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РЕФЕРАТ

Цель: Определить чувствительность Treg-клеток к различным дозам γ-излучения (2, 4 и 8 Гр) in vitro в первичных культурах 
лимфоцитов от практически здоровых людей и пациентов с неходжкинскими лимфомами с учетом влияния фактора времени и 
сравнить их реактивность с другими популяциями лимфоцитов.
Материал и методы: Исследованы первичные культуры лимфоцитов периферической крови шести здоровых доноров и пяти паци-
ентов с неходжкинскими лимфомами. Клетки облучали в дозах 2, 4 и 8 Гр и культивировали до 6 сут. Идентификация Treg-клеток 
(CD45+CD4+CD25+СD127low/-) и других популяций лимфоцитов (T-клетки, T-хелперы, T-цитотоксические клетки, B- и NK-клетки) 
проводилась методом многоцветной проточной цитофлуориметрии. Статистический анализ данных выполнен с использованием 
U-критерия Манна‒Уитни для попарного сравнения и критерия Краскела‒Уоллиса для множественного сравнения.
Результаты: В обеих группах (практически здоровые люди и пациенты с неходжкинскими лимфомами) не выявлено статистически 
значимых изменений процентного и абсолютного количества Treg-клеток в ответ на облучение в исследуемых дозах (р>0,05). 
Однако в культуре лимфоцитов при неходжкинских лимфомах отмечена тенденция к увеличению их процентной доли при 8 Гр 
(в 1,3 раза, p=0,06). Динамика Treg-клеток оказалась зависимой от длительности культивирования. У практически здоровых людей 
абсолютное число Treg-клеток резко снижалось к 6 сут (в 11,5 раз относительно 1 сут, р<0,05). У пациентов с неходжкинскими 
лимфомами убыль происходила быстрее, достигая значимых значений к 3 сут (в 2,2 раза, р<0,05) и была особенно выражена к 
5-ым сут (в 10 раз, р<0,05), что может быть связано с дополнительным супрессивным действием опухолевых В-клеток. При срав-
нительном анализе с другими лимфоцитами в группе практически здоровых людей В-клетки оказались наиболее радиочувстви-
тельными; T-цитотоксические клетки и NK-клетки демонстрировали наибольшую резистентность. Treg-клетки показали среднюю 
чувствительность, будучи также более устойчивыми, чем общая популяция Т-хелперов. В группе пациентов с неходжкинскими 
лимфомами наибольшей радиочувствительностью, наоборот, обладали NK-клетки, что может рассматриваться как потенциально 
неблагоприятный фактор снижения противоопухолевой реактивности NK-клеток при облучении.
Заключение: Исследование в тестах in vitro показало среднюю устойчивость Treg-клеток к γ-излучению в дозах 2, 4 и 8 Гр. Для 
точной оценки воздействия ионизирующего излучения на Treg-клетки необходимо учитывать как дозовые характеристики, так и 
клеточную кинетику во времени после облучения, а также наличие патологического процесса.
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Введение
Регуляторные Т-клетки (Treg) – это ключевая минор-

ная популяция лимфоцитов, важнейшая функция кото-
рой – контроль высоты иммунного ответа. Эти клетки, в 
первую очередь, защищают собственные ткани организ-
ма от аутоиммунного повреждения. Однако повышение 
их уровня создает предпосылки для развития злокаче-
ственных новообразований, причем опухолевые клетки 
по мере формирования и роста опухоли приспосабли-
ваются использовать иммуносупрессию, вызываемую 
Treg-клетками, не только в собственном микроокруже-
нии, но и на системном уровне, способствуя прогресси-
рованию и метастазированию опухоли [1]. 

Выявленная роль Treg-клеток в создании противо-
опухолевой иммунной толерантности делает их пер-
спективной терапевтической мишенью. Стратегии, на-
правленные на модуляцию и истощение Treg-клеток с 
помощью иммунотерапии, включая комбинирование ее 
с лучевой терапией, представляют собой многообеща-
ющие подходы для преодоления иммуносупрессии и 
улучшения эффективности лечения онкологических за-
болеваний [2]. Следовательно, изучение возможностей 
регуляции численности и функциональной активности 
Treg-клеток, в том числе при применяемых методах те-
рапии, несомненно, относится к приоритетным исследо-
вательским направлениям. 

Лучевая терапия, помимо цитотоксического дей-
ствия на опухолевые клетки, вызывает широкий спектр 
изменений в иммунной системе, значение которых ак-
тивно изучается. Тем не менее, имеющиеся сведения о 
влиянии ионизирующего излучения на численность и 
функциональную активность Treg-клеток по-прежнему 
ограничены и противоречивы [3]. В экспериментах на 
мышах линии C57BL/6 показано, что после тотального 
облучения в дозах 2 и 5 Гр, или локального облучения в 
дозах 10 и 20 Гр в различных органах и тканях мышей об-
наружено повышение относительного или абсолютного 
количества Treg-клеток по сравнению с другими типами 
лимфоцитов [4–7]. Эти данные свидетельствуют в поль-
зу относительной радиорезистентности Treg-клеток. 
Однако в другой работе получены противоположные 

ABSTRACT

Purpose: To determine the sensitivity of T‑regulatory (Treg) to various doses of γ-radiation (2, 4, and 8 Gy) in vitro in primary lymphocyte 
cultures from healthy individuals and patients with non-Hodgkin’s lymphomas, to evaluate the effect of the time factor, and to compare their 
reactivity with other lymphocyte subsets.
Material and methods: Primary peripheral blood lymphocyte cultures from six healthy individuals and five patients with non-Hodgkin’s 
lymphomas were studied. The cells were irradiated at doses of 2, 4, and 8 Gy and cultured for up to 6 days. Identification of Treg cells 
(CD45+CD4+CD25+CD127low/-) and other lymphocyte subsets (T cells, T helper cells, T cytotoxic cells, B and NK cells) was performed by 
multicolored flow cytofluorometry. Statistical analysis of the data was performed using the Mann-Whitney U-test for pairwise comparison 
and the Kruskal-Wallis test for multiple comparison.
Results: There were no statistically significant changes in the percentage and absolute number of Treg cells in response to radiation at the 
studied doses in both groups (healthy individuals and patients with non-Hodgkin’s lymphoma), p>0.05. However, in the culture of lympho-
cytes in non-Hodgkin’s lymphomas, there was a tendency to increase their percentage at 8 Gy (1.3‑fold, p=0.06). The dynamics of Treg cells 
were dependent on the duration of cultivation. In healthy individuals, the absolute number of Treg cells decreased sharply by day 6 (11.5 
times compared to day 1, p<0.05). In patients with non–Hodgkin’s lymphomas, the decrease occurred faster, reaching significant values by 
day 3 (2.2 times, p<0.05) and especially pronounced by day 5 (10‑fold, p<0.05), which may be due to the additional suppressive effect of 
tumor B cells. In a comparative analysis with other lymphocyte subsets in a group of healthy individuals, B cells were the most radiosensi-
tive, while T-cytotoxic cells and NK cells showed the greatest resistance. Treg cells showed average sensitivity, being also more resistant 
than the general population of T helper cells. In the group of patients with non-Hodgkin’s lymphomas, NK cells, on the contrary, had the 
greatest radiosensitivity, which is potentially an unfavorable factor for antitumor immunity.
Conclusion: The in vitro study demonstrated intermediate resistance of Treg cells to gamma radiation at doses of 2, 4, and 8 Gy. Accurate 
assessment of the effects of ionizing radiation on Treg cells requires consideration of both dose characteristics and cellular kinetics over time 
following irradiation, as well as the presence of a pathological process.

Keywords: non-Hodgkin’s lymphoma, gamma radiation, regulatory T cells, lymphocyte subsets, in vitro tests

For citation: Mushkarina TYu, Kuzmina EG, Grivtsova LYu, Ivanov SA, Kaprin AD. The Effect of Gamma Radiation on Regulatory T 
Cells in Vitro. Medical Radiology and Radiation Safety. 2026;71(3):53–59. DOI:10.33266/1024-6177-2026-71-3-53-59

результаты, указывающие на их радиочувствительность: 
отмечено значительное снижение уровня Treg-клеток в 
лимфоузлах на 10-й и 12-й день после тотального облу-
чения мышей в дозе 1,25 Гр [8]. Также показано более 
выраженное снижение количества Treg-клеток относи-
тельно общего числа Т-клеток в периферической крови 
и микроокружении опухоли через 4–6 дней после ло-
кального облучения меланомы мышей суммарной  оча-
говой дозой 42,5 Гр (5 фракций по 8,5 Гр) [9]. 

Результаты немногочисленных клинических иссле-
дований также неоднозначны. В пользу относительной 
радиорезистентности свидетельствуют данные сравне-
ния различных режимов неоадъювантной химиолуче-
вой терапии рака шейки матки с более низкой и более 
высокой суммарной очаговой дозой, в которых установ-
лено, что с увеличением подведенной дозы пропорция 
Treg-клеток в дренирующих лимфатических узлах оста-
валась неизменной, несмотря на снижение количества 
Т-хелперов [10]. При неоадъювантной лучевой терапии 
рака мочевого пузыря наблюдали повышение процента 
опухоль-инфильтрирующих Treg-клеток (в отличие от 
группы без применения лучевой терапии) [11]. В проти-
воположность этому, после стереотаксической лучевой 
терапии немелкоклеточного рака легкого (суммарная 
очаговая доза 48 Гр, фракции по 6–8 Гр) обнаружено 
уменьшение пропорции циркулирующих Treg-клеток 
[12]. Вариабельность получаемых результатов, веро-
ятно, обусловлена множеством факторов, включая тип 
онкологического заболевания, различия в дозиметрии 
(доза, тип излучения, облучаемый объём), фактор време-
ни (временной интервал между облучением и оценкой 
клеточной популяции), различиями методологических 
подходов и другими причинами [1, 3].

Несогласованность данных о влиянии ионизирую-
щего излучения на Тreg-клетки подчеркивает необходи-
мость проведения дальнейших исследований для оценки 
возможности включения иммунологических подходов 
для повышения эффективности лучевой или комбини-
рованной терапии.

Цель данного исследования – в первичных культурах 
лимфоцитов in vitro определить чувствительность Treg-
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клеток к разным дозам облучения в норме и при лим-
фопролиферативных заболеваниях с оценкой действия 
фактора времени и сравнить их реактивность на облу-
чение с другими типами лимфоцитов. В связи с постав-
ленной целью сформулированы и решены следующие 
задачи: исследовать выживаемость Treg-клеток в норме 
(у практически здоровых людей) и при неходжкинских 
лимфомах в первичной культуре лимфоцитов в зависи-
мости от дозы облучения (0, 2, 4 и 8 Гр); оценить выжи-
ваемость Treg-клеток в норме (у практически здоровых 
людей) и при неходжкинских лимфомах в первичной 
культуре лимфоцитов в зависимости от фактора време-
ни (продолжительности культивирования); сопоставить 
чувствительность основных субпопуляций лимфоцитов: 
Тreg-клеток, Т-клеток, Т-хелперов, Т-цитотоксических 
клеток, В- и NK-клеток к разным дозам облучения  
(0, 2, 4 и 8 Гр). 

Материал и методы
Исследования проведены на первичных культурах 

лимфоцитов периферической крови. Изучены результа-
ты двух групп обследованных людей. В первую группу 
вошли данные шести практически здоровых людей в 
возрасте от 19 до 76 лет (медиана возраста 36 (31–46) 
лет). Во вторую – пять пациентов с неходжкинскими 
лимфомами: четыре с хроническим лимфоцитарным 
лейкозом и один с CD5-негативной В-клеточной лимфо-
мой. Возраст пациентов во второй группе варьировал от 
53 до 70 лет (медиана 60 (53–65) лет). 

Выделение мононуклеарных клеток осуществляли 
методом центрифугирования на градиенте плотности 
фиколл-урографин (1,077 г/ см3).

Для изучения радиочувствительности Treg-клеток и 
других популяций лимфоцитов выполнено облучение 
выделенных клеток на гамма-терапевтическом аппарате 
«Рокус-М» в дозах 2, 4 и 8 Гр. Этот диапазон доз позво-
ляет оценить и сопоставить выживаемость популяций 
лимфоцитов в течение нескольких ближайших суток 
после облучения. Мощность дозы γ-излучения состав-
ляла 1,17 Гр/мин для образцов от практически здоро-
вых доноров и 0,98 Гр/мин для образцов от пациентов 
с лимфопролиферативными заболеваниями. В качестве 
контрольной группы использовали необлученные моно-
нуклеарные клетки (0 Гр).

Клетки культивировали в среде RPMI-1640 с добав-
лением 10% эмбриональной телячьей сыворотки, гента-
мицина (400 мкг/мл) и рекомбинантного IL-2 (100 МЕ/
мл). Культивирование проводили без смены среды, что 
моделировало условия конкуренции клеток за ограни-
ченные питательные вещества, необходимые им для 
поддержания жизнеспособности. Для группы практиче-
ски здоровых людей оценку динамики клеток лимфоци-
тарного пула после облучения проводили на 1, 2, 3, 4  
(2 донора) и 1, 3, 6 (4 донора) сут их инкубации в кон-
центрации 1,0×106 кл/мл при 37°C. Клетки пациентов с 
лимфопролиферативными заболеваниями инкубировали 
при той же температуре (37°C) в течение 1, 3 и 5 сут при 
средней концентрации клеток 1,2×106 кл/мл. 

Treg-клетки идентифицированы по экспрессии харак-
терных мембранных молекул CD45+CD4+CD25+СD127low/- 

с помощью метода многоцветной проточной цитофлу-
ориметрии (проточный цитометр – FACS Canto II, BD 
Biosciences, США). Относительное содержание основ-
ных субпопуляций лимфоцитов (CD3⁺CD19⁻Т-клетки, 
CD3⁺CD4⁺Т-хелперы, CD3⁺CD8⁺Т-цитотоксические 
лимфоциты, CD19⁺CD3⁻В-клетки и CD16⁺CD3⁻NK-
клетки) определено с помощью моноклональных анти-
тел к соответствующим кластерам дифференцировки. 

Для подсчета абсолютного числа клеток каждой анали-
зируемой популяции использовался двухплатформен-
ный метод, основанный на данных количества лимфо-
цитов, полученных в камере Горяева.

Данные были систематизированы в программе 
Microsoft Excel 2010. Статистический анализ выполнен 
в программе STATISTICA 8.0 (Stat Soft). Количествен-
ные показатели представлены в виде медианы (Me) и 
квартилей (Q1, Q3) в связи с большим разбросом и не-
соответствием значений нормальному распределению. 
Межгрупповые различия оценены непараметрическим 
критерием Краскела–Уоллиса. При выявлении статисти-
чески значимых различий были проведены попарные 
сравнения с использованием U-критерия Манна–Уит-
ни. Различия считались статистически значимыми при 
p<0,05. Наличие статистической тенденции констатиро-
вали при p-значениях в диапазоне от 0,06 до 0,1.

Результаты и обсуждение

1. Выживаемость Treg-клеток в зависимости  
от дозы облучения (0, 2, 4 и 8 Гр), исследованная  
в первичной культуре лимфоцитов 

1.1. Группа практически здоровых людей
Выживаемость Treg-клеток референсной группы 

(практически здоровые люди) для каждой дозы облуче-
ния (0, 2, 4 и 8 Гр) приведена в табл. 1 по суммарным 
данным содержания их в общем объеме собранных лим-
фоцитов за весь период культивирования (от 0 до 6 сут). 

Таблица 1
Выживаемость Treg-клеток в норме (практически здоровые 

люди) после облучения (2, 4, 8 Гр) и в необлученном контроле  
(0 Гр) при культивировании лимфоцитов in vitro

Survival of Treg cells in normal (practically healthy people)  
after irradiation (2, 4, 8 Gy) and in non-irradiated control (0 Gy) 

during in vitro lymphocyte culture
№ 
п/п

Доза 
облучения, 

Гр

Treg-клетки, % Treg-клетки, абс., 109 кл/л

Me (Q1, Q3) n Me (Q1, Q3) n
1 0 7,2 (5,5, 9,6) 20 0,023 (0,016, 0,042) 20
2 2 7,0 (5,7, 8,4) 20 0,023 (0,015, 0,040) 20
3 4 7,6 (5,8, 8,9) 20 0,018 (0,012, 0,035) 20
4 8 7,5 (5,1, 10,4) 20 0,014 (0,008, 0,031) 20

Исследование не выявило статистически значимого 
воздействия ионизирующего излучения на популяцию 
Treg-клеток. У практически здоровых людей при до-
зах облучения 2, 4 и 8 Гр не обнаружено преобладания 
прироста над их гибелью за весь период наблюдения. 
Выраженной динамики ни процентного (H=0,46, df=3, 
p=0,93), ни абсолютного числа (H=2,50, df=3, p=0,48) 
этих клеток не отмечено. Однако, несмотря на высо-
кую индивидуальную вариабельность значений Treg-
клеток в норме, медиана их абсолютного числа при дозе 
облучения 8 Гр была в 1,6 раза меньше (0,014 (0,008, 
0,031)×109 кл/л), чем в группе контроля, 0 Гр (0,023 
(0,016, 0,042)×109 кл/л). Таким образом, при минималь-
ных условиях, поддерживающих выживаемость куль-
тивируемых лимфоцитов, полученных от практически 
здоровых людей, преобладание гибели над пролифера-
цией Treg-клеток выявлено в виде тенденции только при 
облучении в дозе 8 Гр.

1.2. Группа пациентов с неходжкинскими 
лимфомами 
В табл. 2 представлены данные, характеризующие 

выживаемость Treg-клеток при неходжкинских лимфо-
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мах после облучения в дозах 0, 2, 4 и 8 Гр. Сопостав-
ление выживаемости после облучения лимфоцитов 
практически здоровых людей (табл. 1) и пациентов с не-
ходжкинскими лимфомами (табл. 2) выявляет более вы-
сокий процент Treg-клеток при заболевании, что также 
отмечено в ряде исследований при хронической лимфо-
пролиферации [13–14].

Анализ данных группы пациентов с неходжкински-
ми лимфомами, так же, как и в референсной группе здо-
ровых людей, не показал статистически значимого вли-
яния подведенных доз облучения на процент (H=5,16, 
df=3, p=0,16) и абсолютное число (H=0,80, df=3, p=0,85) 
Treg-клеток. В то же время, при неходжкинских лим-
фомах можно отметить выраженную тенденцию уве-
личения (в 1,3 раза) относительного числа Treg-клеток 
при дозе 8 Гр (от 9,8 (6,2, 12,1)% при 0 Гр до 12,5 (10,3, 
14,8)% при 8 Гр), p=0,06, что с учетом отсутствия ди-
намики абсолютного количества, предполагает их отно-
сительную радиорезистентность. Эти результаты указы-
вают на перспективность обнаружения различий в им-
мунореактивности Treg-клеток при увеличении объема 
выборки исследования и использовании в эксперименте 
более высоких доз облучения.

Таким образом, в группе с патологическим процес-
сом отмечена выраженная устойчивость Treg-клеток к 
использованным дозам облучения, которая может спо-
собствовать сохранению иммуносупрессивной среды в 
постлучевом периоде и негативно сказываться на эффек-
тивности лечения злокачественных новообразований.

2. Выживаемость Treg-клеток в первичной 
культуре лимфоцитов в зависимости от сроков 
культивирования

2.1. Группа практически здоровых людей
Для учета возможного действия фактора времени 

на выживаемость Treg-клеток была проанализирована 
их динамика в зависимости от срока (дня) наблюдения. 
Результаты группы практически здоровых людей пред-
ставлены в табл. 3. В течение 2 сут культивирования 
статистически значимых различий в относительном 
или абсолютном количестве Treg-клеток выявлено не 
было (p>0,05). На 3-и сутки процент Treg-клеток уве-
личился в 1,4 раза по сравнению с исходным значением 
(p<0,05), и этот уровень сохранялся на 4-е сут (также 
p<0,05). Существенные изменения отмечены на 6-е сут 
исследования: процент Treg-клеток снизился в 2,6 раза 
по сравнению с 1 сут (p<0,05), в тоже время как их аб-
солютное количество уменьшилось в 11,5 раз (p<0,05). 
Полученные результаты указывают на то, что к 6-ым 
сут в культуре лимфоцитов массово гибнут не только 

Treg-клетки, но и лимфоциты других типов, причем 
убыль Treg-клеток несколько меньше, чем других суб-
популяций лимфоцитов. Причины гибели клеток, по-
мимо основного изучаемого фактора – облучения, свя-
заны с истощением ростовых факторов и накоплением 
ингибиторов пролиферации.

2.2. Группа пациентов с неходжкинскими 
лимфомами 
В отличие от группы практически здоровых людей, 

в культурах при неходжкинских лимфомах наблюда-
лось значительно более быстрое снижение числа Treg-
клеток (табл. 4). К 3 сут абсолютное количество Treg-
клеток статистически значимо уменьшилось в 2,2 раза, 
а к 5 сут – в 10 раз (p<0,05). Помимо истощения росто-
вых факторов и накопления ингибиторов пролифера-
ции, ускоренная гибель клеток, вероятно, обусловлена 
влиянием опухолевых В-клеток. Предполагается, что 
опухолевые клетки подавляли популяцию Treg-клеток, 
даже при обеспечении минимальных условий для под-
держания жизнеспособности опухолевых В-клеток.

Таблица 4
Выживаемость Treg-клеток в зависимости от срока 

культивирования лимфоцитов при неходжкинских лимфомах
Survival of Treg cells depending on the duration of lymphocyte 

culture in non-Hodgkin’s lymphomas
№ 
п/п

Время, 
сутки

Treg-клетки, % Treg-клетки, абс., 109 кл/л
Me (Q1, Q3) n Me (Q1, Q3) n

1 1 13,1 (9,9, 16,2) 20 0,020 (0,011, 0,028) 20
2 3 10,4 (8,9, 12,6) 19* 0,009 (0,004, 0,013)** 19*
3 5 10,6 (8,2, 12,3) 20 0,002 (0,0003, 0,005)**, *** 20

Примечание: 
* – у одного пациента на 3-и сут после облучения в дозе 8 Гр точ-
ное иммунофенотипическое определение процента Treg-клеток 
оказалось затруднительно; 
** – статистически значимые отличия от показателей 1-ых сут, 
р<0,05; 
*** – статистически значимые отличия от показателей 3-их сут, 
р<0,05

Таким образом, полученные данные в тестах in vitro 
указывают на значительную зависимость динамики по-
пуляции Treg-клеток от фактора времени. Для корректной 
оценки воздействия ионизирующего излучения на Treg-
клетки необходимо учитывать не только дозовые характе-
ристики, но и динамику клеточной популяции во времени.

Таблица 2
Выживаемость Treg-клеток при неходжкинских лимфомах  

после облучения (2, 4, 8 Гр) и в необлученном контроле (0 Гр)  
при культивировании лимфоцитов in vitro

Survival of Treg cells in non-Hodgkin’s lymphomas after irradiation 
(2, 4, 8 Gy) and in non-irradiated control (0 Gy) during in vitro 

lymphocyte culture
№ 
п/п

Доза 
облучения, 

Гр

Treg-клетки, % Treg-клетки, абс., 109 кл/л.

Me (Q1, Q3) n Me (Q1, Q3) n

1 0 9,8 (6,2, 12,1) 15 0,020 (0,012, 0,044) 15
2 2 9,5 (8,7, 12,4) 15 0,016 (0,008, 0,025) 15
3 4 11,8 (10,4, 14,0) 15 0,015 (0,007, 0,034) 15
4 8 12,5 (10,3, 14,8) 14* 0,022 (0,005, 0,045) 14*

Примечание: * – у одного пациента на 3-и сутки после облучения в 
дозе 8 Гр точное иммунофенотипическое определение процента Treg-
клеток оказалось затруднительно

Таблица 3 
Выживаемость Treg-клеток в зависимости 

от срока культивирования лимфоцитов практически здоровых 
людей

Survival of Treg cells depending on the duration of lymphocyte 
culture in healthy individuals

№ 
п/п

Время, 
сутки

Treg-клетки, % Treg-клетки, абс., 109 кл/л
Me (Q1, Q3) n Me (Q1, Q3) n

1 1 6,0 (5,3, 7,8) 24 0,023 (0,016, 0,035) 24
2 2 7,4 (7,2, 8,5) 8 0,031 (0,020, 0,044) 8
3 3 8,4 (6,6, 9,6)* 24 0,024 (0,016, 0,043) 24
4 4 8,2 (7,8, 9,1)* 8 0,026 (0,014, 0,050) 8

5 6 2,3 (1,9, 8,8) 
*,**,***, **** 16 0,002 (0,001, 0,011) 

*,**,***, **** 16

Примечание: 
* – статистически значимые отличия от показателей 1-ых сут, 
р<0,05; 
** – статистически значимые отличия от показателей 2-ых сут,  
р<0, 05;
*** – статистически значимые отличия от показателей 3-их сут, 
р<0,05; 
**** – статистически значимые отличия от показателей 4-ых сут, 
р<0,05
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3. Выживаемость основных субпопуляций 
лимфоцитов в зависимости от дозы облучения  
(0, 2, 4 и 8 Гр), исследованная в первичной 
культуре лимфоцитов

3.1. Группа практически здоровых людей
В табл. 5 представлена выживаемость T-клеток, 

T-хелперов, Т-цитотоксических клеток, B- и NK-клеток 
в зависимости от подведенной дозы облучения вне за-
висимости от сроков культивирования.

В группе здоровых людей среди культивируемых 
лимфоцитов преобладают Т-клетки, медиана которых 
при 0 Гр составляет 71,3 (63,0, 78,7)%, Т-хелперов – 46,8 
(40,0, 53,1)%, Т-цитотоксических клеток – 25,5 (22,5, 
27,3)%, В-клеток – 5,7 (4,0, 7,2)%, NK-клеток – 13,1 (5,4, 
18,3)%.

При анализе их динамики, после облучения монону-
клеарных клеток в дозах 2, 4 и 8 Гр выявлена значимо 
более высокая гибель В-клеток по сравнению с лимфо-
цитами других типов, включая Treg-клетки: снижение их 
процентного содержания отмечено уже при 2 Гр и про-
должалось при 4 и 8 Гр, а абсолютных значений – при 4 
и 8 Гр. При дозе 8 Гр процент В-клеток уменьшился в 2,6 
раза, а абсолютное количество – в 2,9 раза относитель-
но необлученной группы (p<0,05). Также наблюдалась 
тенденция к убыли уровня Т-клеток за счёт уменьшения 
Т-хелперов при стабильном уровне Т-цитотоксических 
клеток (p>0,05): процентное содержание Т-хелперов 
снизилось в 1,1 раза (p=0,13), абсолютное – в 1,9 (p=0,09) 
раза при 8 Гр относительно группы необлученных кле-
ток (0 Гр). Немного более высокая чувствительность 
к облучению, обнаруженная для общего количества 
Т-хелперов, по сравнению с их малочисленной субпо-
пуляцией – Treg-клетками (сокращение числа клеток в 
1,6 раз против 1,9 соответственно), позволяет предпо-
ложить, что Т-хелперы других подтипов, такие как Th1, 
Th2 и Th17, или, по крайней мере, некоторые из них, 
обладают большей радиочувствительностью, чем Treg-
клетки. В свою очередь, Т-цитотоксические клетки и 
NK-клетки оказались количественно более устойчивы к 
воздействию исследуемых доз облучения по сравнению 
с Treg-клетками. Таким образом, радиорезистентность 
Treg-клеток более высокая, чем В-клеток и Т-хелперов 
общей группы, и более низкая, чем Т-цитотоксических 
клеток и NK-лимфоцитов.

Полученные нами данные по группе практически 
здоровых людей согласуются с общепринятым пред-
ставлением о наиболее высокой радиочувствительности 
В-клеток, промежуточной – Т-клеток, и, напротив, вы-

сокой радиорезистентности – NK-клеток среди популя-
ций лимфоцитов как у мышей, так и у человека, что под-
тверждено данными зарубежных исследований [15, 16].   

В отношении иерархии чувствительности к облу-
чению субпопуляций Т-хелперов и Т-цитотоксических 
клеток в литературе общепринятое мнение все еще 
не сложилось. Большинство исследователей относит 
Т-хелперы к более радиочувствительным популяциям, 
чем Т-цитотоксические клетки. Но существуют данные 
о сопоставимой радиочувствительности, а также и о 
противоположной реакции на облучение этих субпопу-
ляций [15–17]. 

3.2. Группа пациентов с неходжкинскими 
лимфомами
Анализ динамики уровня функционально различа-

ющихся популяций лимфоцитов при неходжкинских 
лимфомах после облучения в изучаемом диапазоне доз 
представлен в табл. 6.

Следует отметить, что при неходжкинских лим-
фомах в культуре наиболее представлена популяция 
В-клеток, преимущественно клональными опухолевы-
ми В-клетками, что наиболее характерно для одного из 
ее вариантов – хронического лимфоцитарного лейкоза. 
При 0 Гр медиана их процента составляет 73,7 (58,3, 
83,4)%, Т-клеток – 12,1 (9,1, 17,0)%, Т-хелперов  – 7,1 
(6,1, 9,9)%, Т-цитотоксических клеток – 2,8 (1,9, 11,4)%, 
NK-клеток  – 3,2 (1,6, 4,3)%. Наиболее выраженное 
воздействие облучения отмечено для популяции NK-
клеток. Статистически значимое снижение процента 
NK-клеток обнаружено при всех дозах 2, 4 и 8 Гр (в 5,3, 
8,0 и 8,0 раз соответственно по сравнению с медиан-
ным значением необлученных клеток, p<0,05). Также 
выявлено значимое убывание и абсолютного числа NK-
клеток при дозах 4 и 8 Гр (в 12,9 и 22,5 раза соответ-
ственно относительно показателя необлученных клеток, 
p<0,05), что указывает на более высокую динамику ре-
акции на облучение этой клеточной популяции относи-
тельно других типов лимфоцитов, включая Treg-клетки. 
Наблюдаемое значимое уменьшение уровня NK-клеток, 
ключевого участника противоопухолевого иммунитета, 
возможно, является дополнительным неблагоприятным 
фактором, способствующим развитию резистентности 
к терапии. Статистически значимой динамики уровня 
общей группы Т-клеток и обеих ее субпопуляций на ис-
следуемые дозы облучения не обнаружено (p>0,05), хотя 
и отмечено некоторое статистически незначимое сниже-
ние как абсолютного числа Т-хелперов (р=0,16), так и 
Т-цитотоксических клеток (р=0,12). Различия в выжива-

Таблица 5
Выживаемость основных субпопуляций лимфоцитов в норме (практически здоровые люди) в зависимости от дозы облучения  

(0, 2, 4, 8 Гр) при культивировании in vitro 
Survival of main lymphocyte subsets in healthy individuals depending on radiation dose (0, 2, 4, 8 Gy) during in vitro culture

Показатели,
Me (Q1; Q3)

Доза облучения, Гр 
0 Гр, n=20 2 Гр, n=20 4 Гр, n=20 8 Гр, n=20

Т-клетки, % 71,3 (63,0, 78,7) 71,3 (59,5, 79,3) 69,3 (59,8, 79,7) 66,5 (59,0, 77,30
Т-клетки, 109 кл/л 0,55 (0,41, 0,64) 0,56 (0,38, 0,74) 0,40 (0,33, 0,71) 0,29 (90,23, 0,67)
Т-хелперы, % 46,8 (40,0, 53,1) 40,7 (39,0, 51,8) 40,5 (33,3, 51,7) 40,7 (32,3, 49,1)
Т-хелперы, 109 кл/л 0,34 (0,26, 0,42) 0,32 (0,20, 0,51) 0,26 (0,15, 0,49) 0,18 (0,12, 0,480
Т-цитотоксические клетки, % 25,5 (22,5, 27,3) 27,2 (23,1, 29,6) 27,2 (23,7, 32,2) 26,3 (24,3, 34,0)
Т-цитотоксические клетки, 109 кл/л 0,18 (0,14, 0,27) 0,22 (0,14, 0,28) 0,19 (0,13, 0,24) 0,17 (0,08, 0,28)
В-клетки, % 5,7 (4,0, 7,2) 3,7* (1,8, 4,5) 2,7* (1,3, 3,3) 2,2* (1,7, 3,2)
В-клетки, 109 кл/л 0,04 (0,03, 0,06) 0,03 (0,01, 0,05) 0,02* (0,01, 0,03) 0,014* (0,005, 0,027)
NK-клетки, % 13,1 (5,4, 18,3) 13,3 (5,8, 20,4) 13,5 (7,6, 23,1) 12,5 (7,9, 26,4)
NK-клетки, 109 кл/л 0,08 (0,03, 0,16) 0,10 (0,03, 0,16) 0,10 (0,03, 0,16) 0,09 (0,03, 0,22)

Примечание: * – статистически значимые отличия от показателей необлученных лимфоцитов (0 Гр), р<0,05
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емости/радиочувствительности популяций лимфоцитов 
между изучаемыми группами, вероятно, обусловлены 
дисфункцией апоптотических механизмов, а также ме-
таболическими и пролиферативными особенностями 
клеток пациентов с лимфопролиферативными заболева-
ниями. 

Данные проведенного исследования подтверждают 
меньшую чувствительность Treg-клеток к γ-излучению 
по сравнению с некоторыми другими субпопуляциями 
лимфоцитов. Экстраполируя эти данные на терапевти-
ческое применение облучения, с известной осторожно-
стью можно предполагать, что при большей относитель-
ной радиорезистентности Treg-клеток, следует ожидать 
меньшую эффективность лучевой терапии, вследствие 
сохранения высокого потенциала иммуносупрессии в 
микроокружения опухолевых клеток [18]. 

Таким образом, в исследованиях in vitro прослежено, 
что выживаемость/ радиочувствительность регулятор-
ной супрессорной субпопуляции Treg-клеток во многом 
зависит от условий, в которых они находятся в период 
проявления их функции. К числу значимых факторов, 
изменяющих соотношение супрессирующих и активи-
рующих факторов, следует отнести дозы облучения, а 
также период времени, прошедший после облучения.  
Невысокий потенциал питательной среды, создающий 
преимущества активации и пролиферации одних и огра-
ничивающих возможности других субпопуляций, ука-
зывает на важность изучения условий, ответственных 
за степень устойчивости Treg-клеток к облучению, кото-
рые все еще недостаточно ясны. 

Некоторые исследования демонстрируют снижение 
апоптоза в популяции Treg-клеток после ионизирующе-
го облучения, что связывают с повышенной экспрессией 
антиапоптотических белков Bcl-2/Bcl-xL и фермента Akt 
[5, 19]. Однако участие этих белковых молекул не под-
тверждено в ряде других исследований [20]. Также после 
облучения наблюдается увеличение пролиферативной 
активности Treg-клеток, оцениваемой по повышенной 
экспрессии маркера Ki-67 [21]. Причём восстановление 
их численности, по всей видимости, происходит пре-
имущественно за счёт гомеостатической пролиферации, 
а не тимической продукции клеток de novo или конвер-
сии из других субпопуляций Т-лимфоцитов [22, 23]. По-
вышенная устойчивость Treg-клеток к окислительному 
стрессу, обусловленная более высокой экспрессией ти-
олов и более сильной внутриклеточной антиоксидант-
ной способностью, может рассматриваться в качестве 
дополнительного механизма, лежащего в основе их 

радиорезистентных свойств [24]. Таргетная модуляция 
молекулярных механизмов, обеспечивающих радиоре-
зистентность Treg-клеток, представляет перспективное 
направление для повышения эффективности лучевой 
терапии в онкологии.

Заключение
Исследование в тестах in vitro влияния на Treg-клетки 

γ-излучения (2, 4 и 8 Гр) выявило, что Treg-клетки прояв-
ляют определенную степень устойчивости к облучению. 
Как у практически здоровых людей, так и у пациентов 
с неходжкинскими лимфомами при всех изучаемых до-
зах облучения отсутствуют статистически значимые из-
менения их процентного и абсолютного количества при 
учете общего объема собранных лимфоцитов за весь 
период культивирования. Тем не менее, у пациентов с 
неходжкинскими лимфомами с более высоким уровнем 
Treg-клеток, чем у практически здоровых людей, отме-
чена тенденция к увеличению их процентной доли при 
дозе 8 Гр (в 1,3 раза, p=0,06). Это свидетельствует о бо-
лее высокой относительной радиорезистентности Treg-
клеток в условиях патологического процесса, что указы-
вает на сохранение их иммуносупрессорных способно-
стей в постлучевом периоде, и как следствие, на возмож-
ность снижения эффективности лучевой терапии.

Динамика Treg-клеток также оказалась зависимой 
от длительности (дней) культивирования, что подчер-
кивает важность учета фактора времени после облуче-
ния. У практически здоровых людей число Treg-клеток 
резко и статистически значимо снижалось к 6-ым сут 
(в 11,5 раз по сравнению с 1 сут, p<0,05). У пациентов с 
неходжкинскими лимфомами уменьшение абсолютного 
числа Treg-клеток происходило более быстро, достигая 
значимых различий уже к 3-им сут (в 2,2 раза, p<0,05) и 
к 5-ым сут было особенно выражено (в 10 раз, p<0,05). 
Это, возможно, связано с дополнительным супрессив-
ным действием опухолевых В-клеток на популяцию 
Treg-клеток в культуре.

Сравнительный анализ выживаемости основных по-
пуляций лимфоцитов показал различия реакций в изуча-
емых группах. В культурах практически здоровых людей 
Treg-клетки демонстрируют среднюю чувствительность 
к облучению: В-клетки оказались наиболее чувстви-
тельны, тогда как Т-цитотоксические и NK-клетки – бо-
лее резистентны. Также Treg-клетки проявляли боль-
шую устойчивость по сравнению с общей популяцией 
Т-хелперов. При неходжкинских лимфомах наименьшей 
выживаемостью обладали NK-клетки, что увеличивает 
число неблагоприятных факторов прогноза при лечении. 

Таблица 6
Выживаемость основных субпопуляций лимфоцитов при неходжкинских лимфомах в зависимости от дозы облучения  

(0, 2, 4, 8 Гр) при культивировании in vitro
Survival of main lymphocyte subsets in non-Hodgkin’s lymphomas depending on radiation dose (0, 2, 4, 8 Gy) during in vitro culture

Показатели
(Me (Q1; Q3))

Доза облучения, Гр
0 Гр, n=15 2 Гр, n=15 4 Гр, n=15 8 Гр, n=15

Т-клетки, % 12,1 (9,1, 17,0) 11,9 (8,7, 18,4) 13,7 (10,0, 17,4) 13,3 (9,8, 21,2)
Т-клетки, 109 кл/л 0,37 (0,18, 0,63) 0,32 (0,10, 0,49) 0,29 (0,08, 0,42) 0,22 (0,07, 0,48)
Т-хелперы, % 7,1 (6,1, 9,9) 7,7 (94,3, 8,6) 7,1 (4,9, 11,8) 8,7 (4,3, 12,5)
Т-хелперы, 109 кл/л 0,25 (0,12, 0,37) 0,15 (0,08, 0,24) 0,15 (0,03, 0,25) 0,15 (0,03, 0,28)
Т-цитотоксические клетки, % 2,8 (1,9, 11,4) 2,8 (2,0, 11,1) 3,8 (1,7, 10,3) 4,5 (1,8, 9,7)
Т-цитотоксические клетки, 109 кл/л 0,09 (0,03, 0,40) 0,06 (0,02, 0,20) 0,07 (0,02, 0,18) 0,06 (0,01, 0,33)
В-, преимущественно клональные клетки, % 73,7 (58,3, 83,4) 75,0 (61,1, 83,1) 76,8 (63,0, 85,4) 76,1 (60,8, 83,1)
В-, преимущественно клональные клетки, 109 кл/л 1,88 (1,24, 2,97) 1,63 (0,78, 2,25) 1,35 (0,52, 1,98) 1,03 (0,19, 1,58)
NK- клетки, % 3,2 (1,6, 4,3) 0,6* (0,4, 2,9) 0,4* (0,3, 2,3) 0,4* (0,1, 1,6)
NK- клетки, 109 кл/л 0,09 (0,02, 0,15) 0,012 (0,001, 0,104) 0,007* (0,001, 0,081) 0,0040* (0,0005, 0,05638)

Примечание: * – статистически значимые отличия от показателей необлученных лимфоцитов (0 Гр), р<0,05
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Полученные результаты подчеркивают необходи-
мость при оценке эффектов ионизирующего излучения 
на Treg-клетки учитывать как дозовые характеристики, 
так и кинетику клеток во времени после облучения, а 
также наличие патологического процесса. Необходимы 

дальнейшие исследования механизмов радиорезистент-
ности Treg-клеток для улучшения и более точного про-
гнозирования клинических исходов лучевой терапии, 
как в самостоятельном виде, так и в комбинации ее с 
иммунотерапией.
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