
Journal of the Grodno State Medical University, Vol. 19, № 2, 2021   176

УДК 616.6-089.843:[575.21:616-008.853.2:616-097.3]-092.6     doi:10.25298/2221-8785-2021-19-2-176-181
 ОСОБЕННОСТИ ДИНАМИКИ CD4+CD25+ СУБПОПУЛЯЦИЙ 
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Введение. Экспериментальные модели указывают на определенную роль T-регуляторных лимфоцитов в 
индукции иммунологической толерантности. Однако необходимо более детально изучить их функцию и фе-
нотип для возможности применения механизмов индукции толерантности.

Цель. Оценить динамику показателей CD3+CD4+CD25+ и CD3+CD4+CD25+highCD127+low у реципиентов по-
чечного трансплантата с удовлетворительной ранней функцией донорского органа.

Материал и методы. Выполнена трансплантация почки у 197 реципиентов. Оценивали уровни 
CD3+CD4+CD25+ и CD3+CD4+CD25+highCD127+low на нулевые, первые, третьи, седьмые, 30 и 90 сутки после 
операции. Выделены группы реципиентов: ПФТ – с удовлетворительной первичной функцией транспланта-
та, ДФТ – с первичной дисфункцией трансплантата, ОПТ – с отторжением трансплантата в раннем после-
операционном периоде. Группа сравнения (ГС) – здоровые добровольцы.

Результаты. Выявлен значимый рост относительного и абсолютного уровней 
CD3+CD4+CD25+highCD127+low с 30 по 90 сутки после операции у реципиентов с первично функ-
ционирующим трансплантатом, в то время как показатели CD3+CD4+CD25+ у реципиентов  
исследуемых групп не имели значимых различий на протяжении всего исследования.

Выводы. Мониторинг CD3+CD4+CD25+highCD127+low может быть использован для выявления пациентов  
с высоким толерогенным потенциалом.
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Введение
Одна из главных задач трансплантологии – 

долгосрочная выживаемость трансплантата. Ре-
шение данной задачи, с одной стороны, достига-
ется путем снижения случаев отторжения транс-
плантата, с другой – минимизацией токсического 
влияния иммуносупрессивных лекарственных 
средств. Изучение основных толерогенных ме-
ханизмов (центральных и периферических), а 
также Т-клеток, играющих ключевую роль в ме-
ханизмах отторжения трансплантата, привело к 
появлению разных стратегий, включая блокаду 
костимуляции Т-клеток, индукцию смешанно-
го химеризма, истощение Т-клеток и индукцию 
толерантности, опосредованной регуляторными 
Т-клетками [1-4]. Одно из основных звеньев в им-
мунологическом ответе при трансплантации со-
лидных органов – пролиферация активированных 
Т-лимфоцитов. Важным этапом в запуске имму-
нологических реакций, участвующих в оттор-
жении донорского органа, является связывание 
интерлейкина-2 со своим рецептором. Актива-
ция Т-лимфоцитов сопровождается экспрессией 
на их поверхности альфа цепи (так называемой 
CD25) этого рецептора. Как известно, примене-
ние моноклональных антител к рецептору CD25 
в трансплантологии способствует профилактике 
развития острого отторжения [5, 6].

Несмотря на то, что многие эксперименталь-
ные модели указывают на определенную роль 
T-регуляторных лимфоцитов в индукции имму-
нологической толерантности, существует необ-
ходимость более детального изучения их функ-

ции и фенотипа для возможности оптимального 
применения разных механизмов индукции толе-
рантности. Таким образом, определение новых 
информативных иммунологических маркеров 
развития иммунологической толерантности – 
одна из первоочередных задач трансплантаци-
онной иммунологии.

Цель – оценить показатели CD3+CD4+CD25+ 

и CD3+CD4+CD25+highCD127+low у реципиентов 
почечного трансплантата с удовлетворительной 
ранней функцией донорского органа.

Материал и методы
В ГУ «Республиканский научно-практиче-

ский центр радиационной медицины и экологии 
человека» (ГУ «РНПЦ РМиЭЧ», Гомель) обсле-
дованы 197 реципиентов почечного трансплан-
тата. Исследование соответствовало критериям 
Хельсинкской декларации 1975 г., одобрено ко-
митетом по этике ГУ «РНПЦ РМиЭЧ» (прото-
кол № 5 от 02.12.2013).

Мужчин в исследовании было 122 (61,9%), 
женщин – 75 (38,1%). Средний возраст составил 
45,9±0,9 года [95% ДИ 44,1; 47,57]. Критерии 
включения пациентов в исследование: первич-
ная почечная трансплантация; почечный транс-
плантат от донора со смертью мозга; индукцион-
ная терапия моноклональными анти-СD25-анти-
телами; трехкомпонентная иммуносупрессивная 
терапия; отрицательный результат прямой пере-
крестной пробы (cross-match).

Были сформированы 3 группы. Группа 1 
(ПФТ) – пациенты с удовлетворительной пер-
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вичной функцией трансплантата (n=101), группа 
2 (ДФТ) – пациенты с первичной дисфункцией 
трансплантата без эпизодов отторжения почеч-
ного трансплантата в посттрансплантационном 
периоде (n=82), группа 3 (ОПТ) – пациенты с 
первичной дисфункцией трансплантата и гисто-
логически подтвержденным отторжением по-
чечного трансплантата (n=14).

Функция почечного трансплантата оцени-
валась по уровню креатинина крови на седь-
мые сутки после операции. При значении ниже  
300 мкмоль/л функция считалась первичной, 
при показателе, равном или превышающем  
300 мкмоль/л, а также при необходимости про-
ведения диализа на первой неделе после транс-
плантации состояние классифицировалось как 
дисфункция почечного трансплантата [7].

Иммуносупрессивная терапия проводилась 
согласно клиническим протоколам транспланта-
ции почки (Приложение 1 к приказу Министер-
ства здравоохранения Республики Беларусь от 
05.01.2010 № 6).

Определяли количество CD3+CD4+CD25+ 

(Т-хелперы активированные) и 
CD3+CD4+CD25+highCD127+low (Т-регу-
ляторные) субпопуляций лимфоцитов 
перед операцией, на первые, третьи, 
седьмые, 30 и 90 сутки после операции. 
В качестве группы сравнения (ГС) уча-
ствовали 90 здоровых добровольцев.

Методика определения от-
носительного и абсолютно-
го количества CD3+CD4+CD25+ и 
CD3+CD4+CD25+highCD127+low субпопу-
ляций лимфоцитов

Забор крови производили из 
локтевой вены в пробирки с анти-
коагулянтом (ЭДТА). Для опре-
деления экспрессии поверхност-
ных маркеров CD3+CD4+CD25+ и 
CD3+CD4+CD25+highCD127+low субпопу-
ляций лимфоцитов методом проточной 
цитометрии производили пробоподго-
товку по безотмывочной технологии. 
К 100 мкл крови добавляли монокло-
нальные антитела CD4PС7, CD3FITC, 
CD127PЕ, CD25АРС (Beckman Coulter, 
США) в объемах, рекомендуемых 
фирмой-производителем. Затем ин-
кубировали 15 минут в темноте при 
комнатной температуре. Для лизиса 
эритроцитов применяли лизирующий 
раствор OptiLyse B. Пробы анализиро-
вали на проточном цитофлуориметре 
FACS CantoII (BD, США). Накапли-
вали не менее 30000 событий. Попу-
ляцию Т-лимфоцитов определяли как 
CD3+ клетки, от которых производили 
гейтирование для определения акти-
вированных Т-хелперов с иммунофе-
нотипом CD3+CD4+CD25+. По даблпо-
зитивной популяции CD3+CD4+ Т-хел-
перов производилось гейтирование 
для выявления субпопуляции Т-регу-
ляторных клеток с иммунофенотипом 

ГС 4,60 [3,00; 8,00] %

0,25 [0,07;1,29] 109 кл/л

Cутки Ед. изм. ПФТ ДФТ ОПТ

0
% 5,60

4,00; 7,28
5,50

2,70; 6,30
4,50

2,60; 6,30

109/л 0,07*

0,04; 0,12
0,08*

0,05; 0,12
0,06*

0,04; 0,08

1
% 1,06*

0,30; 1,70
0,90*

0,50; 2,20
1,10*

0,50; 3,50

109/л 0,01*

0,00; 0,01
0,006*

0,003; 0,019
0,009*

0,002; 0,019

3
% 1,35*

0,65; 2,50
0,70*

0,30; 2,10
0,90*

0,40; 1,00

109/л 0,01*

0,00; 0,04
0,004*

0,002; 0,02
0,005*

0,002; 0,01

7
% 0,80*

0,50; 1,50
0,70*

0,40; 1,35
0,70*

0,40; 1,40

109/л 0,01*

0,01; 0,03
0,009*

0,004; 0,018
0,009*

0,003; 0,017

30
% 0,95*

0,30; 2,90
0,65*

0,30; 2,20
0,70*

0,25; 3,65

109/л 0,01*

0,00; 0,04
0,012*

0,004; 0,049
0,012*

0,002; 0,028

90
% 5,43

3,79; 8,20
5,30

1,60; 7,40
3,90

3,40; 7,30

109/л 0,08*

0,06; 0,13
0,08*

0,03; 0,13
0,08

0,047; 0,08

Таблица 1. – Показатели CD3+CD4+CD25+ Т-лимфоцитов 
у реципиентов почечного трансплантата и группы сравне-
ния (Me [Q25; Q75])
Table 1. – CD3+CD4+CD25+ indicators of T-lymphocytes in kidney 
transplant recipients and the comparison group (Me [Q25; Q75])

Примечания  – * – р<0,05 относительно показателей ГС; # – р<0,05 относи-
тельно показателей группы ПФТ; ^ – р<0,05 относительно показателей груп-
пы ДФТ. § – р<0,05 относительно показателей группы ОПТ
Notes – * – р<0,05 compared to CG indicators; # – р<0,05 compared to PGF 
indicators; ^ – р<0,05 compared to PGD indicators. § – р<0,05 compared to TR 
indicators

CD3+CD4+CD25+highCD127+low. Для вычисления 
абсолютного содержания изучаемых субпопу-
ляций использовали результаты общего анализа 
крови, выполнявшегося из данной пробирки в 
тот же день.

Статистическая обработка результатов про-
водилась с помощью пакета программ Statistica 
10,0. Описательная статистика качественных 
признаков представлена абсолютными и отно-
сительными частотами, а количественных при-
знаков − в формате медианы (интерквартильный 
размах) – Me [Q25; Q75]. Для сравнения значе-
ний использовался метод числовых характери-
стик (Mann-Whitney U Test) с оценкой распре-
деления переменных. Результаты считали ста-
тистически значимыми при достигнутом уровне 
значимости менее 0,05.

Результаты и обсуждение
При анализе количественных разли-

чий субпопуляций CD3+CD4+CD25+ и 
CD3+CD4+CD25+highCD127+low получены следую-
щие результаты (табл. 1 и 2).
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р7ДФТ/ГСотн<0,0001, р7ОПТ/

ГСотн<0,0001) и 30 сутки (Mann-
Whitney U Test р30ПФТ/ГСотн=0,009,  
р30ДФТ/ГСотн<0,0001, р30ОПТ/ГСотн=0,003).

Через 3 месяца уровень относи-
тельного количества СD25-экспресси-
рующих лимфоцитов во всех группах 
восстановился к 90 суткам и от груп-
пы сравнения не отличался (Mann-
Whitney U Test р90ПФТ/ГСотн=0,417,  
р90ДФТ/ГСотн=0,389, р90ОПТ/ГСотн=0,968). 

Абсолютное количество субпопу-
ляции CD3+CD4+CD25+ Т-лимфоцитов 
было значимо ниже во всех группах 
реципиентов почечного трансплан-
тата относительно группы сравнения 
весь период посттрансплантационно-
го наблюдения (Mann-Whitney U Test 
р1,3,7,30,90ПФТ/ДФТ/ОПТабс <0,001). Следует от-
метить, что в сравниваемых группах 
реципиентов почечного трансплан-
тата не выявлено значимых различий 
уровня CD3+CD4+CD25+ Т-лимфо-
цитов на протяжении трех месяцев 
наблюдения.

На дооперационном этапе коли-
чество CD3+CD4+CD25+highCD127+low 
Т-лимфоцитов в группах ПФТ, ДФТ 
и ОПТ различий с группой здоровых 
лиц не выявлено (Mann-Whitney U 
Test р0ПФТ/ГСотн=0,101, р0ДФТ/ГСотн=0,656, 
р0ОПТ/ГСотн=0,352) (табл. 2). И хотя коли-
чество CD3+CD4+CD25+highCD127+low 
клеток до трансплантации практиче-
ски равно CD3+CD4+CD25+, а с пер-
вых  суток мы видим значимое сни-
жение обеих субпопуляций, снижение 
CD3+CD4+CD25+highCD127+low Т-регу-
ляторных клеток в ранний послеопе-
рационный период более выраженное.

Отмечено также снижение с пер-
вых суток количества регуляторных 
Т-лимфоцитов в результате про-
веденной индукционной иммуно-Из таблицы видно, что у пациентов до про-

ведения трансплантации почки значи-
мых различий относительного коли-
чества субпопуляции CD3+CD4+CD25+ 
Т-лимфоцитов с группой сравнения 
не выявлено (Mann-Whitney U Test  
р0ПФТ/ГС=0,849, р0ДФТ/ГС=0,779, р0ОПТ/

ГС=0,864).
Все пациенты из обследуемых 

групп получали индукционную тера-
пию моноклональными анти-СD25-ан-
тителами, в связи с чем уже на первые 
сутки после операции относительное 
и абсолютное количество CD25-по-
зитивных лимфоцитов значительно 
снизилось во всех группах (Mann-
Whitney U Test р1ПФТ/ГСотн<0,0001,  
р1ДФТ/ГСотн<0,0001, р1ОПТ/ГСотн=0,009), со-
хранялось на третьи (Mann-Whitney U 
Test р3ПФТ/ГСотн=0,019, р3ДФТ/ГСотн<0,0001, 
р3ОПТ/ГСотн=0,001), седьмые (Mann-
Whitney U Test р7ПФТ/ГСотн=0,001,  

Таблица 2. – Показатели CD3+CD4+CD25+highCD127+low 

Т-лимфоцитов у реципиентов почечного трансплантата и 
группы сравнения (Me [Q25; Q75])
Table 2. – CD3+CD4+CD25+highCD127+low indicators of T-lymphocytes 
in kidney transplant recipients and the comparison group (Me [Q25; 
Q75])

ГС 5,10 [4,0; 6,60]%

0,05 [0,04; 0,07]109/л

Cутки Ед. изм. ПФТ ДФТ ОПТ

0
%

3,70^
2,86; 4,00

5,50#

4,00; 6,60
3,20

2,75; 7,20

109/л
0,03*^

0,02; 0,04
0,05#

0,03; 0,06
0,03*

0,023; 0,05

1
%

0,65*

0,20; 1,02
0,60*

0,10; 0,70
0,70*

0,10; 1,15

109/л
0,001*

0,001; 0,003
0,001*

0,00; 0,001
0,001*

0,00; 0,002

3
%

0,50*

0,20; 0,80
0,60*

0,20; 0,80
0,50*

0,20; 0,68

109/л
0,002*

0,00; 0,005
0,002*

0,001; 0,005
0,001*

0,00; 0,003

7
%

0,20*

0,10; 0,40
0,15*

0,10; 0,30
0,20*

0,10; 0,30

109/л
0,002*^

0,001; 0,003
0,001*#

0,001; 0,003
0,001*

0,00; 0,002

30
%

0,20*

0,00; 0,50
0,25*

0,10; 0,70
0,20*

0,05; 0,85

109/л
0,001*

0,00; 0,002
0,001*

0,001; 0,003
0,001*

0,00; 0,001

90
%

4,04
3,52; 5,40

3,55*

1,50; 5,30
3,00*

0,50; 5,90

109/л
0,05

0,03; 0,06
0,03*

0,02; 0,06
0,026*,#

0,001; 0,06

Примечания – * – р<0,05 относительно показателей ГС; # – р<0,05 относительно 
показателей группы ПФТ; ^ – р<0,05 относительно показателей группы ДФТ; § – 
р<0,05 относительно показателей группы ОПТ
Notes – * – р<0,05 compared to CG indicators; # – р<0,05 compared to PGF indicators;  
^ – р<0,05 compared to PGD indicators, § – р<0,05 compared to TR indicators

Рисунок 1. – Динамика относительного количества  
CD3+CD4+CD25+ Т-лимфоцитов у реципиентов почечного транс-

плантата и группы сравнения 
Figure 1. – Dynamics of the relative number of CD3+CD4+CD25+ T-lymphocytes 

in kidney transplant recipients and the comparison group
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Рисунок 2. – Динамика абсолютного количества 
CD3+CD4+CD25+ Т-лимфоцитов у реципиентов почечного 

трансплантата и группы сравнения  
Figure 2. – Dynamics of the absolute number of CD3+CD4+CD25+ 

T-lymphocytes in kidney transplant recipients and the comparison group

супрессивной терапии (Mann-Whitney U Test  
р1ПФТ/ГСотн<0,0001, р1ДФТ/ГСотн<0,0001, р1ОПТ/

ГСотн<0,0001, р3ПФТ/ГСотн<0,0001, р3ДФТ/

ГСотн<0,0001, р3ОПТ/ГСотн=0,001,  
р7ПФТ/ГСотн<0,0001,  р7ДФТ/ГСотн<0,0001, 
р7ОПТ/ГСотн<0,0001, р30ПФТ/ГСотн=0,001,  
р30ДФТ/ГСотн<0,0001, р30ОПТ/ГСотн=0,001). 

Через 3 месяца количество дан-
ной субпопуляции восстановилось, 
но сохранялось ниже референтных 
значений в группах ДФТ и ОПТ 
(Mann-Whitney U Test р90ПФТ/ГСотн=0,884,  
р90ДФТ/ГСотн=0,007, р90ОПТ/ГСотн=0,020,  
р90ПФТ/ДФТотн=0,040, р90ПФТ/ОПТотн=0,030, 
р90ДФТ/ОПТотн=0,824).

При сравнении абсолютных уровней 
регуляторных лимфоцитов в группах 
ПФТ, ДФТ и ОПТ выявлено, что у па-
циентов в группах с ранней дисфунк-
цией почечного трансплантата коли-
чество CD3+CD4+CD25+highCD127+low 
Т-лимфоцитов значимо ниже, 
чем в группе сравнения,  
на 90 сутки наблюдения (Mann-Whitney  
U Test р90ПФТ/ГСабс=0,949, р90ПФТ/ГСабс=0,026,  
р90ОПТ/ГСабс=0,012). В группе реципиентов 
с первичной удовлетворительной функ-
цией трансплантата показатели данных 
клеток были значимо выше с 30 суток до 
трех месяцев наблюдения по сравнению 
с уровнем у реципиентов с дисфункцией 
донорского органа.

Большой интерес представляет вклад 
регуляторных Т-клеток в поддержание 
выживаемости трансплантата почки. 
О роли Т-регуляторных лимфоцитов 
в индукции иммунологической толе-

рантности указывалось во многих лите-
ратурных источниках [6, 8-10]. Однако 
некоторые исследования показали, что 
Т-регуляторные лимфоциты принимают 
участие в отторжении трансплантата [11].  
В исследованиях K. J. Wood с соавторами 
отмечено, что регуляторные T-лимфоци-
ты, как правило, обнаруживаются в лим-
фоидной ткани реципиента и в области 
трансплантата при развитии иммуноло-
гической толерантности [12, 13]. Таким 
образом, авторы предположили, что ре-
гуляторные лимфоциты в обеих указан-
ных локализациях могут предупреждать 
инициализацию иммунной реакции про-
тив трансплантата. Данные клетки были 
представлены как специализированные 
Т-лимфоциты, способные подавлять им-
мунный ответ на собственные и чуже-
родные антигены. Однако проведенные 
исследования показали, что определение 
транскрипционного фактора FoxP3 и ре-
цептора CD127 используется для диф-
ференцировки функциональных особен-
ностей CD25-позитивных лимфоцитов 
[14-16].

Так, по результатам нашего исследова-
ния выявлен значимый рост относительного и аб-
солютного уровней CD3+CD4+CD25+highCD127+low 
Т-лимфоцитов с 30 по 90 сутки послеопера-
ционного периода у реципиентов почечного 

Рисунок 4. – Динамика абсолютного количества 
CD3+CD4+CD25+highCD127+low Т-лимфоцитов у реципиентов почечно-

го трансплантата и группы сравнения 
Figure 4. – Dynamics of the absolute number of CD3+CD4+CD25+highCD127+low 

T-lymphocytes in kidney transplant recipients and the comparison group

Рисунок 3. – Динамика относительного количества 
CD3+CD4+CD25+highCD127+low Т-лимфоцитов у реципиентов почеч-

ного трансплантата и группы сравнения  
Figure 3. – Dynamics of the relative number of CD3+CD4+CD25+highCD127+low  

T-lymphocytes in kidney transplant recipients and the comparison group 
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трансплантата с первично функционирующим 
трансплантатом (Wilcoxon Matched Pairs Test  
р30,90ПФТотн<0,0001, р30,90ПФТабс<0,0001) с преоблада-
нием показателей по сравнению с уровнем в груп-
пах с дисфункцией донорского органа. В то время 
как показатели CD3+CD4+CD25+ Т-лимфоцитов у 
реципиентов исследуемых групп не имели значи-
мых различий на протяжении всего исследования.

Выводы
1. Ранняя удовлетворительная функция почеч-

ного трансплантата характеризуется значимым 
ростом относительного и абсолютного уровней 
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CD3+CD4+CD25+high CD127+low, начиная с 30 суток 
послеоперационного периода. В этой группе па-
циентов наблюдается рост данных клеток на про-
тяжении трех месяцев.

2. Уровень CD3+CD4+ CD25+ Т-лимфоцитов 
на протяжении трех месяцев после операции зна-
чимо не различался у реципиентов исследуемых 
групп.

3. Мониторинг CD3+ CD4+CD25+high CD127+low 
лимфоцитов может быть использован для вы-
явления пациентов с высоким толерогенным 
потенциалом.
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SPECIFIC FEATURES OF THE DYNAMICS OF CD4+CD25+ 
SUBPOPULATIONS OF T-LYMPHOCYTES IN PATIENTS WITH 

SATISFACTORY EARLY RENAL ALLOGRAFT FUNCTION 
S. V. Zybleva, S. L. Zyblev 

Republican Research Center for Radiation Medicine and Human Ecology, Gomel, Belarus

Background. Experimental models indicate a certain role of T-regulatory lymphocytes in the induction of 
immunological tolerance. However, it is necessary to study their function and phenotype in more detail for the purposes 
of applying the mechanisms of tolerance induction.

Objective. To assess the dynamics of CD3+CD4+CD25+ and CD3+CD4+CD25+highCD127+low indicators in renal 
transplant recipients with satisfactory early allograft function.

Material and Methods. Kidney transplantation was performed in 197 recipients. We assessed CD3+CD4+CD25+ 
and CD3+CD4+CD25+highCD127+low level before the transplantation and on the 1st, 3rd, 7th, 30th and 90th days after 
the transplantation. The following groups of recipients were identified: PGF – those with satisfactory primary graft 
function, PGD – those with primary graft dysfunction, TR – those with transplant rejection in the early postoperative 
period. The comparison group (CG) consisted of healthy volunteers.

Results. A significant increase in the relative and absolute level of CD3+CD4+CD25+highCD127+low from day 30 
to 90 after surgery was revealed in recipients with a primary functioning graft. At the same time, CD3+CD4+CD25+ 

indicators in the recipients of the studied groups did not have significant differences throughout the study.
Conclusions. CD3+CD4+CD25+highCD127+low monitoring can be used to identify patients with high tolerogenic 

potential.
Keywords. CD3+CD4+CD25+, CD3+CD4+CD25+highCD127+low, kidney transplantation.
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