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Резюме.  Инфекционные агенты тесно взаимодействовали с иммунной системой человека, приобретая набор 

очень сложных механизмов для модуляции иммунитета. Одна из стратегий выживания вирусов, бактерий, 

простейших, гельминтов и грибов — воздействие на регуляторную сеть Т-клеток (Treg: CD4+CD25hiCD127–), 

которые контролируют иммунопатогенные реакции при многих инфекциях. Не только патогены, но и ком-

менсалы способны напрямую индуцировать превращение наивных Т-клеток в супрессивные Foxp3-

экспрессирующие Treg, в то время как другие активируют ранее существовавшие естественные Treg, в обоих 

случаях подавляя специфические для патогенов эффекторные реакции. Тем не менее Treg также могут спо-

собствовать укреплению иммунитета в определенных условиях, например на начальных стадиях инфекции, 

когда эффекторные клетки должны получить доступ к месту инфекции, и впоследствии при обеспечении 

генерации эффекторной памяти. Примечательно, что в настоящее время имеется мало информации о том, 

являются ли инфекции селективным приводом к патоген-специфическим Treg, и если да, то являются ли 

эти клетки также реактивными к аутоантигенам. Дальнейший анализ специфичности, наряду с более четкой 

картиной относительной динамики подмножеств Treg в течение заболевания, должен привести к рациональ-

ным стратегиям иммунного вмешательства для оптимизации иммунитета и ликвидации инфекционного 

процесса. Таким образом, восстановление функции Treg значимо при лечения инфекционных, аутоиммун-

ных и других заболеваний и может служить маркером успешного лечения данных патологий. В статье прове-

дена оценка влияния экзометаболитов бактерий рода Bacillus из многолетних мерзлых пород, полученных при 

разных температурных режимах их культивирования, на активность дифференцировки Тreg и эффекторных 

Т-лимфоцитов. Установлены значимые различия: вторичные экзометаболиты микроорганизмов оказыва-

ют влияние на дифференцировку Treg (CD4+CD25hiCD127–) и экспрессию активационных маркеров (CD69, 

CD25, HLA-DR) на CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитах. Данное воздействие регулируется видом метаболитов, полу-

ченных при различных температурах — «холодовые» (полученные при 5°C инкубации бактерий), «средне-

температурные» (при 22°C) и «тепловые» (при 37°C) метаболиты. При этом повышение уровня Treg ассоции-
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руется при влиянии «холодовых» вторичных экзометаболитов со снижением активности дифференцировки 

CD4+ Т-лимфоцитов, «тепловых» вторичных экзометаболитов — со снижением активности дифференциров-

ки CD8+ Т-лимфоцитов, а «среднетемпературные» метаболиты оказывают примерно равнозначное влияние 

на активность дифференцировки CD4+ и CD8+ T-лимфоцитов.

Ключевые слова: факторы регуляции дифференцировки лимфоцитов, микроорганизмы многолетнемерзлых пород, вторичные 

экзометаболиты бактерий рода Bacillus, CD4+CD25hiCD127– Тreg, CD69, CD25, HLA-DR Т-лимфоциты, температура.
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Abstract. Infectious agents have closely interacted with the human immune system, acquiring a set of highly sophisticated 

mechanisms for modulating immunity. One of the survival strategies for viruses, bacteria, protozoa, helminths and 

fungi is to target the regulatory T cell network (Treg: CD4+CD25hiCD127–) that controls immunopathogenic responses 

in many infections. Not only pathogens but also commensals are able to directly induce the conversion of naive T cells into 

suppressive Foxp3-expressing Tregs, while others activate pre-existing natural Tregs, in both cases suppressing pathogen-

specific effector responses. However, Tregs can also contribute to immunity under certain conditions, such as at the initial 

stages of infection when effector cells must gain access to the site of infection, and subsequently in ensuring the generation 

of effector memory cells. It is noteworthy that currently little information on whether infections selectively drive pathogen-

specific Tregs, and if so, whether such cells are also reactive to autoantigens are available. Further analysis of Treg subset 

specificity, along with a clearer picture of relative dynamics during the disease, should lead to rational strategies of immune 

intervention to optimize immunity and eliminate the infectious process. Thus, restoration of Treg function is important 

in the treatment of infectious, autoimmune and other diseases and can serve as a marker of their successful treatment. 

The article assesses the effect of exometabolites of derived from permafrost Bacillus bacteria obtained at different 

temperature conditions of their cultivation on the activity of Treg and effector T lymphocyte differentiation. Significant 

differences were established: secondary microbial exometabolites affect Treg (CD4+CD25hiCD127–) differentiation and 

expression of activation markers (CD69, CD25, HLA-DR) on CD4+ and CD8+ T lymphocytes. This effect is regulated by 

the type of metabolites obtained at different temperatures — “cold” (obtained at 5°C of bacterial incubation), “medium-

temperature” (at 22°C) and “heat” (at 37°C) metabolites. In this case, an increase in the Treg level is associated with 

lower differentiation activity of CD4+ T-lymphocytes exposed to “cold” secondary exometabolites, a decrease in the 

differentiation activity of CD8+ T-lymphocytes treated with “warm” secondary exometabolites, and a roughly equivalent 

effect on the differentiation activity of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes acted upon by “medium-temperature” secondary 

exometabolites.

Key words: factors regulating lymphocyte differentiation, permafrost microorganisms, secondary exometabolites of Bacillus bacteria, 

CD4+CD25hiCD127– Treg, CD69, CD25, HLA-DR T-lymphocytes, temperature.

Введение

Регуляторные Т-клетки имеют фенотип 

CD3+CD4+CD25hiCD127–. Они способны блоки-

ровать или подавлять иммунную реактивность 

in vivo и in vitro. Различают естественные (nTreg), 

которые дифференцируются непосредственно 

в тимусе, и индуцибельные (iTreg) подгруппы 

Treg. Последние формируются в периферичес-

ких лимфоидных органах из Т-клеток под влия-

нием различных факторов, в том числе при 

контакте с дендритными клетками, макрофа-

гами, цитокинами IL-10 и TGF-β и др. Процесс 

антигенной активации эффекторных CD4+ 

и CD8+ T-лимфоцитов проявляется последова-

тельной экспрессией на мембране клеток акти-

вационных маркеров (CD69, CD25 и HLA-DR). 

Уровень CD69 повышается через 3–12 часов 

после активации лимфоцитов, CD25 — в тече-

ние 24 часов после стимуляции TCR, а HLA-DR 

экспрессируется на мембране клеток примерно 

через 48 часов после активации [8, 19, 21].

Критически важными становятся задачи по-

иска соединений, избирательно воздействую-

щих на мишень, и разработки подходящего 

метода их применения при тех или иных за-

болеваниях [1]. Известны микробные имму-

номодуляторы, которые широко применяются 

в клинике и содержат рибосомально-протео-

гликановые комплексы и лизаты из наиболее 

распространенных возбудителей инфекций 

ЛОР-органов и дыхательных путей. Показано, 

что введение мышам дикого типа синтетиче-

ского бактериального липопротеина Pam3Cys 

SK4 — лиганда TLR2 — приводило к значи-

тельному увеличению числа CD4+CD25+ Treg 

клеток [20]. Под влиянием V-антигена Yersinia 

enterocolitica активировался TLR2 и усилива-
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лась продукция IL-10, что приводило к имму-

носупрессии [18]. LPS грамотрицательных бак-

терий через мишени CD4+CD25+ Treg клеток 

реализуют  механизм иммуносупрессии — вза-

имодействие LPS с TLR4 приводит к резкому 

увеличению иммуносупрессивной способно-

сти антиген-неспеци фических Treg клеток [7]. 

Синтетический бактериальный липопротеин 

Pam3Cys SK4 через мишени CD4+CD25+ Treg 

клеток также обладает осуществляет иммуно-

супрессивное воздействие — взаимодействие 

Pam3Cys SK4 с TLR2 приводит к увеличению 

числа CD4+CD25+ Treg клеток [20].

В последнее время активно проводятся ис-

следования комменсального микробиома че-

ловека, в первую очередь в желудочно-кишеч-

ном тракте. Комменсальная кишечная микро-

биота интенсивно взаимодействует с иммун-

ной системой, индуцируя выработку IL-10 

Т-клетками и подавляя продукцию IL-17, и, как 

будет показано далее, способствует дифферен-

циации регуляторных Т-клеток через TLR2 [12]. 

Комменсалы участвуют в регуляции активно-

сти Treg, отчасти и потому, что они образуют 

биологический континуум (многие коммен-

салы являются оппортунистическими патоге-

нами), а также из-за общих сигнальных путей 

и специфических рецепторов, которые участву-

ют в их распознавании (табл. 1).

В этом плане перспективными для разработ-

ки микробных иммуномодулирующих соеди-

нений, избирательно воздействующих на диф-

ференциацию регуляторных Т-клеток, и под-

ходящего метода их применения при тех или 

иных заболеваниях являются микроорганизмы 

многолетнемерзлых пород (МО ММП). Ранее 

нами было установлено, что их метаболиты ока-

зывают влияние на дифференцировку моно-

цитов периферической крови человека in vitro, 

а также продукцию мононуклеарными клет-

ками периферической крови человека TNFα, 

IL-1β и IL-10 [2, 3, 9, 10, 11]. При этом, в отличии 

от комменсала (штамма IP5832 Bacillus cereus), 

индукция секреции IL-10 мононуклеарными 

клетками превышала в 15–20 раз при воздей-

ствии экзометаболитов МО ММП. Определение 

соотношения TNFα/IL-10 и IL-1b/IL-10 показа-

ло способность данных экзометаболитов, по-

лученных при 42°С, сдвигать баланс в сторону 

синтеза противовоспалительных цитокинов.

Цель настоящей работы — оценить влияние 

экзометаболитов МО ММП, полученных при 

разных температурных режимах их инкубации, 

на активность дифференцировки Тreg и эффек-

торных Т-лимфоцитов.

Материалы и методы

В исследовании использованы 2 штамма 

МО ММП: 875 TS Bacillus megaterium и 9-08-

CH9 Bacillus sp., зарегистрированные в ВКПМ 

(регистрационные номера 12242 и 12401 со-

ответственно). МО ММП культивировали 

на ГРМ-агаре. Смыв микроорганизмов в дозе 

107 микробных клеток в 1 мл физиологического 

раствора инкубировали 72 ч при 5°C («холод-

ная» температура), 22°C («средняя» температу-

ра) и 37°C («теплая» температура). Микробную 

взвесь пропускали через мембранные фильтры 

(0,22 мкм; Millipore) и получали 3 вида метабо-

литов (МБ) — «холодовые» (МБ-Х), «среднетем-

пературные» (МБ-С) и «тепловые» (МБ-Т).

Мононуклеарные клетки (МНК) че-

ловека выделяли из гепаринизированной 

периферичес кой крови группы 0(Rh+) на гра-

диенте плотности DIACOLL-1077. Кровь по-

лучали от трех доноров (мужчины 25–30 лет), 

давших информированное добровольное со-

гласие на взятие крови и проведение данного 

исследования. Культивирование МНК прово-

Таблица 1. Влияние комменсальной микробиоты на Treg-клетки

Table 1. Effect of commensal microbiota on Treg cells

Комменсальная микробиота

Commensal microbiota
Цитата

Quote
Ссылка

Reference

Bacteroides fragilis (Gram–)
Стимулирует продукцию Treg через связывание полисахарида с TLR2

Drives Treg expansion, through PSA binding to TLR2
[16, 17]

Bifidobacterium infantis (Gram+)

Индуцируют Treg, которые опосредованно подавляют воспаление 
после заражения слизистой S. typhimurium

Induction of Tregs, bystander suppression of inflammation following 
mucosal S. typhimurium infection

[15]

Clostridium species (Gram+)

Опосредует индукцию Treg посредством TGF-β, защищает 
от колита DSS

Mediates Treg induction through TGF-β, protects against DSS colitis
[6]

Helicobacter hepaticus (Gram–)

Tr1-подобные клетки, продуцирующие IL-10, блокируют воспаление 
кишечника

Tr1-like IL-10-producing cells block gut inflammation
[13]

Streptococcus pneumoniae (Gram+)
CD8+CD28+ подавляющие Treg, продуцирующие IL-10 и TGF-β
CD8+CD28+ suppressive Tregs producing IL-10 and TGF-β [12]
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дили в полной культуральной среде RPMI-1640 

в присутствии 5% СО2 при 37°C в триплетах в те-

чение 1, 3 и 7 сут. В контрольных пробах к куль-

туре МНК добавляли полную культуральную 

среду. С учетом исходной пробы МНК получи-

лось 4 контрольные группы (по 9 проб в группе). 

В опытных группах добавляли соответственно 

МБ-Х, МБ-С и МБ-Т соответствующего штам-

ма МО. С учетом 2 штаммов МО, 2 типов МБ и 2 

временных интервалов культивирования МНК 

получилось 18 опытных групп (по 6 проб в каж-

дой группе). Содержание (%) регуляторных 

(Treg, CD3+ CD4+CD25hiCD127–), хелперных 

(CD45+CD3+CD4+CD8–) и цитотоксических 

(CD45+CD3+CD4–CD8+) Т-лимфоцитов с мар-

керами ранней (CD69), средней (CD25) и позд-

ней (HLA-DR) активации определяли методом 

проточной цитометрии на цитофлюориметре 

CytoFLEX (Beckman Coulter, США) в гейте лим-

фоцитов. Для идентификации лимфоцитов ис-

пользовали моноклональные антитела Beckman 

Coulter согласно инструкциям производителя. 

Результаты обрабатывали в программе Kaluza 

Analysis (Beckman Coulter, США). В каждом об-

разце анализировали не менее 5 × 105 клеток.

Анализ характера распределения иссле-

дуемых показателей соответствовал нор-

мальному, поэтому достоверность различий 

Рисунок 1. Влияние МБ-Х на активность дифференцировки Т-лимфоцитов (в % отличия 

от контрольного уровня)

Figure 1. Effect of MB-X on the activity of T-lymphocyte differentiation (in % of difference from the control level)
Примечание. Достоверность отличия показателей в опытной группе от контроля: * — p > 0,05; ** — p > 0,01.
Note. Reliability of the difference in indicators in the experimental group from the control: * — p > 0.05; ** — p > 0.01.

Таблица 2. Активность дифференцировки Т-лимфоцитов в контрольной группе, %

Table 2. T-lymphocyte differentiation activity in the control group, %

Маркеры активации

Activation markers
1 сутки

1 day
3 сутки

3 day
7 сутки

7 day
CD45+CD3+CD4+CD8–CD69+ 5,4±0,4 1,9±0,2 0,22±0,03
CD45+CD3+CD4+CD8–CD25+ 2,1±0,2 3,0±0,27 0,5±0,04
CD45+CD3+CD4+CD8–HLA-DR+ 0 0,7±0,05 3,8±0,3
CD45+CD3+CD4–CD8+CD69+ 6,2±0,54 1,9±0,17 0,38±0,03
CD45+CD3+CD4–CD8+CD25+ 1,9±0,13 5,5±0,48 0,8±0,07
CD45+CD3+CD4–CD8+HLA-DR+ 0 1,3±0,11 4,1±0,35
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между группами оценивали по t-критерию 

Стьюдента в программе SPSS Statistics 21 (IBM). 

Критический уровень значимости при провер-

ке статистических гипотез принимали равным 

0.05. Для удобства анализа результаты иссле-

дования отражены на рисунках в процентах 

от контрольного уровня.

Результаты

В контрольных пробах (табл. 2) в дина-

мике культивирования МНК у CD4 и CD8 

Т-лимфоцитов происходит смена экспрессии 

активационных маркеров с CD69 в первые сут-

ки на CD25 на третьи сутки и на HLA-DR с мак-

симумом на седьмые сутки, что согласуется 

с данными других авторов [19, 21].

МБ-Х разных штаммов МО (рис. 1) ока-

зали разное влияние на активность диффе-

ренцировки Т-лимфоцитов по сравнению 

с контролем. МБ-Х штамма 9-08-CH9 стиму-

лировали экспрессию маркеров средней ак-

тивации (CD4+CD25+ и CD8+CD25+); штам-

ма 875 TS — экспрессию маркеров поздней 

активации (CD45+CD3+CD4+CD8–HLA-DR+ 

и CD45+CD3+CD4–CD8+HLA-DR+). Причем 

стимулирующее влияние МБ-Х на активность 

дифференцировки CD8 Т-лимфоцитов оказа-

лось в 2–3 раза выше, чем CD4 Т-лимфоцитов.

МБ-С разных штаммов МО (рис. 2) при-

мерно в равной степени индуцируют актив-

ность дифференцировки CD45+CD3+CD4+CD8– 

и CD45+CD3+CD4–CD8+ Т-лимфоцитов.

Под влиянием МБ-С штамма 875 TS повы-

сили уровень экспрессии маркеров поздней 

активации (CD4+HLA-DR+), а под влиянием 

МБ-С штамма 9-08-CH9 значимо возросла экс-

прессия маркеров средней и поздней активации 

(CD8+CD25+ и CD8+HLA-DR+).

МБ-Т (рис. 3) штаммов 9-08-CH9 и 875 TS 

у обоих субпопуляций Т-лимфоцитов достовер-

но стимулировали экспрессию маркеров ран-

ней, средней и поздней активации.

Уровень Treg (CD4+CD25hiCD127–) в кон-

трольной группе (табл. 3) был относительно 

стабилен на протяжении всего срока (7 суток) 

культивирования МНК.

МБ всех видов в той или иной степени сти-

мулируют дифференцировку Treg на 1–3 сутки 

культивирования клеток. Так, МБ-Х и МБ-С 

стимулировали экспрессию CD4+CD25hiCD127– 

на 20–60%, а МБ-Т — на 40–250% относительно 

контрольного уровня. Выделяется штамм 9-08-

CH9, МБ-Т которого в 2–3 раза активнее других 

штаммов и видов МБ стимулировали диффе-

ренцировку Treg.

Рисунок 2. Влияние МБ-С на активность дифференцировки Т-лимфоцитов (в % отличия 

от контрольного уровня)

Figure 2. The effect of MB-S on the activity of T-lymphocyte differentiation (in % of difference from the control level)
Примечание. Достоверность отличия показателей в опытной группе от контроля: * — p > 0,05; ** — p > 0,01.
Note. Reliability of the difference in indicators in the experimental group from the control: * — p > 0.05; ** — p > 0.01.
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Обсуждение

Воздействие на Treg широкого спектра ин-

фекционных организмов неизбежно высветит 

индивидуальные особенности каждой системы 

с уникальными нишами, динамикой и моле-

кулярными взаимодействиями. Тем не менее 

очевидно, что Treg участвуют в исходе почти 

каждого изучаемого инфекционного эпизо-

да, не обязательно играя центральную роль, 

но неизменно изменяя масштаб и режим им-

мунитета. Более того, у многих биологических 

объектов — от вирусов до червей — их вмеша-

тельство имеет решающее значение. В течение 

длительного эволюционного времени бактерии 

рода Bacillus из обводненных дисперсных пород, 

перешедших в мерзлое состояние, выработали 

эффективные и часто изощренные средства 

выживания в жесткой среде обитания за дли-

тельный период времени. Среди многих стра-

тегий, используемых бактериями рода Bacillus, 

использование регуляторного компартмента 

Т-клеток несомненно является одной из наибо-

лее эффективных.

Тем не менее в перипетиях эволюции ко-

адаптации хозяина и экзометаболитов бакте-

рий рода Bacillus развились некоторые удиви-

тельные взаимодействия. Ключевое событие 

в развитии адаптивного иммунного ответа — 

этапная активация как Т-хелперов/индукторов 

(CD45+CD3+CD4+CD8–), так и Т-супрессорно-

цитотоксических (CD45+CD3+CD4–CD8+) кле-

ток от экспрессии на их клеточной мембране 

от CD69 в первые сутки к CD25 на третьи сут-

ки и HLA-DR на седьмые сутки с сохранением 

Таблица 3. Влияние вида МБ на активность 

дифференцировки Тreg, %

Table 3. Effect of MB type on Treg differentiation activity, %

Штаммы

Strains
1 сутки

1 day
3 сутки

3 day
7 сутки

7 day
Контроль

Control
6,9±0,58 5,4±0,36 6,1±0,47

МБ-Х | MB-Х
875 TS 9,4±0,83** 7,7±0,68** 5,3±0,44
9-08-CH9 5,3±0,38** 12±0,78** 5,5±0,37
МБ-С | MB-S
875 TS 5,2±0,76* 7,3±0,65** 6,2±0,58
9-08-CH9 9,9±0,75** 6,2±0,48 6,5±0,56
МБ-Т | MB-T
875 TS 11,8±0,97** 13,3±1,17** 7,5±0,73
9-08-CH9 24,5±1,75** 15,9±1,27** 9,4±0,74**

Примечание. * — достоверность отличия c контролем (* — p > 0,05; 
** — p > 0,01).
Note. * — significance of difference with control (* — p > 0.05; ** — p > 0.01).

Рисунок 3. Влияние МБ-Т на активность дифференцировки Т-лимфоцитов (в % отличия 

от контрольного уровня)

Figure 3. The effect of MB-T on the activity of T-lymphocyte differentiation (in % of difference from the control level)
Примечание. Достоверность отличия показателей в опытной группе от контроля: * — p > 0,05; ** — p > 0,01.
Note. Reliability of the difference in indicators in the experimental group from the control: * — p > 0.05; ** — p > 0.01.
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иммунорегуляторного индекса (ИРИ) в пре-

делах 0,54–0,92. Увеличение числа HLA-DR-

позитивных лимфоцитов может свидетель-

ствовать не только о цитокин-опосредованном 

запуске процессов дифференцировки и созре-

вания клеток, но также об участии HLA-DR-

позитивных лимфоцитов в подавлении гипер-

активации иммунной системы [4, 5].

В работе показано, что МБ МО ММП могут 

оказывать непосредственное влияние на актив-

ность дифференцировки регуляторных и эффек-

торных Т-лимфоцитов. Причем данным эффек-

том можно управлять, изменяя температурные 

режимы получения МБ. Под влия нием «холодо-

вых» МБ увеличение численности Treg в большей 

степени ассоциируется со снижением активности 

дифференцировки эффекторных Т-лимфоцитов 

в субпопуляцию CD45+CD3+CD4+CD8– клеток 

(в 2–3 раза по сравнению с уровнем активности 

CD45+CD3+CD4–CD8+ клеток). Под влиянием 

«тепловых» МБ супрессивная активность Treg 

в большей степени ассоциируется со снижением 

активности дифференцировки CD45+CD3+CD4–

CD8+ клеток (в 3–4 раза по сравнению с уров-

нем активности CD45+CD3+CD4+CD8– клеток). 

Под влиянием МБ-С Treg оказывали примерно 

равнозначное влияние на дифференцировку 

хелперно-индукторных и супрессорно-цитоток-

сических Т-лимфоцитов. Полученные данные 

в значительной степени объясняют механизм 

выявленных нами ранее иммуномодулирующих 

свойств МО ММП [2, 9, 10, 11].
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