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АНТИАПОПТОТИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ 

РЕЦЕПТОРА CD95 В НАИВНЫХ CD8+ 

Т-ЛИМФОЦИТАХ У ДЕТЕЙ С ОСТРЫМ 

ИНФЕКЦИОННЫМ МОНОНУКЛЕОЗОМ

Е.Н. Филатова1, Е.В. Анисенкова1, Н.Б. Преснякова1, Т.Д. Сычева2, Е.А. Кулова2, 

О.В. Уткин1,2
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Резюме. Острый инфекционный мононуклеоз — широко распространенное вирусное заболевание, наиболее 

часто проявляющееся в детском возрасте. Развитие ОИМ сопровождается изменением соотношения CD4+/

CD8+ Т-клеток в сторону увеличения количества вирусспецифических CD8+ Т-лимфоцитов. Одним из ме-

ханизмов регуляции численности Т-лимфоцитов является модуляция апоптоза наивных клеток-предше-

ственников. «Рецептор смерти» CD95 участвует в регуляции апоптоза Т-лимфоцитов, в том числе и наивных 

Т-клеток. Мы изучили влияние активации рецептора CD95 на апоптоз наивных CD4+ и цитотоксических 

CD8+ Т-лимфоцитов у здоровых детей и детей с острым инфекционным мононуклеозом. В исследование были 

включены дети с диагнозом «острый инфекционный мононуклеоз» в возрасте от 9 до 16 лет. Для сравнения ис-

пользовали здоровых детей, сопоставимых по возрасту с исследуемой группой, у которых отсутствовали кли-

нические и лабораторные признаки заболевания. Выделение наивных CD4+ Т-лимфоцитов и наивных CD8+ 

цитотоксических Т-лимфоцитов проводили методом негативной магнитной иммуносепарации. Для оценки 

уровня апоптоза наивных Т-клеток, а также плотности экспрессии рецептора CD95 на их поверхности ис-

пользовали метод проточной цитофлуориметрии. Анализировали клетки в трех вариантах: свежеизолиро-

ванные наивные CD4+ Т-лимфоциты и наивные CD8+ цитотоксические Т-лимфоциты, а также клетки после 

24 часов культивирования с анти-CD95 моноклональными антителами или без них. В норме среди наивных 

CD4+ Т-лимфоцитов апоптозу подвергались как CD95–, так и CD95+ клетки. При остром инфекционном мо-

нонуклеозе CD95– наивные CD4+ Т-лимфоциты утрачивали восприимчивость к индукции апоптоза. В норме 

и при остром инфекционном мононуклеозе CD95– наивные CD8+ цитотоксические Т-лимфоциты были устой-

чивы к апоптозу в отличие от CD95+ наивных CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов. В норме CD95 не являл-

ся индуктором апоптоза изолированных наивных CD4+ и CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов. При остром 

инфекционном мононуклеозе CD95 вносил вклад в подавление апоптоза наивных CD8+ цитотоксических 

Т-лимфоцитов и не оказывал влияния на уровень гибели наивных CD4+ Т-лимфоцитов. Мы предполагаем, 

что CD95-зависимое подавление апоптоза наивных CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов является защит-

ным механизмом, направленным на поддержание достаточного количества цитотоксических Т-лимфоцитов 

в крови для реализации эффективного противовирусного иммунного ответа.

Ключевые слова: CD95, апоптоз, наивные Т-лимфоциты, CD4, CD8, острый инфекционный мононуклеоз.
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Abstract. Acute infectious mononucleosis is a widespread viral disease, which most often manifests in childhood. The devel-

opment of acute infectious mononucleosis is accompanied by the change of the CD4+/CD8+ T-lymphocytes ratio and the in-

crease of the virus-specific CD8+ cytotoxic T-lymphocytes number. One of the T-lymphocytes number regulation mechanisms 

is the modulation of their progenitor cells apoptosis. The death receptor CD95 takes part in the regulation of T-lymphocytes 

apoptosis, including naïve T-cells. We studied the effect of CD95 receptor activation on apoptosis of naïve CD4+ and naïve cy-

totoxic CD8+ T-lymphocytes in healthy children and children with acute infectious mononucleosis. In this study children with 

acute infectious mononucleosis at the age of  9 to 16 years were included. For comparison healthy children of the same age with no 

clinical and laboratory signs of the disease were used. Naïve CD4+ and naïve cytotoxic CD8+ T-lymphocytes were isolated by 

negative magnetic immunoseparation. The analysis of naïve T-cells apoptosis and the CD95 receptor surface expression densi-

ty was performed by using the flow cytometry analysis. The analysis of T-cells was performed in three variants: freshly isolated 

naïve CD4+ T-lymphocytes and naïve cytotoxic CD8+ T-lymphocytes, and also cells after 24 hours of the cultivation with anti-

CD95 monoclonal antibodies or without them. In healthy children both CD95– and CD95+ naïve CD4+ T-lymphocytes un-

derwent apoptosis. In children with acute infectious mononucleosis CD95– naïve CD4+ T-lymphocytes lost their susceptibility 

to apoptosis induction. In healthy children and children with acute infectious mononucleosis CD95– naïve cytotoxic CD8+ 

T-lymphocytes were resistant to apoptosis in contrast to CD95+ naïve CD4+ T-lymphocytes. In healthy children CD95 recep-

tor did not induce apoptosis of isolated naïve CD4+ T-lymphocytes and naïve cytotoxic CD8+ T-lymphocytes. In children with 

acute infectious mononucleosis CD95 receptor was involved in inhibition of apoptosis of naïve cytotoxic CD8+ T-lympho-

cytes and did not effect on the level of apoptosis of naïve CD4+ T-lymphocytes. We suggest that CD95-dependent suppression 

of naïve cytotoxic CD8+ T-lymphocytes apoptosis is a protective mechanism for the maintenance of a sufficient number 

of cytotoxic T-lymphocytes in the blood for the realization of effective antiviral immune response.

Key words: CD95, apoptosis, naïve T-lymphocytes, CD4, CD8, acute infectious mononucleosis.

Введение

Острый инфекционный мононуклеоз 

(ОИМ) — вирусное заболевание, характеризу-

ющееся пожизненной персистенцией возбуди-

теля. Наиболее часто этиологическим агентом 

ОИМ является вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ), 

реже — цитомегаловирус и вирус герпеса чело-

века 6 типа. Носителями этих вирусов являются 

более 90% городского населения, однако острая 

форма заболевания развивается лишь у 10% ин-

фицированных лиц [33]. Наиболее часто заболе-

вание проявляется в детском возрасте [3].

Как в литической, так и в латентной стади-

ях ОИМ CD8+ цитотоксические Т-лимфоциты 

играют важную роль в реализации иммунного 

ответа [5, 10]. У людей с дефектом активации 

данного звена иммунной системы заболевание 

развивается молниеносно и часто приводит 

к летальному исходу [19]. При ОИМ за счет зна-

чительного возрастания количества вирусспе-

цифических CD8+ Т-лимфоцитов происходит 

снижение соотношения CD4+/CD8+ Т-клеток 

[13, 27, 28]. Подобные изменения не наблюдают-

ся при некоторых других изученных бактериаль-

ных и вирусных инфекциях [12, 31]. Количество 

CD4+ Т-лимфоцитов при ОИМ поддерживается 

на постоянном, хоть и низком уровне. При этом 

в периферической крови с высокой частотой 

встречаются CD4+ Т-клетки, активированные 

антигенами возбудителей ОИМ [16, 26].

У пациентов с хроническим течением ОИМ 

в период реактивации наблюдается сниже-

ние содержания общего пула CD4+ и CD8+ 

Т-лимфоцитов в периферической крови, что 

ассоциировано с неблагоприятным прогнозом 

[17, 34]. Поддержание достаточного количества 

зрелых иммунокомпетентных клеток в перифе-

рической крови обеспечивается за счет сохране-

ния пула наивных Т-лимфоцитов, обладающих 

пролиферативным и дифференцировочным по-

тенциалом [14]. У детей поддержание гомеостаза 

Т-клеток может также зависеть от выхода свежих 

наивных Т-лимфоцитов из тимуса [9]. Усиление 

гибели наивных Т-лимфоцитов путем апоптоза 

потенциально снижает эффективность иммун-

ных реакций при ОИМ.

Член белкового семейства «рецепторов смер-

ти» — CD95 (Fas, APO-1) — экспрессируется 

на поверхности разных типов клеток, в том числе 

CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитах, участвуя в регуля-

ции Т-клеточного гомеостаза. CD95 является би-

функциональным рецептором, выполняющим 

про- и антиапоптотические функции в зависи-

мости от клеточного микроокружения [6, 20]. 

Известно, что в норме стимуляция CD95 инду-

цирует гибель активированных Т-лимфоцитов 

[29]. Наивные Т-клетки, наоборот, отвечают 

на стимуляцию данного рецептора усилением 

пролиферативной активности [4].

В ранних исследованиях демонстрировалось 

усиление апоптоза культивируемых Т-клеток 
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у пациентов с ОИМ по сравнению с нормой [18]. 

В дальнейшем было показано, что, несмотря 

на повышение экспрессии CD95 на поверхности 

CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов и возрастания их 

восприимчивости к апоптозу, in vitro не наблю-

далось усиления гибели этих клеток по сравне-

нию с контролем при инфицировании ВЭБ [30]. 

У пациентов с ОИМ обнаружена положительная 

корреляция между уровнем экспрессии CD95 

на мембране лимфоцитов периферической крови 

и содержанием CD4+ и CD8+ Т-клеток [25]. Ранее 

нами показано, что у пациентов с ОИМ по срав-

нению с нормой наивные CD8+ Т-лимфоциты 

характеризовались более низким уровнем апо-

птоза, что может быть связано с активацией ре-

цептора CD95 [2].

Целью данной работы явилась оценка вли-

яния активации рецептора CD95 на апоптоз 

наивных CD4+ (нТх) и цитотоксических CD8+ 

(нЦТЛ) Т-лимфоцитов у детей с ОИМ.

Материалы и методы

Исследуемые группы. В исследование были 

включены дети с диагнозом ОИМ в возрасте от 9 

до 16 лет. У больных детей в крови выявлялись 

клинически значимые концентрации ДНК ВЭБ, 

ЦМВ либо вируса герпеса человека 6 типа. В 40% 

случаев наблюдали микст-инфекцию. Для срав-

нения использовали здоровых детей, сопостави-

мых по возрасту с исследуемой группой, у кото-

рых отсутствовали клинические и лабораторные 

признаки заболевания. Забор материала прово-

дился с информированного согласия родителей 

или опекунов.

Проточная цитофлуориметрия. Использовали 

проточный цитофлуориметр BD FACS Canto II 

(«Becton, Dickinson and Company», США). Для нор-

мализации напряжения на фотоумножителях 

применяли калибровочные частицы «Cytometry 

set up and tracking beads» («BD Bio sciences», США). 

Настройки компенсации флуоресценции опти-

мизировали с помощью коммерческого набора 

«Anti-mouse Ig, k/negative control compensation 

particles set» («BD Biosciences», США). Для флуо-

ресцентно меченых антител уровень фонового 

свечения, характеризующего неспецифическое 

связывание, определяли с применением соответ-

ствующих изотипических контролей. Сбор дан-

ных проводили с помощью программы FACSDiva 

(«BD Biosciences», США). В каждом образце ана-

лизировали 30 000 клеток.

Получение культуры наивных Т-лимфоцитов. 

Материалом для исследования явились образцы 

периферической крови. Фракцию мононуклеар-

ных клеток периферической крови выделяли 

с применением раствора фиколла (ρ = 1,077 г/

см3, «ПанЭко», Россия). Выделение нТх и нЦТЛ 

проводили методом негативной магнитной им-

муносепарации с помощью коммерческих на-

боров серии EasySep («Stemcell Technologies», 

Великобритания) согласно инструкции произ-

водителя. Чистоту выделения наивных Т-клеток 

оценивали методом проточной цитофлуори-

метрии с применением панели флуоресцентно 

меченых антител: CD3-PE, CD45RO-PE-Cy7, 

CD45RA-PerCP-Cy5.5 и CD4-APC-eFluor780 

(либо CD8-APC-eFluor780) («еBioscience», США). 

Чистота выделения нТХ и нЦТЛ составила более 

98% (рис. 1).

Культивирование и активация наивных Т-лим-

фоцитов. Изолированные нТх и нЦТЛ культи-

вировали раздельно в концентрации 1 × 106 кле-

ток/мл в среде RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) 

с добавлением 10% эмбриональной телячьей 

сыворотки («PAA Laboratories», Австрия) и 2 mM 

L-глутамина («ПанЭко», Россия) при 37°С и 5% 

СО2. Специфическую активацию клеток прово-

дили мышиными моноклональными антитела-

ми (МКА) против CD95 человека (изотип IgМ, 

клон CH-11, «Beckman Coulter», США) в концен-

трации 200 нг/мл. В контрольные лунки вносили 

физиологический раствор.

Оценка уровня апоптоза и экспрессии CD95. Ана-

лизировали свежеизолированные нТх и нЦТЛ, 

а также клетки после 24 часов культивирования 

с анти-CD95 МКА или без них. Параметры оце-

нивали методом проточной цитофлуориметрии. 

На основании прямого и бокового светорассея-

ния отделяли дебрис и выделяли общий гейт нТх 

либо нЦТЛ (рис. 2а). Для оценки уровня апоп-

тоза применяли двойное окрашивание аннек-

сином V-РЕ (AV) и 7-аминоактиномицином-D 

(7AAD) с использованием коммерческого на-

бора «PE Annexin V Apoptosis Detection Kit» («BD 

Biosciences», США). На основании окраски по АV 

и 7AAD выделяли гейты живых лимфоцитов 

(AV–7AAD–), лимфоцитов в ранней (AV+7AAD–) 

и поздней (AV+7AAD+) стадиях апоптоза (рис. 2б). 

Определяли процент живых клеток, клеток 

в ранней и поздней стадиях апоптоза от общего 

числа клеток в гейте лимфоцитов. Гейты живых 

клеток и клеток в ранней стадии апоптоза в даль-

нейшем анализировали раздельно. Экспрессию 

CD95 на мембране лимфоцитов анализирова-

ли с помощью флуоресцентно меченых анти-

тел против СD95 (CD95–PE-Cy7, «eBioscience», 

США). Подсчитывали процент живых и находя-

щихся в ранней стадии апоптоза CD95– и CD95+ 

Т-лимфоцитов от общего количества клеток 

в гейте лимфоцитов. Плотность экспрессии 

CD95 на мембране лимфоцитов оценивали, исхо-

дя из средней интенсивности флуо ресценции не-

сущих рецепторы клеток. Процент CD95+ клеток 

в поздней стадии апоптоза и плотность экспрес-

сии рецептора на их поверхности не оценивали 

(рис. 2в).

Анализ данных. Для сравнения выборок, име-

ющих нормальное распределение, применяли 

t-критерий Стьюдента для независимых выбо-

рок либо парный t-критерий Стьюдента, а также 

дисперсионный анализ с повторными измере-
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ниями. В случае ненормального распределения 

данных применяли критерий Манна–Уитни 

для независимых выборок либо парный крите-

рий Уилкоксона, а также критерий Фридмана. 

Для оценки связи между активацией рецептора 

CD95 и исследованными показателями исполь-

зовали модель логистической регрессии со сме-

шанными эффектами. Значения p при множе-

ственных сравнениях корректировали с помо-

щью поправки Холма–Бонферрони. Различия 

считали статистически значимыми при p < 0,05. 

Алгоритм статистического анализа был напи-

сан на языке R (версия 3.1.) в оболочке «RStudio 

0.98.1098» [23, 24]. При написании алгоритма ис-

пользовали пакеты «stats», «flowCore», «lawstat», 

«multcomp» и «nlme» [8, 11, 15, 21, 22].

Иллюстрации создавали с применением па-

кета «ggplot2» [32], количественные переменные 

отображали в виде медианы и интерквартильно-

го размаха.

Результаты
Экспрессия CD95 на мембране 

свежеизолированных нТх и нЦТЛ 

у здоровых детей и детей с ОИМ

В ходе данной работы нами оценивалась экс-

прессия рецептора CD95 на поверхности нТх 

и нЦТЛ у здоровых и больных детей. Показано, 

что плотность экспрессии CD95 повышалась 

на мембране наивных Т-лимфоцитов в ранней 

стадии апоптоза по сравнению с живыми клет-

ками (p < 0,05 во всех изученных случаях). Как 

в нТх, так и в нЦТЛ повышение экспрессии 

CD95 при апоптозе свежеизолированных наив-

ных Т-лимфоцитов было более выражено у детей 

с ОИМ, чем у здоровых детей (рис. 3).

У здоровых детей процент свежеизолирован-

ных нТх в ранней и поздней стадиях апоптоза 

был ниже по сравнению с нЦТЛ в 1,6 и в 3,3 раза 

соответственно (р = 0,009 и р = 0,001) (рис. 4а). 

Рисунок 1. Чистота выделения нТх (а-в) и нЦТЛ (г-е) клеток

На основании прямого и бокового светорассеяния отделяли дебрис и выделяли гейт лимфоцитов (а, г). В выделенном 
гейте анализировали экспрессию маркеров CD3 и CD4 (или CD8). Содержание CD3+CD4+ (или CD3+CD8+) лимфоцитов 
составило более 99% (б, д). В пуле CD3+CD4+ (или CD3+CD8+) лимфоцитов анализировали экспрессию маркеров CD45RA 
и CD45RO. Содержание CD45RA+CD45RO– клеток составило более 99% (в, е). Итоговое содержание наивных CD4+ (или 
CD8+) Т-лимфоцитов составило более 98%.
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Процент живых нТх превышал процент живых 

нЦТЛ в 1,4 раза (р < 0,001). Дальнейший анализ 

показал, что снижение процента раннеапопто-

тических нТх относительно нЦТЛ достигалось 

за счет уменьшения процента CD95+ клеток. 

Данный показатель в нТх был ниже по сравне-

нию с нЦТЛ в 1,8 раза (р = 0,006). При этом плот-

ность экспрессии рецептора на мембране данных 

типов клеток не изменялась. Процент CD95– 

клеток в ранней стадии апоптоза также не раз-

личался (рис. 4б, в). Процент живых CD95– нТх 

превышал процент живых CD95– нЦТЛ в 1,6 раза 

(р = 0,003). При этом процент живых CD95+ нТх 

и нЦТЛ не различались. Однако плотность экс-

прессии CD95 на мембране живых нТх снижа-

лась по сравнению с нЦТЛ в 1,1 раза (р = 0,027).

У детей с ОИМ свежеизолированные нТх 

и нЦТЛ не различались по уровню апоптоза 

клеток, проценту CD95– и CD95+ Т-лимфоцитов 

и плотности экспрессии рецептора на их поверх-

ности (рис. 4).

Свежеизолированные нТх у детей с ОИМ 

и здоровых детей не отличались по проценту жи-

вых и апоптотирующих клеток. Также не было 

выявлено различий процента CD95– и CD95+ 

клеток. При этом плотность экспрессии CD95 

у детей с ОИМ по сравнению с нормой повыша-

лась на мембране живых нТх и раннеапоптоти-

ческих клеток в 1,3 и в 1,4 раза соответственно 

(р = 0,044 и р = 0,035) (рис. 4).

Свежеизолированные нЦТЛ у детей с ОИМ 

и здоровых детей не отличались по проценту жи-

вых и раннеапоптотических клеток. Однако про-

цент нЦТЛ в поздней стадии апоптоза у больных 

детей понижался в 2,0 раза по сравнению с нор-

мой (р = 0,005). Процент живых CD95– нЦТЛ 

не различался, а процент живых CD95+ клеток 

возрастал в 1,2 раза у детей с ОИМ по сравнению 

со здоровыми детьми (р = 0,018). По сравнению 

с нормой, при ОИМ снижался в 1,2 раза про-

цент CD95– нЦТЛ в ранней стадии апоптоза (р = 

0,037) на фоне отсутствия различий в процен-

те CD95+ клеток. Плотность экспрессии CD95 

на мембране свежеизолированных живых и ран-

неапоптотических нЦТЛ не различалась у боль-

ных и здоровых детей (рис. 4).

Влияние активации рецептора CD95 на апоптоз 

нТх и нЦТЛ у здоровых детей и детей с ОИМ

Культивирование наивных Т-лимфоцитов 

приводило к изменению содержания живых 

и апоптотических клеток, в частности CD95– 

и CD95+ Т-клеток. Уровень апоптоза и характер 

экспрессии CD95 зависели от фенотипа клеток 

и различались у здоровых и больных детей.

У здоровых детей в контроле процент живых 

нТх снижался в 2,2 раза по сравнению со свеже-

изолированными Т-лимфоцитами (р < 0,001). 

При этом в контроле процент нТх в поздней ста-

дии апоптоза увеличивался в 10,6 раза (р < 0,001). 

При добавлении анти-CD95 МКА, как в контро-

Рисунок 2. Принципы гейтирования

На основании прямого и бокового светорассеяния 
отделяли дебрис и выделяли гейт лимфоцитов (а). 
В выделенном гейте на основании двойного окрашивания 
AV и 7AAD выделяли гейты живых клеток (сплошная 
линия), клеток в ранней (точечный пунктир) и поздней 
стадиях апоптоза (штриховой пунктир). Определяли 
процент живых клеток, клеток в ранней и поздней стадиях 
апоптоза от общего пула лимфоцитов (б). В дальнейшем 
гейты живых клеток и клеток в ранней стадии апоптоза 
анализировали раздельно. В каждом из них определяли 
процент CD95+ клеток от общего пула лимфоцитов 
и среднюю интенсивность флуоресценции CD95 на их 
поверхности (в). ИзоК — изотипический контроль.
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ле, снижался процент живых нТх в 2,1 раза и уве-

личивался процент нТх в поздней стадии апоптоза 

в 11,4 раза (р < 0,001 в обоих случаях) по сравнению 

со свежеизолированными клетками. Процент нТх 

в ранней стадии апоптоза при культивировании 

нТх в норме не изменялся (рис. 5а).

У здоровых детей снижение процента живых 

нТх в контроле и при добавлении анти-CD95 

МКА происходило за счет уменьшения в 2,1 раза 

количества живых CD95– и CD95+ клеток (p < 

0,001 во всех случаях). Плотность экспрес-

сии CD95 на мембране живых нТх снижалась 

в 1,3 раза (р = 0,005) по сравнению со свежеизо-

лированными клетками только при добавлении 

анти-CD95 МКА. В контроле изменений выяв-

лено не было (рис. 5б, в).

У здоровых детей в контроле и при добавле-

нии анти-CD95 МКА процент CD95– и CD95+ 

нТх в ранней стадии апоптоза не изменялся 

по сравнению со свежеизолированными клет-

ками. Однако в контроле выявлено снижение 

в 1,4 раза плотности экспрессии CD95 на мем-

бране нТх в ранней стадии апоптоза (р = 0,001), 

не наблюдаемое при добавлении анти-CD95 

МКА (рис. 5б, в).

Культивирование контрольных нЦТЛ здо-

ровых детей сопровождалось снижением в 1,2 

и в 1,7 раза процента живых и раннеапоптотиру-

ющих клеток (р = 0,045 и р < 0,001 соответствен-

но), а также увеличением в 3,0 раза процента кле-

ток в поздней стадии апоптоза (р < 0,001) по срав-

нению со свежеизолированными нЦТЛ. Сходные 

результаты были получены при добавлении анти-

CD95 МКА. Так, по сравнению со свежеизоли-

рованными клетками, снижался в 1,4 и в 1,7 раза 

процент живых нЦТЛ и клеток в ранней стадии 

Рисунок 3. Экспрессия рецептора CD95 на мембране наивных Т-лимфоцитов у здоровых детей 

и детей с ОИМ

На рисунке указан уровень значимости разницы плотности экспрессии CD95 на поверхности живых клеток и клеток 
в ранней стадии апоптоза. ИзоК — изотипический контроль.
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Рисунок 4. Содержание живых и апоптотических клеток, а также экспрессия рецептора CD95 

среди нТх и нЦТЛ здоровых детей и детей с ОИМ

(а) Процент живых наивных Т-лимфоцитов, клеток в ранней и поздней стадиях апоптоза. (б) Процент CD95– и CD95+ 
клеток среди живых и апоптотирующих наивных Т-лимфоцитов. (в) Средняя интенсивность флуоресценции CD95–

PE-Cy7 на поверхности CD95+ наивных Т-лимфоцитов. * — статистически значимые различия при сравнении 
свежеизолированных нЦТЛ детей с ОИМ и здоровых детей (p < 0,05); ** — статистически значимые различия при 
сравнении свежеизолированных нТх и нЦТЛ здоровых детей (p < 0,05). На рисунке данные приведены с указанием 
медианы, 25 и 75 процентилей.
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Рисунок 5. Разница и 95%-ный доверительный интервал разницы измеренных параметров 

при сравнении свежеизолированных и культивируемых наивных Т-лимфоцитов здоровых детей 

и детей с ОИМ

(а) Разница процента живых клеток, клеток в ранней и поздней стадиях апоптоза. (б) Разница процента живых 
и апоптотических CD95– и CD95+ наивных Т-клеток. (в) Разница средней интенсивности флуоресценции CD95-PE-
Cy5 на поверхности живых и апоптотических клеток. Конт.-свеж — разница параметров при сравнении наивных 
Т-лимфоцитов, культивируемых без добавления анти-CD95 МКА и свежеизолированных клеток. CD95-свеж. — 
разница параметров при сравнении наивных Т-лимфоцитов, культивируемых с добавлением анти-CD95 МКА 
и свежеизолированных клеток. 
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апоптоза (р = 0,045 и р < 0,001 соответственно) 

и возрастал в 3,4 раза процент клеток в поздней 

стадии апоптоза (р < 0,001) (рис. 5а).

У здоровых детей в контроле и при добавле-

нии анти-CD95 МКА снижение процента живых 

нЦТЛ происходило за счет уменьшения содер-

жания CD95+ клеток. В контроле процент жи-

вых CD95+ клеток уменьшался в 1,4 раза, а при 

добавлении анти-CD95 МКА — в 1,6 раза (р = 

0,003 в обоих случаях). Процент живых CD95– 

нЦТЛ не изменялся. При этом выявлено сниже-

ние плотности экспрессии CD95 на поверхности 

живых клеток: в контроле в 1,3 раза (р = 0,009), 

а при добавлении анти-CD95 МКА — в 1,4 раза 

(p < 0,001) по сравнению со свежеизолированны-

ми клетками (рис. 5б, в).

Сходная картина наблюдалась у здоровых 

детей в отношении нЦТЛ в ранней стадии апоп-

тоза. Так в контроле и при добавлении анти-

CD95 МКА процент CD95– нЦТЛ не изменялся, 

но снижался процент CD95+ клеток в контроле 

в 1,9 раза, а при добавлении анти-CD95 МКА — 

в 2,0 раза (р < 0,001 в обоих случаях). В отличие 

от живых нЦТЛ, плотность экспрессии CD95 

на мембране раннеапоптотических клеток сни-

жалась в 1,3 раза только при добавлении анти-

CD95 МКА (р = 0,055). В контроле данный пара-

метр не изменялся (рис. 5б, в).

У детей с ОИМ (как и у здоровых детей) культи-

вирование нТх приводило к снижению процента 

живых клеток и увеличению процента клеток 

в поздней стадии апоптоза. В контроле и при до-

бавлении анти-CD95 МКА процент живых кле-

ток снижался в 1,3 и в 1,2 раза (р = 0,019 и р = 0,046 

соответственно), а процент нТх в поздней стадии 

апоптоза возрастал в 5,4 и в 3,5 раза (р < 0,001 и р = 

0,001 соответственно) по сравнению со свежеизо-

лированными клетками. Процент нТх в ранней 

стадии апоптоза при этом не изменялся (рис. 5а).

В отличие от нормы, снижение процента 

живых нТх у детей с ОИМ происходило только 

за счет снижения процента живых CD95+ клеток, 

в то время как процент живых CD95– нТх не из-

менялся. В контроле и при добавлении анти-

CD95 МКА процент живых CD95+ нТх был ниже 

в 1,4 и в 1,5 раза соответственно (р < 0,001 в обоих 

случаях) по сравнению со свежеизолированны-

ми клетками. Также выявлено снижение плот-

ности экспрессии рецептора на поверхности жи-

вых клеток в контроле в 1,4 раза (р = 0,010) и при 

добавлении анти-CD95 МКА — в 1,5 раза (р = 

0,003) (рис. 5б, в).

У детей с ОИМ, в отличие от здоровых де-

тей, не наблюдали изменений процента CD95– 

и CD95+ нТх в ранней стадии апоптоза как в кон-

троле, так и при добавлении анти-CD95 МКА. 

При этом выявлено снижение плотности экс-

прессии CD95 в контроле — в 1,2 раза (р = 0,010) 

и при добавлении анти-CD95 МКА — в 1,6 раза 

(p < 0,001) по сравнению со свежеизолированны-

ми клетками (рис. 5б, в).

При ОИМ в отличие нормы процент живых 

нЦТЛ изменялся только в контроле. По сравне-

нию со свежеизолированными клетками он сни-

жался в 1,4 раза (р = 0,040). В контроле процент 

нЦТЛ в ранней стадии апоптоза не изменялся, 

а при добавлении анти-CD95 МКА — понижал-

ся в 1,1 раза (р = 0,045). Процент нЦТЛ в позд-

ней стадии апоптоза возрастал как в конт роле — 

в 3,8 раза (р = 0,009), так и при добавлении анти-

CD95 МКА — в 2,7 раза (р = 0,001) (рис. 5а).

У детей с ОИМ в контроле и при добавлении 

анти-CD95 МКА изменялся процент только 

живых CD95+ нЦТЛ. Он снижался в конт роле 

в 1,4 раза, а при добавлении анти-CD95 МКА — 

в 1,9 раза (p < 0,001 в обоих случаях). При этом 

только при добавлении анти-CD95 МКА наблю-

далось снижение в 1,7 раза плотности экспрессии 

CD95 на мембране живых нЦТЛ по сравнению 

со свежеизолированными клетками (рис. 5б, в).

У больных детей процент CD95– нЦТЛ в ран-

ней стадии апоптоза в контроле и при добавле-

нии анти-CD95 МКА не изменялся. При этом 

добавление анти-CD95 МКА приводило к сни-

жению в 1,6 раза процента раннеапоптотичес-

ких CD95+ нЦТЛ (р = 0,003). В контроле таких 

изменений не наблюдалось. Выявлено снижение 

плотности экспрессии CD95 на мембране нЦТЛ 

в ранней стадии апоптоза в контроле в 1,3 раза 

(р = 0,002), а при добавлении анти-CD95 МКА — 

в 1,7 раза (р = 0,050) по сравнению со свежеизо-

лированными клетками (рис. 5б, в). 

Следует отметить, что у детей с ОИМ по срав-

нению со здоровыми детьми при активации ре-

цептора CD95 процент нЦТЛ на стадии позднего 

апоптоза снижался в 2,0 раза (р = 0,029). В кон-

троле таких различий не выявлено (рис. 4а).

Обсуждение

Исследованы особенности экспрессии ре-

цептора CD95 на мембране наивных Т-лимфо-

цитов у здоровых детей и детей с ОИМ. Нами 

показано, что в обоих случаях экспрессия ре-

цептора повышается на поверхности апопто-

тирующих нТх и нЦТЛ по сравнению с живы-

ми клетками. При этом стимуляция рецептора 

CD95 у здоровых детей не приводила к усиле-

нию апоптоза нТх и нЦТЛ и не оказывала зна-

чимого влияния на процент живых или ранне-

апоптотических CD95– и CD95+ клеток по срав-

нению с контролем.

Мы полагаем, что у здоровых детей рецептор 

CD95 не принимает участие в индукции апопто-

за изолированных нТх и нЦТЛ. Ранее на мышах 

было показано, что связывание CD95 на поверх-

ности наивных CD4+ Т-лимфоцитов в присут-

ствии анти-CD3 МКА приводит к усилению их 

гибели [7]. Следовательно, CD95 способен инду-

цировать апоптоз наивных Т-клеток при усло-

вии их активации через Т-клеточный рецептор. 

При изолированном культивировании, в от-
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сутствие межклеточного взаимодействия с дру-

гими иммунокомпетентными клетками, функ-

ция CD95 как индуктора апоптоза нТх и нЦТЛ 

в норме не проявлялась.

Степень выраженности апоптоза в различных 

популяциях изолированных наивных Т-лим-

фоцитов может зависеть от содержания CD95+ 

клеток. В пользу данного предположения говорит 

ряд фактов. Так у здоровых детей в свежеизоли-

рованных нТх процент живых клеток был выше, 

а процент клеток в ранней стадии апоптоза ниже 

по сравнению с нЦТЛ. При этом в нТх процент 

живых CD95– клеток был выше, а процент жи-

вых CD95+ клеток ниже, чем в нЦТЛ. Кроме того, 

вне зависимости от условий культивирования 

мы наблюдали снижение процента нЦТЛ в ста-

дии раннего апоптоза до уровня, сопоставимого 

с нТх, на фоне уменьшения содержания фракции 

CD95+ клеток.

Нами показано, что у здоровых детей жи-

вые нТх и нЦТЛ отличаются восприимчиво-

стью к апоптозу в зависимости от экспрессии 

CD95. Культивирование нТх приводило к сни-

жению процента живых CD95– и CD95+ клеток. 

При этом культивирование нЦТЛ сопровожда-

лось снижением процента лишь живых CD95+ 

клеток, тогда как процент CD95– клеток не изме-

нялся. Мы полагаем, что у здоровых детей фрак-

ции CD95– и CD95+ нТх в равной мере чувстви-

тельны к апоптозу. В нЦТЛ, наоборот, апоптозу 

в основном подвергаются CD95+ Т-лимфоциты, 

в то время как CD95– клетки устойчивы к его 

индукции. Таким образом, наше предположе-

ние о взаимосвязи содержания CD95+ клеток 

и уровня апоптоза суммарного пула наивных 

Т-лимфоцитов в большей степени относится 

к нЦТЛ, чем нТх.

Добавление анти-CD95 МКА к нТх и нЦТЛ 

здоровых детей приводило к специфическо-

му снижению плотности экспрессии рецептора 

CD95 на поверхности клеток. Следует отметить, 

что в нТх экспрессия CD95 снижалась на поверх-

ности живых клеток, а в нЦТЛ — на поверхности 

клеток в ранней стадии апоптоза. Это позволяет 

предположить, что CD95+ нТх и нЦТЛ могут об-

ладать различной восприимчивостью к CD95-

зависимому апоптозу. Добавление к нТх анти-

CD95 МКА вызывает потерю живыми клетками 

данного рецептора, что снижает вероятность его 

связывания с лигандом. В нЦТЛ, наоборот, живые 

клетки характеризуются постоянным уровнем 

экспрессии CD95 вне зависимости от стимуляции 

рецептора. Таким образом, повышенный уровень 

апоптоза свежеизолированных нЦТЛ по сравне-

нию с нТх может быть связан с повышенной вос-

приимчивостью фракции CD95+ нЦТЛ.

У детей с ОИМ процент живых и апопто-

тирующих свежеизолированных нТх не отли-

чался от нормы. Также не было обнаружено 

различий в процентном соотношении живых 

и апоптотирующих CD95– и CD95+ нТх у здо-

ровых и больных детей. Вместе с тем, ОИМ 

характеризуется повышением плотности экс-

прессии CD95 на поверхности живых и апо-

птотирующих нТх по сравнению с нормой. 

В отличие от здоровых детей, у детей с ОИМ при 

культивировании процент живых клеток сни-

жался только за счет уменьшения количества 

CD95+ клеток (результат получен как в кон-

троле, так и при добавлении анти-CD95 МКА). 

Процент живых CD95– нТх при этом не изме-

нялся. Мы полагаем, что при ОИМ усилива-

ется восприимчивость CD95+ нТх к апоптозу 

и клетки с таким фенотипом вносят основной 

вклад в общий уровень апоптоза. В то же время 

отсутствие различий в содержании CD95– нТх 

потенциально указывает на снижение их вос-

приимчивости к апоптозу при ОИМ и может 

являться одним из возможных механизмов 

поддержания количества нТх на достаточном 

уровне, необходимом для реализации эффек-

тивного иммунного ответа.

При ОИМ процент свежеизолированных 

нЦТЛ в поздней стадии апоптоза был снижен 

по сравнению с нормой. При этом процент жи-

вых CD95+ клеток был выше, чем у здоровых де-

тей. Возможно, что при ОИМ CD95+ нЦТЛ менее 

восприимчивы к индукции апоптоза по сравне-

нию с нормой. При культивировании нЦТЛ де-

тей с ОИМ в контроле снижался процент живых 

клеток, а при добавлении анти-CD95 МКА этот 

показатель не изменялся по сравнению со свеже-

изолированными клетками. Также добавление 

анти-CD95 МКА приводило к снижению процен-

та нЦТЛ в ранней стадии апоптоза за счет умень-

шения содержания CD95+ клеток. Таким образом, 

устойчивость CD95+ нЦТЛ к апоптозу при ОИМ 

реализуется при активации рецептора CD95.

Следует отметить, что при ОИМ добавление 

анти-CD95 МКА приводило к снижению про-

цента живых CD95+ нЦТЛ по сравнению со све-

жеизолированными клетками, в то время как 

общее количество живых нЦТЛ не изменялось. 

При этом мы наблюдали выраженное (в 1,4 раза), 

хотя и статистически незначимое повышение 

процента живых CD95– нЦТЛ по сравнению 

со свежеизолированными клетками. Получен-

ные результаты позволяют предположить, что 

при ОИМ активация рецептора CD95 на поверх-

ности живых нЦТЛ приводит к смене фенотипа 

клеток с CD95+ на CD95–.

Существует два возможных пути потери 

клетками мембранного рецептора: его интер-

нализация и шеддинг. Известно, что для реали-

зации сигнального каскада, опосредованного 

«рецепторами смерти», требуется формирование 

мембранных кластеров, содержащих комплек-

сы рецептора, лиганда и адапторных молекул, 

а также интернализация таких ассоциатов. Ин-

тернализация CD95 при связывании с лиган-

дом может приводить к смене фенотипа клетки. 

При этом устойчивость клеток к апоптозу может 



217

2016, Т. 6, № 3 Апоптоз Т-лимфоцитов при инфекционном мононуклеозе

достигаться за счет усиленной экспрессии анти-

апоптотических факторов Bcl-2 и Bcl-XL, наблю-

даемой в CD95+CD8+ Т-лимфоцитах перифери-

ческой крови при ВЭБ-инфекции [30].

Другим возможным механизмом смены фе-

нотипа CD95+ нЦТЛ при ОИМ может быть шед-

динг мембранной формы рецептора с образо-

ванием растворимой формы sCD95. Показано, 

что уровень sCD95 в сыворотке крови пациен-

тов с инфекционным мононуклеозом повы-

шен по сравнению со здоровыми волонтерами 

[25]. В данном контексте потеря поверхностного 

CD95 при ОИМ может рассматриваться как за-

щитный механизм, предотвращающий связы-

вание рецептора с лигандом и развитие CD95-

опосредованного апоптоза в нЦТЛ.

Считается, что снижение экспрессии CD95 

на циркулирующих лимфоцитах у детей с ВЭБ 

ассоциировано с усилением клинических симп-

томов ОИМ и расценивается как неблагопри-

ятный признак [1]. Наши результаты позволяют 

предположить, что при ОИМ, по крайней мере 

для нЦТЛ, CD95 может играть протективную 

роль, способствуя снижению чувствительности 

клеток к апоптозу и сохранению общего пула 

цитотоксических Т-лимфоцитов, играющих ве-

дущую роль в реализации противовирусного 

иммунного ответа.

Таким образом, нами показано, что у здо-

ровых детей апоптозу подвергались как CD95+, 

так и CD95– нТх, в то время как для нЦТЛ 

была характерна гибель только CD95+ клеток. 

При этом в норме у детей рецептор CD95 не яв-

лялся индуктором апоптоза изолированных 

Т-лимфоцитов. В отличие от здоровых детей 

при развитии ОИМ апоптозу подвергались толь-

ко CD95+ клетки, тогда как CD95– нТх и нЦТЛ 

не были восприимчивы к индукции клеточной 

гибели. При этом специфическая активация ре-

цептора CD95 сопровождалась снижением чув-

ствительности к апоптозу нЦТЛ. Подобные из-

менения могут являться частью защитного ме-

ханизма при ОИМ, который выражается в уходе 

нЦТЛ от апоптоза.
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