах на мышах показано, что ИИ на-
рушает пролиферацию Т-клеток in vitro и in vivo. Об-
лученная среда селезенки ограничивает пролиферацию 
Т-клеток в условиях с облученными клетками-стиму-
ляторами (спленоцитами мыши CD-1). Секреторный 
фенотип, связанный со старением (предположительно, 
за счет ИЛ-10), и экспрессия p16INK4a в популяци-
ях клеток селезенки опосредует часть ингибирующего  
эффекта [32].

В исследовании влияния хронического воздействия 
малых доз ИИ (питьевая вода с тритием в суммарных 
дозах 10, 100 и 2000 мГр) на частоту рака молочной же-
лезы у мышей FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/J, обследо-
ванных в возрасте трех, пяти, шести и восьми месяцев, 
не выявлено повышения опухолевой нагрузки. Проли-
феративный потенциал натуральных киллеров (НК) и 
Т-клеток исследовали после стимуляции и трехдневного 
культивирования ex vivo. Отмечено снижение пролифе-
рации НК после стимуляции ИЛ-2 в группе 100 мГр че-
рез 3,5 мес; в группах 100 и 2000 мГр – через шесть ме-
сяцев; и в группе 2000 мГр – через восемь месяцев. При 
стимуляции ИЛ-2 пролиферация СD3+CD4+ и CD3+CD8+ 
снижалась через три с половиной месяца в группе 100 
мГр и через шесть месяцев в группах 100 и 2000 мГр, но 
увеличивалась через восемь месяцев в группе 100 мГр. 
При анти-CD3/CD28 стимуляции наблюдалось сниже-
ние пролиферации СD3+CD4+ и CD3+CD8+ лимфоцитов 
через три с половиной и шесть месяцев, для СD3+CD4+ 
клеток – после облучения в дозах 100 мГр и 2000 мГр. 
Повышенная пролиферация наблюдалась у СD3+CD8+ 
Т-клеток через шесть месяцев в группе с дозой 10 мГр, 
а также для СD3+CD4+ и CD3+CD8+ лимфоцитов через 
восемь месяцев при облучении в дозе 100 мГр. Экспрес-
сия рецептора NKG2D на НК резко снижалась через три 
с половиной месяца, но повышалась в более поздние 
сроки, в то время как экспрессия лиганда NKG2D име-
ла противоположную тенденцию: увеличение через три 
с половиной месяца, затем снижение. В целом, воздей-
ствие малых доз ИИ оказывало подавляющее действие 
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на пролиферацию НК- и Т-клеток на ранних этапах и 
стимулирующее воздействие на Т-клетки на более позд-
них стадиях [33].

Гамма-облучение в дозах 25–30 Гр и выше необра-
тимо угнетает пролиферацию лимфоцитов, что исполь-
зуется в медицине, в частности, для предотвращения 
трансфузионно-ассоциированной реакции «трансплан-
тат против хозяина». При изучении роли свободных ра-
дикалов в повреждении эритроцитов в препаратах крови 
оценивали пролиферативную активность Т-лимфоцитов 
методом предельных разведений при стимуляции ФГА 
в смешанной культуре лейкоцитов, содержащей алло-
генные клетки-стимуляторы и клетки-ответчики, а так-
же факторы роста Т-клеток. Гамма-облучение образцов 
крови в дозе 25 Гр на седьмой день после заготовки ин-
гибировало пролиферацию Т-лимфоцитов в 4,7×104 раза 
как при хранении в условиях гипоксии, так и при обыч-
ном хранении [34].

Воздействие ИИ (мощность дозы – 2 Гр/мин, 
доза – 10 Гр) in vitro модулирует фенотип индуциро-
ванных трансформирующим фактором роста 1 бета 
(TGFβ1) T-регуляторных лимфоцитов и снижает их 
способность подавлять пролиферацию аутологичных 
CD8+ Т-клеток. Радиационно-индуцированное уг-
нетение супрессорной активности индуцированных 
T-регуляторных CD4+ лимфоцитов показано при об-
лучении клеток в терапевтических дозах. Выжившие 
в течение 48 ч после облучения in vitro в дозе 10 Гр 
TGFβ1-индуцированные T-регуляторные CD4+ клетки 
человека менее эффективно ингибировали пролифе-
рацию аутологичных CD8+ Т-клеток при совместном 
культивировании. Через пять суток сокультивирования 
с анти-CD3/CD28 стимуляцией уровень пролиферации 
CD8+ клеток составил 90 %, был сопоставим со спон-
танной пролифераций и значимо превышал уровень в 
положительном контроле (74 %) [13].

Результаты исследований пролиферативного потен-
циала лимфоцитов периферической крови у людей, под-
вергшихся воздействию ИИ, представлены в доступной 
литературе в ограниченном количестве, при этом прак-
тически отсутствуют данные о пролиферативной актив-
ности отдельных субпопуляций лимфоцитов перифери-
ческой крови человека.

На основании результатов мета-анализа установ-
лено, что изменения пролиферативного потенциала и 
активации лимфоцитов периферической крови наблю-
даются через один месяц после лучевой терапии при 
злокачественных новообразованиях пищевода и легких. 
В течение одного месяца после лучевой терапии у он-
кологических пациентов с разными диагнозами наблю-
даются существенные иммунологические изменения: 
выраженный апоптоз и снижение числа Т-лимфоцитов, 
дисбаланс иммунных клеток периферической крови. 
Степень выраженности иммунного ответа на фоне луче-
вой терапии существенно зависит от типа опухоли [35]. 
Эти данные в целом согласуются с результатами других 
исследований иммунитета у пациентов со злокачествен-
ными новообразованиями (ЗНО), получающими радио-
терапию или комбинированное лечение [36, 37].

Отмечено снижение пролиферации лимфоцитов в 
ответ на стимуляцию ФГА и повышение пролифератив-
ной активности на митоген лаконоса (сдвиг в сторону  
Т×2-зависимого иммунного ответа) у участников ликви-
дации последствий аварии на ЧАЭС в отдаленные сро-
ки. Эти изменения в комплексе с другими количествен-
ными и функциональными изменениями показателей 
иммунного статуса и клинико-лабораторными показате-
лями, по мнению автора, свидетельствовали о снижении 

адаптационных возможностей организма и ускорении 
темпов физиологического старения [38].

В отдаленные сроки после начала облучения было 
зарегистрировано повышение частоты ускоренно про-
лиферирующих лимфоцитов, снижение частоты замед-
ленно пролиферирующих клеток и увеличение частоты 
асимметрично делящихся (трехъядерных) клеток у хро-
нически облученных людей из когорты реки Течи по 
сравнению с группой людей, не подвергавшихся техно-
генному облучению. Статистически значимых корреля-
ций пролиферативного индекса от дозы облучения ККМ 
выявлено не было [18].

Через 1959‒1961 гг. после начала хронического ра-
диационного воздействия у жителей побережья Течи 
(средняя накопленная доза облучения на ККМ состави-
ла 1,15 Гр), преимущественно с лейкопенией, отмечено 
увеличение без дополнительной стимуляции доли Ki-
67+ (пролиферирующих) и Chk2+ (с задержкой клеточно-
го цикла на стадии G1/S) лимфоцитов в периферической 
крови по сравнению с лицами, не подвергавшимися тех-
ногенному облучению [39].

В группе хронически облученных людей с задержкой 
клеточного цикла (≥ 1 % Chk2+ лимфоцитов) доля не-
стимулированных Кi-67+ лимфоцитов периферической 
крови была статистически значимо выше такого пока-
зателя в группе облученных лиц с нормальной (менее  
1 %) частотой Chk2+ лимфоцитов. После 42 ч инкуба-
ции с ФГА процент Кi-67+ лимфоцитов в обеих группах 
не различался. В группе людей, имеющих повышенную 
частоту Chk2+ лимфоцитов, абсолютное количество 
CD3+CD8+ клеток было значимо ниже за счет увеличе-
ния доли лиц с низкими значениями этого показателя, 
без изменения соотношения CD3+CD4+ и CD3+CD8+ 
лимфоцитов; повышение уровней сывороточных имму-
ноглобулинов классов A и G, снижение активности фа-
гоцитоза моноцитов, снижение уровней сывороточных 
ИЛ-2 и ИЛ-6 по сравнению с лицами, у которых частота 
Chk2+ лимфоцитов составляла менее 1 %. Изменения 
пролиферативной активности лимфоцитов и отдельных 
иммунологических показателей наблюдались в отдален-
ные сроки у облученных людей без диагностированных 
иммунодефицитных состояний [40].

3. методические подходы к количественному 
определению пролиферирующих клеток в 
субпопуляциях лимфоцитов периферической 
крови человека
Одним из первых методических подходов к оценке 

пролиферативной активности лимфоцитов перифериче-
ской крови стала реакция бластной трансформации лим-
фоцитов (РБТЛ), разработанная в 1960‒1970 гг. и до сих 
пор успешно применяемая в клинической лабораторной 
диагностике во фтизиатрии, ревматологии, иммуноло-
гии, аллергологии. Принцип анализа заключается в спо-
собности лимфоцитов трансформироваться в бластные 
клетки при повторном контакте с антигеном-сенсибили-
затором. Оценивают спонтанный уровень бласттранс-
формации лимфоцитов периферической крови человека 
без дополнительной стимуляции и способность клеток 
превращаться в бласты в присутствии митогена или 
антигена в интервале от 24 (в модификациях методики) 
до 72 ч (в классическом варианте). В мазках под микро-
скопом считают количество лимфоцитов, перешедших в 
бластную форму, по отношению к общему числу посчи-
танных лимфоцитов (не менее 500‒1000 клеток), резуль-
тат выражают в процентах [15].

Высокая субъективность микроскопической оценки 
результатов анализа является главным ограничением 
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данного методического подхода. Современные модифи-
кации методики направлены на упрощение и стандарти-
зацию технологии анализа (использование в культураль-
ной среде аутоплазмы донора взамен сыворотки круп-
ного рогатого скота, сокращение времени инкубации с 
активаторами пролиферации, использование стандарти-
зованных антигенов и др.), а также автоматизацию учета 
результатов анализа (использование новых систем ви-
зуализации клеток в мазках и программных продуктов, 
предназначенных для автоматического распознавания 
нормальных лимфоцитов и бластов на основе характер-
ных морфологических признаков и т.п.) [15].

Метод оценки пролиферативной активности по 
включению меченного тритием тимидина является «зо-
лотым стандартом» при анализе пролиферации клеток, 
в частности, лимфоцитов периферической крови чело-
века. Суть анализа заключается в культивировании лим-
фоцитов in vitro в течение 72 ч в присутствии митогена. 
После митогенной стимуляции в течение от 6‒8 до 18 ч  
клетки культивируются в среде с добавлением метил-
3Н-тимидина, который избирательно включается в ДНК 
делящихся клеток. Сигнал от бета-частиц трития (коли-
чество импульсов в минуту) детектируется минимум для 
трех идентичных проб сцинтилляционным счетчиком и 
пропорционален количеству пролиферирующих клеток. 
Индекс стимуляции равен отношению среднего арифме-
тического сигнала культуры клеток, стимулированных 
митогеном, к сигналу культуры нестимулированных 
клеток. Метод имеет ряд модификаций (например, ми-
кропланшетный вариант или культивирование клеток 
в «висячих каплях»), легко поддается стандартизации, 
является точным и высокочувствительным, но имеет 
ограничения, препятствующие его широкому примене-
нию в практике. Использование радиоактивных соеди-
нений в лабораториях законодательно регламентирова-
но и требует наличия квалифицированного персонала 
и специально оборудованных помещений, соблюдения 
технологических процедур и специальных правил без-
опасной работы и охраны труда, создания условий без-
опасного хранения реагентов и утилизации отходов [41]. 
Оба классических метода не позволяют одновременно 
идентифицировать фенотип и функциональную актив-
ность пролиферирующих Т-клеток [42].

Ограничения классических методов стимулировали 
разработку альтернативных методик анализа пролифе-
ративной активности клеток. Предлагались различные 
методологические подходы с использованием ядерного 
белка Ki-67 в качестве маркера пролиферации клеток, 
например, иммуноферментный анализ [43], иммуноги-
стохимический анализ [44], а также подходы с исполь-
зованием альтернативных маркерных ядерных [45] и 
ядрышковых [46] белков. При высокой специфичности 
сложность стандартизации иммунохимических методов 
остается их основным недостатком.

Соотношение уровня пролиферации лимфоцитов и 
продукции цитокинов взаимосвязано. На основе клас-
сической РБТЛ была разработана методика определе-
ния способности мононуклеарных клеток к спонтан-
ной и активированной ФГА в течение 48 ч продукции 
ИЛ-2, которая позже неоднократно модифицировалась 
с применением других митогенов и расширением 
спектра анализируемых цитокинов. Было показано, 
что уровень пролиферации мононуклеарных клеток 
можно достоверно оценить после стимуляции конка-
навалином А (КонА) по уровню ИЛ-2 на вторые сутки 
и ИФНγ – на пятые сутки, а изменения цитокинового 
профиля характеризуют функциональную активность 
Tх1 и Tх2 [47].

Метод полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени (ПЦР-РВ) позволяет оценивать спон-
танную и индуцированную пролиферативную актив-
ность лимфоцитов по уровню стабильных мРНК, ха-
рактерных для генов отдельных цитокинов, например, 
генов IL-2 и IL-2RA или других генов, конститутивно 
экспрессирующихся в процессе клеточного деления. 
Профили экспрессии мРНК и белка для цитокинов ИЛ-2 
и ИФНγ в стимулированных КонА клетках совпадают, а 
в РБТЛ со стимуляцией КонА через трое суток экспрес-
сия мРНК гена ifnγ наиболее точно отражает уровень 
пролиферации лимфоцитов [47]. Основным преиму-
ществом метода оценки пролиферативной активности 
мононуклеарных клеток по экспрессии генов является 
возможность отследить функциональные связи между 
генами и их белковыми продуктами. Данный подход в 
отношении специфических генов, например, гена FDXR 
и некоторых других, рассматривается как один из пер-
спективных методов биодозиметрии при воздействии 
ИИ в диапазоне малых доз [48, 49]. К ограничениям 
метода следует отнести высокую индивидуальную вари-
абельность экспрессии цитокиновых генов, нестабиль-
ность мРНК многих цитокинов и значительные разли-
чия в динамике экспрессии генов цитокинов в ответ на 
разные митогены, что в комплексе пока создает значи-
тельные проблемы для унификации таких методических 
подходов.

Проблема стандартизации при оценке пролифератив-
ного потенциала клеток успешно решается при исполь-
зовании методов проточной цитометрии. Использование 
связывающихся с ДНК флуорохромов (например, йоди-
стого пропидия и 7-AAD) позволяет оценить процент 
клеток в пробе, находящихся на стадиях клеточного 
цикла G1/G0, S и G2/M, для более точного разделения 
фаз анализируют уровни циклинов. Ядерные белки Ki-
67 и/или PCNA, меченные флуоресцирующими агента-
ми, позволяют количественно определить покоящиеся и/
или вступившие в клеточный цикл клетки, а монокло-
нальные антитела к специфически фосфорилированным 
формам гистона Н3 – разделить клетки на стадии покоя 
или митоза. Модифицированные нуклеотиды (5-бром-
20-дезоксиуридин или BrdU или аналоги) могут при-
меняться для маркировки клеток в S-фазе [50]. Пере-
численные выше цитометрические подходы дают воз-
можность идентифицировать фенотип и пролиферацию 
клеток, но не подходят для сортировки жизнеспособных 
клеток и дальнейшей оценки их функциональной актив-
ности, поскольку включают стадии фиксации и пермеа-
билизации [42].

Мембранные или цитоплазматические витальные 
флуорохромы позволяют оценить количество последо-
вательно пройденных митотических делений клеток за 
счет равномерного распределения мембраны и цито-
плазмы исходной клетки между дочерними в процессе 
деления [50]. Так, метод оценки клеточной пролифера-
ции с использованием карбоксифлуоресцеина сукцини-
мидилового эфира (КФСЭ) в качестве метки позволяет 
оценить в пробе процент пролиферирующих клеток на 
каждом цикле пролиферации и посчитать число делений 
(циклов) по двукратному уменьшению внутриклеточно-
го содержания красителя при каждом делении. Следует 
учитывать необходимость предварительной инкубации 
клеток с флуорохромом и тщательной отмывки перед 
in vitro стимуляцией митогенами, а также несовмести-
мость флуорохромов с подобными механизмами дей-
ствия с магнитной сепарацией клеток [42]. Доказана 
точность, сходимость и воспроизводимость метода с 
использованием КФСЭ в сравнении с методом оценки 
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пролиферативной активности по включению меченного 
тритием тимидина. Метод КФСЭ может одновременно 
применяться для оценки доли клеток, экспрессирующих 
поверхностные мембранные маркеры, и процента жиз-
неспособных клеток [41], однако для расширения потен-
циала методики необходим проточный цитометр с боль-
шим количеством каналов регистрации флюоресценции 
и оборудование для разделения клеток.

В последнее десятилетие идет активный поиск мем-
бранных клеточных молекул – маркеров пролиферации 
лимфоцитов. Мембранная молекула СD71 (рецептор 
трансферрина 1) рассматривается как маркер актива-
ции/пролиферации in vitro мононуклеарных клеток 
периферической крови человека [51]. CD71 является 
ключевым регулятором транспорта железа в клетки по-
средством связывания и интернализации его лиганда 
трансферрина. Ионы железа необходимы клеткам для 
активации циклин-зависимых киназ, синтеза дезокси-
рибонуклеотидов и железосерных кластеров митохон-
дрий, а истощение внутриклеточного депо железа при-
водит к блокаде клеточного цикла в G1/S и апоптозу 
лимфоцитов [53]. Экспрессия CD71 на поверхности 
лимфоцитов прямо коррелирует с содержанием белка 
Ki-67 в ядрах Т-клеток, стимулированных in vitro [52] и 
с результатами КФСЭ-анализа [42], что позволяет вы-
делять Т-клетки, пролиферирующие/активированные 
in vitro. Оценка экспрессии двух мембранных молекул 
– CD71 и CD98 (гликопротеин, тяжелая цепь (CD98hc) 
которого участвует в передаче сигналов интегрина, а 
легкая – контролирует транспорт аминокислот) – мо-
жет быть использована в качестве полного аналога 
КФСЭ-метода для идентификации и выделения только 
пролиферирующих Т-лимфоцитов [42]. Анализ про-
лиферативного потенциала клеток по экспрессии ими 
ключевых мембранных молекул является простым и 
надежным, легко сочетается с сепарацией, обеспечи-
вает сохранность клеток, может быть стандартизован 
и автоматизирован, а палитра современных флуорох-
ромов обеспечивает широкий потенциал применения 
такого подхода при исследованиях пролиферативного 
потенциала клеток у биологических объектов разных 
таксонов.

Заключение
Реакция лимфоцитов на стимуляцию in vitro в зна-

чительной мере отражает клеточные реакции in vivo и 
является высокоинформативным показателем, комплек-
сно отражающим гомеостаз генетического аппарата кле-
ток, способность к нормальному функционированию, 

активации и ответам на митогенную или антигенную 
стимуляцию. В большинстве ранее выполненных ра-
бот исследовалась пролиферативная активность обще-
го пула лимфоцитов периферической крови или клеток 
в культуре, однако наибольший интерес при изучении 
патогенетических механизмов отдаленных эффектов 
воздействия ИИ на человека представляет избиратель-
ная оценка пролиферативной активности субпопуляций 
клеток-эффекторов иммунных ответов. В ходе реали-
зации радиационно-индуцированных канцерогенных 
эффектов пролиферативный потенциал основных суб-
популяций Т-клеток (CD3+CD4+ и CD3+CD8+) может 
рассматриваться в качестве одного из перспективных 
комплексных показателей индивидуальной реакции ор-
ганизма человека на хроническое техногенное облуче-
ние с преимущественным поражением ККМ, а его от-
клонения от референсных значений (один из признаков 
иммунодефицитных состояний) у облученных людей – в 
качестве одного из факторов риска развития радиацион-
но-индуцированных ЗНО.

Современные методические подходы к количествен-
ному определению пролиферирующих клеток в субпо-
пуляциях Т-лимфоцитов человека на основе многоцвет-
ной проточной цитометрии достаточно разнообразны и 
позволяют решать широкий спектр научных и приклад-
ных задач. Качество результатов, полученных такими 
методами, сопоставимо с методом оценки пролифера-
тивной активности по включению тимидина, меченного 
тритием, который является «золотым стандартом» при 
анализе пролиферативной активности клеток. Метод 
оценки доли пролиферирующих/активированных лим-
фоцитов периферической крови в целевых субпопуля-
циях клеток, основанный на экспрессии CD71, крайне 
перспективен при изучении патогенетических аспектов 
отдаленных эффектов облучения. Он позволяет не толь-
ко определять долю делящихся/активированных клеток 
в целевых субпопуляциях лимфоцитов периферической 
крови, но также открывает дополнительные возможно-
сти для изучения функциональной активности и судьбы 
клеток, экспрессирующих сопряженные с пролифера-
цией молекулы, но не вступивших в митоз. Эта особен-
ность методики может быть чрезвычайно полезной при 
поиске маркеров индивидуальной радиочувствительно-
сти человека в отдаленные сроки после хронического 
радиационного воздействия.
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