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ОСОБЕННОСТИ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА 
ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ У РЕЦИПИЕНТОВ 
В ТЕЧЕНИЕ ПЕРВОГО МЕСЯЦА ПОСЛЕ ПЕРЕСАДКИ ПЕЧЕНИ
А.Н. Шутко, О.А. Герасимова, Л.П. Екимова, Ф.К. Жеребцов, А.М. Гранов
Российский научный центр радиологии и хирургических технологий Минздрава РФ, 
Санкт-Петербург, Российская Федерация

Соотношения субпопуляционного состава мононуклеарных клеток крови у 68 пациентов исследованы 
методом проточной цитометрии до и в течение первого месяца после трансплантации трупной печени 
с целью определения их возможного вклада в процессы приживления трансплантата. Полученные 
данные позволяют рассматривать изменения регуляторных Т-клеток после трансплантации как час-
тный случай генерализованного смещения всего дифференцировочного процесса в лимфоцитопоэзе, 
начиная со стволовых гемопоэтических клеток и прелимфоцитов. Смещение сопровождается увели-
чением юных гематопоэтических стволовых клеток, клеток предшественников лимфоцитарного ряда, 
клеток с ангиогенными свойствами и уменьшением большинства более зрелых дифференцирован-
ных форм лимфоцитов. Ослабление «толерогенной» активности печени у больных в листе ожидания 
трансплантации печени и восстановление ее после трансплантации объяснено морфообразующим, 
трофическим механизмом. Основу этого механизма составляет увеличение в крови стволовых гемо-
поэтических клеток и ангиогенных клеток, переносящих регенераторную информацию к трансплан-
тату. 
Ключевые слова: трансплантация печени, лимфоциты, стволовые клетки, кинетика, 
дифференцировка клеток, морфогенез. 

FEATURES OF SUBPOPULATION COMPOSITION 
OF BLOOD LYMPHOCYTES IN RECIPIENTS WITHIN 
THE FIRST MONTH AFTER LIVER TRANSPLANTATION
A.N. Shoutko, O.A. Gerasimova, L.P. Ekimova, F.K. Zherebtsov, A.M. Granov
Russian Scientifi c Center for Radiology and Surgical Technologies of the Ministry of Healthcare of the 
Russian Federation, St-Petersburg, Russian Federation

Ratios of subpopulations of mononuclear blood cells in 68 patients were registered by method of fl ow cytome-
try during one month before or after transplantation of a cadaveric liver with the aim of a comparative assess-
ment of the contribution of cellular factors into graft acceptance. Results. The obtained data allow considering 
the changes of separate Treg subpopulation after transplantation as a partial outcome of generalized shift of 
the whole process of lymphocytes differentiation, involving hematopoietic stem cells and prelymphocytes. 
This shift is followed by an increase of young hematopoietic stem cells, precursors of lymphocytes, angio-
genic cells, and by a concomitant reduction of the majority of more matured subpopulations of lymphocytes. 
Conclusion. Diminishment of «tolerogenic» liver activity of before transplantation and its restoration after 
the organ’s replacement is explained by morphogenic/trophic mechanism. The basis of this mechanism is an 
increase in blood of hematopoietic stem cells and other cells transferring angiogenic and regenerative infor-
mation to the graft. 
Key words: liver transplantation, lymphocytes, stem cells, kinetics, differentiation, morphogenesis.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время способность «регулятор-

ных» Т-клеток (Трег) подавлять реакции отторже-
ния считается доказанной [1]. По наиболее общим 
особенностям их можно объединить в одно се-
мейство клеток-супрессоров, повышенные концен-
трации которых считаются благоприятными для 
приживления аллогенного трансплантата [2]. В то 
же время инфильтрация ткани трансплантата лим-
фоцитами оценивается не столь однозначно [3]. 
Выявленное фенотипическое разнообразие списка 
Трег – СD4+СD25+[4], СD8+FoxP3+, СD62L+ [5], 
СD8+СD122+[6], СD3+СD4−СD8−[7] – не позво-
ляет обосновать их роль в процессах отторжения 
и приживления трансплантата. Примером функци-
ональной неопределенности Трег служит эволюция 
трактовок одного из их маркеров – СD25. Ранее 
полагали, что он отражает активацию клеточно-
го цикла [8], позднее было отмечено ослабление 
супрессорной функции СD25+-клеток при блоки-
ровании этого маркера базиликсимабом при неиз-
мененной экспрессии другого маркера Трег – FoxP3 
[9], затем обнаружено наличие СD25 на Трег в соче-
тании с маркерами СD4+ или СD8+ [10], наконец, 
он же был отнесен к маркерам незрелых лимфоци-
тов [11]. Поскольку верхний предел концентрации 
различных Трег невелик (≤10% лимфоцитов), они 
могут представлять собой разнообразные переход-
ные формы на различных стадиях дифференциров-
ки, заполняя промежуток между малочисленными 
стволовыми клетками крови и доминирующими 
в ней зрелыми клетками [12]. Поэтому любые из-
менения количества Трег было бы преждевремен-
но рассматривать как специфичные. Они, веро-
ятно, являются лишь отражением состояния пула 
родительских стволовых кроветворных клеток и 
прелимфоцитов. При этом могут происходить из-
менения в смежных клеточных субпопуляциях, об-
ладающих другими, отличными от «регуляторных» 
свойствами, но также влияющими на конечный 
клинический результат. Примером может служить 
недостаточно изученный феномен самостоятель-
ной «толерогенной» функции здоровой печени, 
зависимый от присутствия в ней незрелых лимфо-
цитов [13]. Таким образом, роль Трег нуждается в 
уточнении, особенно в раннем посттрансплантаци-
онном периоде, существенно влияющем на резуль-
таты выживаемости трансплантатов в последую-
щий год [14].

Цель работы состояла в определении содер-
жания циркулирующих клеток лимфоидного ряда 
различной степени зрелости в группах до и после 
трансплантации трупной печени, динамики их суб-
популяций и концентрационных взаимосвязей меж-
ду ними.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемые группы состояли из 32 пациентов 

с циррозом печени из листа ожидания (20 с цирро-
зами печени вирусной природы и 12 с аутоиммун-
ными заболеваниями печени, средний возраст 48 ± 
2,5 года) и 36 реципиентов трансплантата трупной 
печени (21 с циррозами печени вирусной природы 
и 12 с аутоиммунными заболеваниями печени, 3 с 
неверифицированным циррозом печени, средний 
возраст 49,8 ± 7,5 года). Все получали индукцию 
базиликсимабом, трехкомпонентную иммуносуп-
рессивную терапию, включавшую ингибиторы 
кальциневрина (такролимус в 90%), микофенолаты 
и преднизолон. 

Забор проб венозной крови в стандартные плас-
тиковые пробирки с гепарином производили в тече-
ние 6 недель с перерывом 2 недели у пациентов из 
листа ожидания и в течение 5 недель с перерывом 
1–2 недели после трансплантации, начиная с 1-го 
дня после операции. 

Фракцию мононуклеаров выделяли из крови пу-
тем центрифугирования в градиенте плотности «фи-
кол/верографин», состав клеток в ней определяли на 
проточном цитофлуориметре «BD LSR Fortessa» ме-
тодом прямого двойного окрашивания: СD3(FITC) 
СD154(PE), СD3(FITC) СD31(PE), СD8(FITC) 
СD31(PE), СD 34(PE) СD 133(APC), СD8(FITC) 
СD28(PE Cy5), СD3(FITC) СD25(PE), СD4(FITC) 
62L(PE); CD19(PE) СD45(FITC) методом непря-
мого окрашивания: VEGF(FITC) СD45(PE); мето-
дом прямого окрашивания с пермъ юбилизатором: 
СD3(PE) TdT(FITC), используя антитела произ-
водства BD Pharmingen, Miltenayi Biotec (CD133/2), 
Dako (СD 34) и «Сорбент» (СD19).

Индекс стимуляции лимфоцитов фитогемаг-
глутинином получали общеизвестным радиомет-
рическим методом, используя меченный трити-
ем тимидин («Изотоп», РФ) и бета-спектрометр 
«Picker-Nuclear» (США) для измерений радиоак-
тивности образцов меченой клеточной ДНК.

Статистическая обработка. Значения субпопуля-
ций в %, усредненные по всему сроку исследова-
ния, сравнивали с помощью t-критерия. Количес-
твенные взаимосвязи субпопуляций исследовали 
путем построения зависимостей и анализа их ста-
тистических характеристик в программе Excel по 
критериям максимальной величины коэффициен-
тов корреляции (R ± mR) и его достоверности (p). 
Изменения во времени некоторых показателей 
(клетки CD8+CD28+ и CD8+CD28−) исследовали 
аналогичным образом.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Не обнаружено достоверных различий средних 

значений до и после трансплантации для следую-
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щих показателей: концентрация мононуклеаров 
в мл крови, индекс стимуляции в реакции бласт-
трансформации лимфоцитов, процентное содер-
жание CD19+, CD3+, CD3+CD31+, CD3+CD25+, 
CD4+CD62L+ и CD 154+ клеток. Общая концент-
рация лимфоцитов снизилась с 0,88 до 0,72 × 109/л 
(p = 0,05).

Средние показатели субпопуляций с достовер-
ными изменениями приведены на рисунке. 

Содержание большинства субпопуляций 
(CD133+, CD133+CD34+, CD34+, CD8+CD28− Трег 
и CD4+) было выше после трансплантации. Лишь 
процентное содержание CD8+CD28+, относимых 
к эффекторным/цитотоксическим клеткам [15], 
и сумма всех CD8+-клеток оказались снижены. 
Сплошная линия объединяет отдельные точки до-
стоверной степенной зависимостью (ее уравнение 
дано в поле рисунка), что указывает на одновремен-
ное максимальное увеличение малых, низкодиффе-
ренцированных фракций клеток и уменьшение в 
других фракциях по мере увеличения процентного 
представительства более зрелых форм на оси x ри-
сунка. 

Характеристики достоверных количественных 
связей между разными показателями (математичес-
кий тип аппроксимирующей кривой, сила связи R, 
ее знак и достоверность p), обнаруженных в каждом 
из двух периодов, представлены в таблице. 

Обнаруженные связи указывают на последова-
тельную количественную зависимость более зре-
лых клеток (CD4+, CD8+, СD3+СD31+) от клеток 
промежуточной зрелости (VEGF+, CD3+CD25+, 
CD8+CD28−), которые, в свою очередь, зависят от 
пулов прогениторных лимфоидных клеток (TdT+) и, 
через TdT+, от стволовых гемопоэтических клеток 
(CD133+CD34+, CD34+). Достоверные (p < 0,001) 
положительные зависимости от TdT+ или от ство-
ловых CD34+-клеток выявлены для VEGF+-клеток, 
которые количественно сопряжены с пулом ангио-
генных CD31+Т-лимфоцитов [16]. Перечисленные 
особенности данных таблицы в целом характерны 
для обоих периодов: как до, так и после трансплан-
тации печени. 

Кинетический анализ содержания эффектор-
ных / цитотоксических CD8+CD28+ и CD8+CD28− 
Трег не выявил их достоверных изменений во време-
ни на этапе ожидания. После трансплантации обе 
субпопуляции монотонно увеличивались со време-
нем (t): CD8+CD28+ = 0,022Ln (t) + 0,04, R = 0,28 ± 
0,089, p = 0,002; CD8+CD28− Трег = 0,003·e0,055t, R = 
0,39 ± 0,085, p < 0,001.

ОБСУЖДЕНИЕ
Наиболее существенные изменения после транс-

плантации включали выраженную лимфоцитопе-

нию, сокращение цитотоксических CD8+CD28+-
клеток на фоне роста суммарного пула стволовых 
гемопоэтических предшественников, TdT+-пре-
лимфоцитов, VEGF+-клеток и CD8+CD28− Трег в 
крови. Практическая значимость увеличения сред-
него % CD8+CD28− Трег-супрессоров представля-
ется спорной, потому что постепенный подъем их 
содержания после трансплантации совпадал с па-
раллельным подъемом CD8+CD28+-лимфоцитов. 
«Функциональная специфичность» увеличения ма-
лой субпопуляции CD8+CD28− Трег на рисунке сом-
нительна еще и потому, что увеличение происходило 
на фоне явного компенсаторного сдвига лимфоцито-
поэза, то есть дедифференцировки всего пула клеток 
с относительным преобладанием юных форм. Об 
этом свидетельствует одновременное увеличение 
трех фракций стволовых гемопоэтических клеток 
(CD133+CD34−, CD133+CD34+, CD34+ CD133−), 
прелимфоцитов, VEGF+-клеток, ассоциированных 

Рис. Изменения усредненного содержания субпопуля-
ций в мононуклеарных клетках крови до и в течение 
первого месяца после трансплантации печени. ДП-
двойная позитивность: CD34+CD133+. Пунктирная 
линия рисунка ориентирует на отсутствие изменений 
в случае равенства средних показателей до и после 
трансплантации. Точки выше и ниже этой линии – ре-
альные средние показатели после трансплантации, от-
личающиеся от исходных (в период ожидания) средних 
значений, отложенных по горизонтали, с p ≤ 0,05 (*), 
≤ 0,01 (**) и ≤0,001 (***). Сплошная линия, соединя-
ющая реальные точки и ее уравнение в поле рисунка 
характеризует достоверную (p = 0,02) кооперативную 
взаимосвязанность поведения всех субпопуляций пос-
ле трансплантации
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с ангиогенными CD31+-лимфоцитами, секретиру-
ющими не только ангиопоэтин (Ang-1), васкуляр-
но-эндотелиальный кадгерин (VE-cad), но и пече-
ночный ростовой фактор (HGF) [16]. Тесная связь 
между экспрессией маркеров стволовых ангиоген-
ных клеток (CD 133), маркеров некоторых Трег и ре-
цепторов к VEGF отмечалась в других работах [17]. 
Ранее авторы регистрировали прямую количествен-
ную зависимость CD31+ Т-лимфоцитов от содер-
жания CD133+CD34− и CD34+CD133+ стволовых 
клеток в крови после трансплантации печени [18]. 
Иммуносупрессивная терапия не преследовала цель 
увеличения доли Трег, а была направлена на блоки-
рование активности клеточного цикла лимфоцитов. 
Данная цель достигнута в виде лимфоцитопении и 
снижения среднего % эффекторных CD8+CD28+-
клеток. Поэтому допустимо рассматривать увели-
чение CD8+CD28− Трег как не более чем реактивное 
следствие «омоложения» всего дифференцировоч-
ного процесса. 

Избыток эффекторных/цитотоксических клеток 
(17,9 ± 0,91%) до, а не после трансплантации наряду 
с дефицитом TdT+-прелимфоцитов (2,19 ± 0,24%) 
можно объяснить недостатком «толерогенной» 
функ ции органа в стадии цирроза [13]. Ее восста-
новление после трансплантации, возможно, связано 
с увеличением циркулирующих стволовых клеток, 
прелимфоцитов и ангиогенных клеток. Об универ-
сальной способности юных клеток костномозгового 
происхождения поддерживать жизнедеятельность 
других тканей свидетельствует множество при-
меров усиления регенерации различных органов, 
включая печень, после инъекции стволовых гемопо-
этических клеток в организм или после стимуляции 
кроветворения [19–23]. Даже если эти примитивные 
клетки не трансдифференцируются, как предпола-
гают некоторые авторы [24], а только сливаются с 

целевыми клетками-мишенями или, распадаясь, вы-
деляют цитокины и питательные вещества [25, 26], 
они поддерживают регенерацию окружающих тка-
ней, и в частности печени, паракринным путем [27–
29]. Регенерация печени особенно актуальна даже 
у взрослых именно в первую неделю после реконс-
трукции кровоснабжения [30]. Увеличение ранних 
кроветворных клеток в результате трансплантации 
в нашем случае надежно зарегистрировано, а сле-
довательно, существует возможность реализации 
присущих им морфогенных функций. В этой связи 
необходимо отметить, что до 50% внутрипеченоч-
ных лимфоцитов представлены Т-клетками проме-
жуточной зрелости и их уменьшение связывают с 
увеличением риска возникновения аутоиммунных 
расстройств [13]. Поэтому увеличение TdT+-пре-
лимфоцитов после трансплантации печени (рис.) 
можно отнести тоже к благоприятным для транс-
плантата последствиям сдвига дифференцировки в 
лимфоидном звене кроветворения в сторону юных 
форм.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Авторы не получили данных в пользу приори-

тетной роли Трег в раннем посттрансплантационном 
периоде, т. к. их изменения оказались всего лишь 
частью совокупных перераспределений циркули-
рующих клеток с различной степенью зрелости 
и функ циональной направленностью. Иммуно-
депрессивная терапия может вызывать изменения 
всего дифференцировочного процесса в лимфоци-
топоэзе, включая его этапы, выходящие за пределы 
иммунных реакций. Вмешательство в дифференци-
ровку лимфоцитов крови на любом ее уровне может 
приводить к изменению клеточных механизмов, 
поддерживающих регенерацию и ангиогенез. 

Таблица
Количественные связи между различными субпопуляциями 

мононуклеарных клеток крови
До трансплантации После трансплантации

Маркер
СD

Связан
зависимостью

С марке-
ром СD

Величина
связи R p Маркер

СD
Связан зави-
симостью

С марке-
ром СD

Величина
связи R p

TdT+ Логарифмической (+) 133+, 
34+ 0,28 0,05 TdT+ Степенной (+) 34+ 0,25 0,02

3+, 25+ Логарифмической (+) TdT+ 0,35 0,007 3+, 25+ Линейной (+) TdT+ 0,29 0,007
Связь недостоверна 4+, 62L+ Степенной (+) TdT+ 0,25 0,003

4+ Логарифмической (+) 3+, 25+ 0,39 <0,001 4+, 62L+ Степенной (+) 3+, 25+ 0,27 0,012
8+, 28− Линейной (+) 3+, 25+ 0,36 <0,001 8+, 28− Линейной (+) 3+, 25+ 0,34 <0,001

8+ Линейной (−) TdT+ 0,26 <0,001 8+ Линейной (−) TdT+ 0,22 0,003
8+ Линейной (+) 3+, 25+ 0,36 <0,001 8+ Линейной (+) 3+, 25+ 0,23 0,007

Связь недостоверна 8+ Линейнаой (+) 8+, 28− 0,7 <0,001
VEGF+ Линейной (+) 34+лимф 0,43 <0,001 VEGF+ Лииейной (+) TdT+ 0,46 <0,001
3+31+ Степенной (+) VEGF+ 0,32 0,001 Степенной (+) VEGF+ 0,26 0,016
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