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Резюме. При in vitro моделировании инфекционных процессов липополисахарид (ЛПС) применяется как ак-

тиватор и индуктор апоптоза иммунокомпетентных клеток. На данный момент неясно, является ли ЛПС пря-

мым индуктором апоптоза в Т-клетках человека. Субпопуляции эффекторных и наивных CD4+ Т-хелперов 

и СD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов периферической крови человека были изолированы и культивирова-

лись раздельно в присутствии ЛПС. Показано, что ЛПС не является индуктором апоптоза в изученных суб-

популяциях Т-клеток.
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Abstract. Lipopolysaccharide (LPS) is used as activator and inductor of immune cells apoptosis in case of infectious pro-

cesses modeling. It is not clear if LPS is direct inductor of apoptosis in human T-cells. The subpopulations of effector and 

naive CD4+ T-helper and CD8+ cytotoxic T lymphocytes of human peripheric blood were isolated and cultivated in pre-

sence of LPS. It has been shown that LPS was inductor of apoptosis in studying T-cells populations.
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Введение

При моделировании инфекционных про-

цессов важную роль отводят исследованию 

характера программируемой гибели клеток 

(ПГК) в различных популяциях лимфоцитов. 

Одним из ее вариантов является апоптоз. Им-

муносупрессия вследствие апоптоза лимфоци-

тов — важный фактор патогенеза эндотоксемии 

и сепсиса при заболеваниях инфекционного 
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генеза [19]. В качестве активатора иммуноком-

петентных клеток и потенциального индуктора 

апоптоза в модельных in vitro системах часто ис-

пользуется липополисахарид (ЛПС).

ЛПС — термостабильный компонент кле-

точной стенки грамотрицательных микроорга-

низмов. Он состоит из гидрофобного липида А, 

специфичной О-полисахаридной цепи и корово-

го олигосахарида [23, 25]. Многие эффекты, ока-

зываемые грамотрицательными микроорганиз-

мами, связаны с действием ЛПС [20]. Ему также 

отводят роль в патогенезе различных воспали-

тельных заболеваний, таких как астма и хрони-

ческий обструктивный бронхит [13].

В качестве рецептора ЛПС идентифициро-

ван Toll-подобный рецептор-4 (TLR-4) [2]. ЛПС 

эффективно связывается со своим рецептором 

при участии белков CD14 и MD-2 [1, 21]. Взаи-

модействие ЛПС с рецептором приводит к ак-

тивации факторов транскрипции NF-κB и AP-1, 

повышению экспрессии провоспалительных 

цитокинов и костимулирующих молекул [10, 

15]. Продукция провоспалительных цитокинов 

индуцирует оксидативный стресс и повышает 

восприимчивость клеток к апоптозу [14].

ЛПС особенно активно взаимодействует 

с клетками неспецифического звена иммунной 

системы (моноциты, фагоциты и дендритные 

клетки) [16]. В настоящее время отсутствуют 

данные, демонстрирующие прямое апоптоз-

индуцирующее действие ЛПС на популяцию 

Т-клеток [18]. Применение ЛПС в некото-

рых in vivo животных моделях свидетельству-

ет об активации апоптоза Т-лимфоцитов [17]. 

In vitro продемонстрировано повышение уровня 

апоптоза CD4+ и CD8+ Т-клеток при добавлении 

ЛПС в культуру мононуклеарных клеток пери-

ферической крови [14].

Целью данной работы явилась оценка про-

апоптотической активности ЛПС в изолиро-

ванных субпопуляциях Т-лимфоцитов человека 

in vitro.

Материалы и методы

Выделение субпопуляций Т-лимфоцитов. Мате-

риалом для исследования явились образцы 

периферической крови здоровых волонтеров 

в количестве 20 мл. Все волонтеры дали ин-

формированное согласие на участие в иссле-

довании. Фракцию мононуклеарных клеток 

периферической крови выделяли в градиенте 

плотности Гистопак (ρ = 1,077 г/см3, «Sigma», 

США). Выделение субпопуляций наивных CD4+ 

Т-лимфоцитов (наивные Tх, CD4+CD45RO–), 

эффекторных CD4+ Т-лимфоцитов (эффектор-

ные Tх, CD4+CD45RO+), наивных CD8+ цито-

токсических Т-лимфоцитов (наивные ЦТЛ, 

Рисунок. Принцип гейтирования субпопуляций Т-лимфоцитов для определения уровня апоптоза 

с помощью проточной цитофлуориметрии

Примечания. А — гейт лимфоцитов в поздней стадии апоптоза; В — гейт живых лимфоцитов и лимфоцитов 
в ранней стадии апоптоза. А1, В1 — AV–7AAD– живые клетки; А2, В2 — AV+7AAD– клетки в ранней стадии апоптоза; 
А3, В3 — AV+7AAD+ клетки в поздней стадии апоптоза для гейтов А и В соответственно.
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CD8+CD45RO–) и эффекторных CD8+ цитоток-

сических Т-лимфоцитов (эффекторные ЦТЛ, 

CD8+CD45RO+) проводили методом магнитной 

иммуносепарации с помощью коммерческих 

наборов серии «EasySep» («Stemcell Technologies», 

Великобритания) согласно рекомендациям 

производителя. Чистоту выделения субпопу-

ляций Т-клеток контролировали при помощи 

проточной цитофлуориметрии с использова-

нием панели антител: CD3-PE, CD45RO-PE/

Cy7, CD45RA-PerCp/Cy5.5, CD8-APC/eFluor780 

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

По результатам контроля чистота выделения 

субпопуляций CD4+ и CD8+ Т-клеток составила 

95–99%.

Культивирование Т-лимфоцитов. Выделенные 

субпопуляции Т-лимфоцитов культивировали 

раздельно в концентрации 1 × 106 кл/мл в среде 

RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) с добавлением 

10% эмбриональной телячьей сыворотки («PAA 

Laboratories», Австрия) и 2 мМ L-глутамина 

(«ПанЭко», Россия) при 37°С и 5% СО2. Акти-

вацию субпопуляций наивных и эффекторных 

Тх и ЦТЛ проводили с помощью липополисаха-

рида E. сoli 0111:В4 («Sigma», США) высокой сте-

пени очистки в концентрации 10 мкг/мл в те-

чение 20 ч. Концентрацию активатора и время 

экспозиции подбирали эмпирически исходя 

из скорости развития апоптотических процес-

сов в культуре изолированных субпопуляций 

Т-лимфоцитов. Клетки, не подвергавшиеся ак-

тивации ЛПС, культивировали в аналогичных 

условиях и использовали в качестве контроля.

Проточная цитофлуориметрия. Уровень апо-

птоза в субпопуляциях Т-лимфоцитов опреде-

ляли на проточном цитофлуориметре BD FACS 

Canto II («Becton, Dickinson and Company», 

США). Для оценки уровня апоптоза применяли 

двойное окрашивание аннексином V-РЕ (AV) 

и 7-аминоактиномицином-D (7AAD) с исполь-

зованием коммерческого набора «PE Annexin V 

Apoptosis Detection Kit» («BD Biosciences», США). 

На основании анализа прямого (FSC) и боко-

вого (SSC) светорассеяния выделяли общий 

гейт живых лимфоцитов и лимфоцитов в ран-

ней стадии апоптоза, а также гейт лимфоци-

тов в поздней стадии апоптоза. В дальнейшем 

гейты анализировали раздельно. На основании 

двойной окраски по АV и 7AAD выделяли жи-

вые лимфоциты (AV–7AAD–), лимфоциты в ран-

ней (AV+7AAD–) и поздней (AV+7AAD+) стадиях 

апоптоза (рис.).

Уровень апоптоза определяли по процентам 

AV+7AAD– и AV+7AAD+ клеток в каждой из суб-

популяций Т-лимфоцитов. Все культуры иссле-

довали в трех вариантах: свежеизолированные 

клетки, лимфоциты, культивируемые без добав-

ления активатора, и клетки, культивируемые 

с ЛПС. Сбор данных, оценку и статистичес кий 

анализ проводили с помощью программы «BD 

FACS Diva 6.1.3» («BD Biosciences», США) и ал-

горитма анализа, написанного на языке R в обо-

лочке «RStudio 0.98.507» («RStudio», США). Раз-

личия в уровнях раннего и позднего апоптоза 

между исследуемыми образцами рассчитывали 

с применением критерия Фридмана и критерия 

Уилкоксона. Различия считали статистически 

значимыми при значении р < 0,017, рассчитан-

ном с применением поправки Бонферрони.

Результаты

Спонтанная активация апоптоза 

изолированных субпопуляций Т-лимфоцитов 

при культивировании

Обнаружено, что культивирование сопро-

вождалось индукцией спонтанного апоптоза 

во всех изолированных субпопуляциях Т-лим-

фоцитов. По сравнению со свежевыделенными 

Т-лимфоцитами, при культивировании доля 

клеток, находящихся в ранней стадии апопто-

за, статистически значимо не менялась, а доля 

клеток в поздней стадии апоптоза значительно 

возрастала (табл.). Так, в субпопуляции эффек-

торных Тх процент клеток в поздней стадии 

апоптоза статистически значимо увеличивался 

в 6,9 раза (р = 0,012), в наивных Тх — в 19,1 раза 

(р = 0,012), в эффекторных ЦТЛ — в 7,8 раза 

(р = 0,003), в наивных ЦТЛ — в 15,6 раза (р = 

0,012) по сравнению со свежевыделенными 

Т-клетками.

ТАБЛИЦА. ПРОЦЕНТ КЛЕТОК СУБПОПУЛЯЦИЙ Т-ЛИМФОЦИТОВ НА РАЗНЫХ СТАДИЯХ АПОПТОЗА

Условия 

культивирования

Стадия 

апоптоза
Эффекторные Тх Наивные Тх Эффекторные ЦТЛ Наивные ЦТЛ

До культивирования
Ранний апоптоз 1,2 (0,9; 1,4) 0,9 (0,5; 1,4) 1,6 (1,0; 2,0) 1,0 (0,5; 2,8)

Поздний апоптоз 1,7 (1,4; 2,1) 0,7 (0,5; 1,0) 2,7 (1,9; 3,6) 1,1 (0,7; 1,3)

Культивирование 
без ЛПС

Ранний апоптоз 1,2 (0,8; 1,4) 0,8 (0,5; 1,2) 1,7 (0,9; 3,0) 1,5 (1,0; 2,6)

Поздний апоптоз 11,8 (7,5; 36,5)* 13,4 (6,2; 22,0)* 21,0 (11,2; 32,4)* 17,2 (8,0; 28,1)*

Культивирование 
с ЛПС

Ранний апоптоз 1,6 (1,1; 1,8) 1,2 (0,8; 1,6) 1,8 (0,9; 2,8) 3,1 (1,8; 4,2)

Поздний апоптоз 15,6 (8,2; 29,1)* 16,3 (7,8; 22,2)* 25,3 (11,2; 35,7)* 25 (12,3; 50,7)*

Примечания. * — статистически значимые различия по сравнению с клетками до культивирования (p < 0,05). Результаты 
представлены с указанием медианы, 25 и 75 процентилей.
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Влияние ЛПС на индукцию апоптоза 

изолированных субпопуляций Т-лимфоцитов 

in vitro

Исследовано влияние ЛПС на индукцию 

апоптоза при культивировании изолирован-

ных субпопуляций Т-лимфоцитов. Так же, как 

и при культивировании без ЛПС, выявлено 

статистически значимое увеличение процента 

Т-лимфоцитов, находящихся в стадии позднего 

апоптоза по сравнению со свежевыделенными 

клетками (табл. 1). Процент клеток в поздней 

стадии апоптоза возрастал в субпопуляции эф-

фекторных Тх в 9,2 раза (р = 0,012), в наивных 

Тх — в 23,3 раза (р = 0,012), в эффекторных 

ЦТЛ — в 9,4 раза (р = 0,012) и в наивных ЦТЛ — 

в 22,7 раза (р = 0,012). При этом процент клеток 

в ранней стадии апоптоза статистически значи-

мо не менялся.

По сравнению с клетками, культивируемы-

ми без активатора, стимуляция ЛПС не вы-

зывала статистически значимых изменений 

процента клеток в ранней и поздней стадиях 

апоптоза во всех изученных субпопуляциях 

Т-лимфоцитов.

Обсуждение

Исследован уровень апоптоза в свежеизоли-

рованных субпопуляциях Т-лимфоцитов че-

ловека, при культивировании in vitro без ЛПС 

и в его присутствии. Апоптоз Т-клеток, куль-

тивируемых в отсутствии активатора, расцени-

вался нами как спонтанный вариант ПГК.

Полученные результаты свидетельствуют 

о различной восприимчивости субпопуляций 

Т-лимфоцитов к спонтанной индукции апоп-

тоза. В свежеизолированных культурах наи-

вные Т-лимфоциты характеризовались более 

низким процентом клеток в ранней и поздней 

стадиях апоптоза по сравнению с эффекторны-

ми. При культивировании скорость накопления 

клеток в поздней стадии апоптоза для наивных 

Т-лимфоцитов была выше, чем для эффектор-

ных Т-клеток. Процент клеток в ранней стадии 

апоптоза при этом не изменялся (табл.). То есть 

чувствительность наивных Т-клеток к спонтан-

ной индукции апоптоза была выше, чем у эф-

фекторных Т-лимфоцитов. Схожие результаты 

были получены при культивировании моно-

нуклеарных клеток периферической крови, 

не разделенных на субпопуляции [8]. При этом 

наивные Тх и ЦТЛ были более восприимчивы 

к индукции апоптоза, чем эффекторные клетки 

и клетки памяти за счет повышенной экспрес-

сии ряда проапоптотических факторов.

По результатам наших предварительных ис-

следований и данных литературы [14, 18], ЛПС-

стимуляция различных иммунокомпетентных 

клеток в течение 12–20 ч приводила к индук-

ции апоптоза. Увеличение времени культиви-

рования субпопуляций Т-лимфоцитов с ЛПС, 

а также дозы активатора, не сопровождалось 

изменениями уровня апоптоза (данные не пред-

ставлены). Полученные результаты указывают 

на отсутствие апоптоз-индуцирующей актив-

ности ЛПС в отношении изолированных суб-

популяций Т-лимфоцитов.

Данные литературы о функциональной роли 

ЛПС как активатора и индуктора апоптоза раз-

личных субпопуляций Т-клеток противоречи-

вы. У мышей функциональный TLR-4 экспрес-

сировался только субпопуляцией регуляторных 

Тх. При этом ЛПС стимулировал пролифера-

цию зрелых CD4+ Т-регуляторных клеток и уве-

личивал их супрессивную активность в отно-

шении других субпопуляций Т-лимфоцитов [3]. 

В работах других авторов эти данные частично 

опровергались. Экспрессия мРНК TLR-4 вы-

являлась во всех субпопуляциях Тх, но ЛПС 

не оказывал влияния на супрессивную ак-

тивность CD4+ Т-регуляторных клеток [4, 22]. 

Предполагалось, что обнаруженные свойства 

ЛПС как активатора Т-регуляторных клеток 

связаны с контаминацией препарата лигандом 

рецептора TLR-2, распознающего многие анти-

гены бактерий, вирусов и грибов. Gelman et al. 

обнаружили экспрессию гена TLR-4 в наивных 

Тх мышей, которая ингибировалась после ак-

тивации клеток антителами к CD3 и CD28 [6]. 

При этом воздействие ЛПС на активирован-

ные клетки не приводило к активации фактора 

транскрипции NF-κB.

По данным, полученным на клетках крови 

человека, ген TLR-4 экспрессировался во всех 

субпопуляциях Т-лимфоцитов [9, 26]. При этом 

рецептор TLR-4 синтезировался на поверхно-

сти Тх только после их активации IFNα и анти-

телами к CD3. Активированные Тх не отвечали 

на стимуляцию ЛПС, что было связано с недо-

статком экспрессии корецепторной молекулы 

CD14 [11].

Наивные ЦТЛ человека характеризуются 

слабой экспрессией TLR-4, усиливающейся при 

активации этих клеток через Т-клеточный ре-

цептор. При этом на поверхности наивных ЦТЛ 

не детектировалась корецепторная молекула 

CD14. Аналогично TLR-4, активация наивных 

ЦТЛ вызывала усиление экспрессии CD14. Экс-

прессия TLR-4 также выявлялась в субпопуля-

ции CD8+ Т-клеток памяти. ЛПС-активация 

ЦТЛ сопровождалась усилением продукции 

провоспалительных цитокинов. Следует от-

метить, что у мышей ЦТЛ не экспрессировали 

TLR-4 и не отвечали на ЛПС-стимуляцию [12].

Противоречивость данных относительно 

способности ЛПС выступать в качестве ак-

тиватора Т-лимфоцитов отчасти объясняется 
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гетерогенностью его биохимических свойств 

у разных микроорганизмов, межвидовыми раз-

личиями в реакциях на эндотоксины, а так-

же техническими особенностями проведения 

эксперимента. Показано, что интенсивность 

ЛПС-индуцированного апоптоза в популяци-

ях Т-лимфоцитов зависит от структурной орга-

низации активатора. Различают S- и R-формы 

ЛПС. R-форма отличается отсутствием О-специ-

фичной области и высокой вариабельностью ко-

ровой части [5]. В отличие от S-формы, R-форма 

ЛПС индуцирует прямую активацию клеток 

через TLR-4 без участия промежуточных ре-

цепторных комплексов и в большей степени 

обладает способностью индуцировать апоптоз 

Т-лимфоцитов [18].

Рецепторный комплекс CD14/TLR-4/MD-2 

активно экспрессируется на поверхности гра-

нулоцитов, макрофагов, моноцитов, дендрит-

ных клеток и В-лимфоцитов. Активация ЛПС 

культуры мононуклеарных клеток перифери-

ческой крови человека приводила к запуску 

неспецифических воспалительных реакций, 

в том числе, инициирующих апоптоз Т-клеток 

[14, 18]. В отношении В-лимфоцитов человека 

показано, что ЛПС-активированные В-клетки 

способны индуцировать апоптоз и анергию 

Т-лимфоцитов, не подвергавшихся воздейст-

вию данного активатора [24]. Подобные взаимо-

действия иммунокомпетентных клеток лежат 

в основе усиления апоптоза Т-лимфоцитов, на-

блюдаемого в in vitro модельных системах. По-

лученные нами результаты указывают на то, что 

в отсутствие кооперации иммунокомпетентных 

клеток ЛПС не индуцирует апоптоз изученных 

субпопуляций Т-лимфоцитов.

С учетом полученных результатов и данных 

литературы предполагается, что ЛПС является 

активатором, но не индуктором апоптоза изо-

лированных субпопуляций эффекторных и на-

ивных Тх и ЦТЛ. На наш взгляд, полученные 

результаты следует учитывать при in vitro мо-

делировании инфекционных процессов с при-

менением ЛПС.
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