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РЕзюмЕ

Обоснование. Пролиферация CD4+Т-клеток памяти является основой 
ускоренного иммунного ответа при повторной стимуляции. Свойства 
CD4+Т-клеток памяти, позволяющие им делиться быстрее наивных  
CD4+Т-лимфоцитов, остаются малопонятными. Пролиферативный потен-
циал клеток в значительной степени определяется состоянием их мета-
болизма. Сведения о метаболических особенностях пролиферирующих 
CD4+Т-лимфоцитов памяти остаются ограниченными.
Цель исследования. Сравнить особенности метаболизма наивных  
CD4+Т-лимфоцитов и CD4+Т-клеток памяти в состоянии покоя и пролифе-
рации.
Методы. Мононуклеарные клетки периферической крови анализировали 
методом проточной цитофлуориметрии. Пролиферирующие клетки иден-
тифицировали по экспрессии CD71. Поглощение глюкозы и жирных кислот 
клетками оценивали с использованием флуоресцентных аналогов глюкозы 
(2-NBDG) и пальмитата (BODIPY-FL-C16) соответственно. Экспрессию 
транспортёра глутамина анализировали, окрашивая клетки анти-ASCT2 
антителами. Массу и заряд митохондрий определяли с использованием 
MitoTracker Green и MitoTracker Orange соответственно.
Результаты. В состоянии покоя CD4+Т-клетки памяти потребляли больше 
глюкозы и пальмитата, чем наивные CD4+Т-лимфоциты (p < 0,001). При пере-
ходе к пролиферации уровень потребления данных субстратов в обеих 
субпопуляциях усиливался (p < 0,001). Делящиеся наивные CD4+Т-лимфоциты 
превосходили клетки памяти по поглощению глюкозы и пальмитата 
(p < 0,001). При переходе к пролиферации возросла масса митохондрий в наи-
вных CD4+Т-лимфоцитах (p < 0,001) и клетках памяти (p < 0,05). В наивных 
CD4+Т-лимфоцитах, но не в клетках памяти увеличение массы органелл 
сопровождалось ростом заряда их мембраны (p < 0,001).
Заключение. В CD4+Т-лимфоцитах памяти изменение метаболизма 
при пролиферации носит умеренный характер и в малой степени влияет 
на активность митохондрий. Пониженные биоэнергетические затраты 
могут способствовать ускоренной пролиферации CD4+Т-клеток памяти 
при вторичном иммунном ответе.

Ключевые слова: CD4+Т-лимфоциты, Т-клетки памяти, наивные Т-клетки, 
глюкоза, жирные кислоты, глутамин, митохондрии, пролиферация
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ABStrAct

Background. Memory CD4+T cells proliferation is the basis for accelerated second-
ary immune response. The characteristics of memory CD4+T  cells providing their 
faster division compared to naive CD4+T lymphocytes are poorly understood. T cells 
proliferative ability is determined by their metabolism. The metabolic features of pro-
liferating memory CD4+T cells remain elusive.
The aim. To compare the metabolic features of naive and memory CD4+T  cells 
in quiescence and during proliferation.
Methods. Peripheral blood mononuclear cells were analyzed using flow cytometry. 
Dividing cells were identified by CD71 expression. Cellular glucose and fatty acid up-
take was assessed using fluorescent glucose (2-NBDG) and palmitate (BODIPY-FL-C16) 
analogs, respectively. Glutamine transporter expression was analyzed by staining 
the cells with anti-ASCT2 antibodies. Mitochondrial mass and membrane potential 
were measured using MitoTracker Green and MitoTracker Orange, respectively.
Results. Quiescent memory CD4+T cells exhibited elevated levels of glucose and pal-
mitate uptake when compared to naive CD4+T  lymphocytes (p  <  0.001). Both 
subsets had increased substrate consumption when proceeding to proliferation 
(p < 0.001). When dividing, naive CD4+T cells consumed more glucose and palmitate 
than memory CD4+T cell (p < 0.001). Proliferation caused an increase in mitochondrial 
mass in naive (p < 0.001) and memory CD4+T lymphocytes (p < 0.05). In memory 
CD4+T  cells, unlike naive CD4+T  lymphocytes, an increase in mitochondrial mass 
wasn’t accompanied by an increase in membrane potential.
Conclusion. In memory CD4+T  cells, compared to naive CD4+T  lymphocytes, 
the metabolic change induced by proliferation is moderate and affects the mitochon-
drial activity to a lesser extent. Lower bioenergetic expenses of memory CD4+T cells 
can contribute to their rapid proliferation during secondary immune response.

Key words: CD4+ T lymphocytes, memory T cells, naive T cells, glucose, fatty acids, 
glutamine, mitochondria, proliferation
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ОбОснОвание

Пролиферация Т-лимфоцитов играет ключевую роль 
в адаптивном иммунитете. При проникновении антиге-
на в организм число специфичных к нему клеток слиш-
ком мало для реализации эффективного иммунного от-
вета [1]. Лимфоциты, распознавшие презентированный 
им чужеродный пептид, преодолевают данное ограниче-
ние пут`м активного деления [2]. За пролиферацией лим-
фоцитов следует фаза контракции, в результате которой 
основная часть антигенспецифических клеток погибает, 
оставляя немногочисленный пул долгоживущих клеток 
памяти. Такие лимфоциты имеют низкий порог активации 
и способны к ускоренному делению при повторном вза-
имодействии с чужеродным пептидом [3]. Активная про-
лиферация клеток памяти при вторичном иммунном от-
вете является одним из важнейших свойств адаптивной 
иммунной системы и лежит в основе создания вакцин.

Деление клетки тесно связано с изменением её ме-
таболизма. Так, при пролиферации большинство клеток 
переключаются на «аэробный гликолиз», характеризу-
ющийся формированием лактата из пировиноградной 
кислоты в присутствии кислорода [4]. Активация данно-
го метаболического пути способствует образованию суб-
стратов для биосинтеза липидов, аминокислот, гексоза-
минов и нуклеотидов, необходимых для продуктивного 
деления [5]. Переход к аэробному гликолизу в делящихся 
клетках сопровождается повышением поглощения глю-
козы [4]. Большинство пролиферирующих клеток также 
увеличивают потребление глутаминовой кислоты, явля-
ющейся основным источником азота при de novo синте-
зе нуклеотидов [6]. Регуляторные CD4+Т-лимфоциты уси-
ливают транспорт экзогенных жирных кислот, участвую-
щих в биосинтезе липидов [7]. Кроме того, в делящихся 
клетках усиливается функция митохондрий [8]. Данные 
органеллы играют важную роль в биосинтезе аминокис-
лот и нуклеотидов [9], а также в регуляции содержания 
циклинов D1, Е и B1 при прогрессии делящейся клетки 
через различные фазы клеточного цикла [10, 11]. Важно 
отметить, что протекающие метаболические изменения 
имеют комплексный характер и зависят от типа клеток, 
вступающих в пролиферацию.

CD4+Т-лимфоциты являются основными регулято-
рами иммунного ответа: участвуют в активации макро-
фагов [12] и CD8+Т-лимфоцитов [13], экспансии В-клеток 
и переключении классов иммуноглобулинов [14]. Кро-
ме того, CD4+Т-лимфоциты продуцируют разнообраз-
ные цитокины и хемокины [15], а также подавляют ак-
тивность клеток иммунной системы [16]. Метаболизм  
CD4+Т-лимфоцитов динамичен и неразрывно связан 
с  их  функциональным состоянием [17], что позволяет 
управлять функциями CD4+Т-клеток путём регуляции их об-
менных процессов. Так, ингибиторы ферментов, участвую-
щих в окислении жирных кислот, снижают супрессорную 
функцию регуляторных CD4+Т-клеток, в частности, их спо-
собность подавлять пролиферацию CD8+Т-лимфоцитов 
[18]. Возможность регуляции деления CD4+Т-клеток путём 
изменения их метаболизма может иметь существенный те-
рапевтический потенциал для борьбы с аутоиммунными и 

инфекционными заболеваниями, а также для повышения 
эффективности вакцинации. При этом немногое известно 
о том, какие обменные процессы характерны для проли-
ферирующих CD4+Т-лимфоцитов в здоровом организме.

Результаты современных исследований позволили 
установить некоторые закономерности изменения об-
менных процессов при переходе покоящихся наивных 
CD4+Т-клеток к делению [19, 20]. Первое исследование, 
посвящённое особенностям обменных процессов акти-
вированных CD4+Т-клеток памяти, было опубликовано 
в 2019 г. [21]. Авторы показали, что в CD4+Т-лимфоцитах 
памяти стимуляция Т-клеточного рецептора приводит 
к более слабому повышению уровня аэробного гликоли-
за, чем в наивных клетках. Кроме того, в отличие от наи-
вных CD4+Т-лимфоцитов, активация клеток памяти не со-
провождалась увеличением интенсивности окислитель-
ного фосфорилирования. Тем не менее, результаты дру-
гого исследования [22] не обнаружили подобные отличия 
между субпопуляциями. В целом представленные на теку-
щий момент сведения немногочисленны и отчасти проти-
воречивы, а проведённые исследования ограничивают-
ся системами in vitro. Вопрос о том, чем метаболизм про-
лиферирующих CD4+Т-клеток памяти отличается от та-
кового наивных клеток, требует дальнейшего изучения. 

целью настоящей работы была оценка метабо-
лических характеристик покоящихся и пролиферирую-
щих наивных CD4+Т-лимфоцитов и CD4+Т-клеток памя-
ти здоровых людей.

метОДы

Участники исследования. План исследования был 
утверждён этическим комитетом (рег. №  IRB00008964). 
Были обследованы относительно здоровые добровольцы 
(n = 22), каждый из которых предоставил письменное ин-
формированное согласие на участие в исследовании. Кри-
терием включения в исследование являлось отсутствие: 
признаков респираторной инфекции в течение 14 дней 
до забора крови; поверхностного антигена вируса гепати-
та В и антител к вирусам гепатита С и иммунодефицита че-
ловека в периферической крови; болезней печени, почек, 
сердечно-сосудистой системы. Средний возраст обследо-
ванных добровольцев составил 42 года (34–50 лет). Доля 
женщин среди участников исследования составила 50 %.

получение биоматериала. Забор крови осущест-
влялся натощак из локтевой вены в пробирки типа 
«Vacutainer», содержащие этилендиаминтетрауксус-
ную кислоту. Мононуклеарные клетки выделяли путём 
центрифугирования в градиенте плотности Диаколла 
(1,077  г/мл; Диаэм, Россия). Образцы подвергали кон-
тролируемому замораживанию до –80 °С в течение суток 
в среде, содержащей 90 % инактивированной теплом эм-
бриональной телячьей сыворотки (ЭТС) (Biowest, Колум-
бия) и 10 % диметилсульфоксида (AppliChem, Германия), 
и помещали в жидкий азот для длительного хранения. 
Перед проведением исследования клетки разморажи-
вали при +37 °С, отмывали в 10 мл полной питательной 
среды (10 % ЭТС, 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл 
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стрептомицина (Sigma, США) в RPMI-1640, затем в 10 мл 
фосфатно-солевого буферного раствора Дульбекко 
(DPBS, Dulbecco’s phosphate buffered saline; Gibco, США).

проточная цитометрия. Анализ мононуклеарных 
клеток периферической крови проводили на проточ-
ных цитофлюориметрах Fortessa (Becton Dickinson, США) 
и CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). Жизнеспособные 
клетки выделяли по отсутствию окрашивания виталь-
ным красителем LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain 

Kit (Invitrogen, США) или Zombie UV Fixable Viability Kit 
(Biolegend, США). При определении CD4+Т-лимфоцитов 
и оценке их субпопуляционного состава использовали 
анти-CD3-AF700 (Becton Dickinson, США), анти-CD4-Qdot605, 
анти-CD45R0-APC-eFluor780 (Invitrogen, США), анти-CD3-
PE-Dazzle594, анти-CD4-PE-Fire780 и анти-CD45RA-BV650 
(Biolegend, США) антитела. Определяли наивные CD4+Т-
клетки (CD3+CD4+CD45RA+/CD3+CD4+CD45R0–) и клетки па-
мяти (CD3+CD4+CD45RA–/CD3+CD4+CD45R0+; рис. 1).

                         
          

                         

            а           б 
                         

          

                         
            в             г
РИС. 1.  
Логика гейтирования мононуклеарных клеток периферической 
крови при определении субпопуляционного состава CD4+Т-
лимфоцитов: а – гейтирование лимфоцитов по параметрам 
светорассеяния (Lymphocytes); б – выделение жизнеспособных 
клеток (Live); в – гейтирование CD4+Т-лимфоцитов (CD4+ T 
cells); г – определение наивных (CD45R0–) CD4+Т-клеток и клеток 
памяти (CD45R0+). По оси абсцисс: а – интенсивность прямого 
светорассеяния (FSC-А); б, в, г – интенсивность флуоресценции 
клеток, окрашенных витальным красителем Zombie UV, анти-
CD4 и анти-CD45R0 антителами соответственно. По оси ор-
динат: а, б – интенсивность бокового светорассеяния (SSC-A); 
в – интенсивность флуоресценции клеток, окрашенных анти-
CD3 антителами; г – число событий

FIG. 1.  
The gating strategy used to identify CD4+ T cell subsets in peri-
pheral blood mononuclear cells: а – gating of lymphocytes based 
on forward and side scatter (Lymphocytes); б – gating of viable 
cells (Live); в – gating of CD4+ T cells; г – gating of naive (CD45R0–) 
and memory (CD45R0+) CD4+ T cells. The abscissa axis: а – fluores-
cence intensity for forward scatter (FSC-А); б, в, г – fluorescence in-
tensity of lymphocytes stained with Zombie UV vital dye, anti-CD4 
antibodies or anti-CD45R0 antibodies, respectively. The ordinate 
axis: а, б – fluorescence intensity for side scatter (SSC-A); в – fluo-
rescence intensity of lymphocytes stained with anti-CD3 antibodies; 
г – events count
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Анализ цитофлюориметрических данных осу-
ществляли с применением программы FlowJo v.  10.0 
(FlowJo LLC, США).

Определение пролиферирующих клеток. Приме-
нение функциональных тестов для исследования мета-
болизма CD4+Т-лимфоцитов исключает возможность ис-
пользования таких широко распространённых маркеров 
пролиферации, как Ki-67 и PCNA (proliferating cell nuclear 
antigen), требующих фиксации и пермеабилизации кле-
ток на этапе пробоподготовки. Ранее в культуре живых 
CD4+Т-клеток S.A. Younes и соавт. показали, что экспрес-
сия рецептора трансферрина 1 (CD71) на их поверхно-
сти прямо связана с содержанием белка Ki-67 в ядрах 
[23]. Таким образом, CD71 может применяться в каче-
стве альтернативы Ki-67 при идентификации пролифе-
рирующих CD4+Т-лимфоцитов в  нагрузочных тестах. 
В настоящем исследовании для определения делящихся 
CD4+Т-клеток использовались анти-CD71-BV421 (Becton 
Dickinson, США) и анти-CD71-AlexaFluor700 (Invitrogen, 
США) антитела.

измерение потребления глюкозы. Клетки, окра-
шенные поверхностными антителами и витальным кра-
сителем Zombie UV, инкубировали в среде, содержащей 
80 мкМ 2-NBDG (Abcam, Великобритания) при +37оС в те-
чение 15  мин. Затем двукратно вносили DPBS, содер-
жащий 1 % бычьего сывороточного альбумина (Bovine 
Serum Albumin – BSA; Sigma-Aldrich, США), и осаждали 
клетки центрифугированием (1000g, 3 мин). Образцы 
ресуспендировали в 100 мкл DPBS и инкубировали в те-
чение 5 мин при температуре +4оС перед цитометриче-
ским анализом.

измерение потребления жирных кислот. К клет-
кам, окрашенным поверхностными антителами и ви-
тальным красителем Zombie UV, вносили раствор 1 % 
BSA (bovine serum albumin, бычий сывороточный аль-
бумин) в DPBS, содержащий BODIPY FL C16 (Invitrogen, 
США) в конечной концентрации 50 нМ. Образцы инку-
бировали в течение 15 мин при комнатной температуре, 
затем дважды отмывали центирфугированием (1000 g, 
3 мин) в растворе 1 % BSA в DPBS. Перед измерением 
клетки ресуспендировали в 100 мкл DPBS.

Определение уровня экспрессии транспортёра 
глутамина. Клетки, окрашенные поверхностными анти-
телами и витальным красителем Zombie UV, фиксирова-
ли/пермеабилизировали с использованием набора True-
Nuclear Transcription Factor Buffer Set (BioLegend, США), 
согласно инструкции производителя. Обработанные 
клетки инкубировали в 100 мкл пермеабилизирующего 
буфера, содержащего первичные анти-ASCT2 антитела 
(Abcam, Великобритания), в течение 1 ч при комнатной 
температуре. Затем образцы окрашивали вторичными 
анти-IgG-AlexaFluor405 антителами (Abcam, Великобри-
тания) в течение 30  мин при комнатной температуре. 
В пробы вносили раствор 1 % BSA в DPBS, центрифуги-
ровали образцы (400 g, 5 мин) и ресуспендировали клет-
ки в 100 мкл DPBS перед измерением флуоресценции.

Оценка массы и трансмембранного потенциала 
митохондрий. В образцы клеток вносили митохондри-
альные красители MitoTrackerTM Green FM и MitoTrackerTM 

Orange CM-H2TMRos (Invitrogen, США) в конечных кон-
центрациях 25 нМ и 500 нМ соответственно. После ин-
кубирования при +37 °С в течение 30 мин клетки осаж-
дали центрифугированием (1000 g, 3 мин) и ресуспенди-
ровали в DPBS, содержащем 2 % ЭТС. Далее в образцы 
вносили поверхностные фенотипические антитела и ви-
тальный краситель Aqua Dead Cell Stain и инкубирова-
ли в течение 20 мин при комнатной температуре. Затем 
клетки осаждали центрифугированием и ресуспендиро-
вали в растворе 2 % ЭТС в DPBS для последующего изме-
рения. Изменение средней интенсивности флуоресцен-
ции (ΔMFI) митохондриальных красителей в пролифери-
рующих клетках рассчитывали по формуле:

,

где: CD71+ – делящиеся CD4+Т-лимфоциты; CD71– – по-
коящиеся CD4+Т-клетки.

статистическая обработка данных. В выборках 
рассчитывали медиану, интерквартильный размах 
и 10–90%-е интервалы. Статистическую значимость 
различий между группами устанавливали с помощью 
U-критерия Манна – Уитни и W-критерия Уилкоксона. 
Статистические расчёты и построение графиков осу-
ществляли с использованием программного обеспе-
чения Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США).

резУльтаты

субпопуляционный состав CD4+т-лимфоцитов. 
Оценка относительного и абсолютного числа CD4+Т-
лимфоцитов среди наивных клеток и клеток памяти 
не  выявила существенных отличий между субпопуля-
циями (рис. 2). Однако доля CD71-позитивных элемен-
тов среди CD4+Т-клеток памяти была значительно выше, 
чем среди наивных клеток (p < 0,001).

потребление глюкозы. Установлено, что в покоя-
щемся состоянии CD4+Т-лимфоциты активно потребляют 
глюкозу. Доля клеток, поглощающих её флуоресцентный 
аналог 2-NBDG, в среднем составила 80,6 % (61,7–85,7 %) 
в общей популяции. Данный показатель был сопоставим 
в субпопуляциях наивных клеток (79,4 % (48,1–88,0 %)) 
и клеток памяти (88,8 % (74,3–93,6 %)). В то же время по-
коящиеся CD4+Т-лимфоциты памяти при их сравнении 
с наивными клетками поглощали значительно больше 
глюкозы, о  чём свидетельствовала повышенная сред-
няя интенсивность флуоресценции данных клеток по-
сле инкубации в присутствии 2-NBDG (p < 0,001; рис. 3а).

При переходе к пролиферации уровень погло-
щения глюкозы CD4+ Т-клетками существенно воз-
растал (p  <  0,001; рис. 3б). Более того, наивные CD4+ 
Т-лимфоциты, характеризующиеся относительно низ-
ким потреблением глюкозы в покое, при вступлении 
в пролиферацию поглощали значительно больше суб-
страта, чем делящиеся клетки памяти (p < 0,001; рис. 3а).

потребление жирных кислот. Дальнейший анализ 
показал, что покоящиеся CD4+Т-лимфоциты используют 
экзогенные жирные кислоты в качестве одного из ме-
таболических субстратов. Однако доля клеток, потре-
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бляющих пальмитиновую кислоту, конъюгированную 
с BODIPY, составляла лишь 7,3 % (4,5–10,1 %). Относитель-
ное количество BODIPY-позитивных элементов в пуле 
наивных CD4+Т-лимфоцитов (6,7 % (4,3–9,5 %)) и CD4+Т-
клеток памяти (9,6 % (7,8–11,3 %)) было сопоставимым. 
Переход к пролиферации также не привёл к увеличению 
доли CD4+Т-лимфоцитов, потребляющих пальмитиновую 
кислоту в исследуемых субпопуляциях.

Оценка интенсивности флуоресценции BODIPY FL C16 
показала, что среди покоящихся CD4+Т-лимфоцитов 

клетки памяти поглощают больше пальмитиновой кис-
лоты, чем наивные клетки (p<0,001; рис. 4а). Кроме того, 
в  обеих субпопуляциях BODIPY-позитивных CD4+Т-
клеток потребление жирных кислот усиливалось при 
переходе к пролиферации (p<0,001; рис. 4б). Как и в слу-
чае с глюкозой, делящиеся наивные CD4+Т-лимфоциты, 
несмотря на  относительно низкий уровень поглоще-
ния субстрата в покое, потребляли пальмитиновую кис-
лоту активнее, чем пролиферирующие клетки памяти 
(p < 0,001; рис. 4а).

РИС. 2.  
Размер субпопуляций CD4+Т-лимфоцитов и доля пролифери-
рующих элементов среди наивных CD4+Т-клеток и клеток па-
мяти: TN – наивные клетки; TM – клетки памяти; *** – p < 0,001 
(U-критерий Манна – Уитни). Представлены медианы (гори-
зонтальные линии), интерквартильные размахи (прямоу-
гольники) и 10–90%-е интервалы (вертикальные отрезки)

FIG. 2.  
The size of naive and memory CD4+T lymphocyte sub-
sets and the frequency of proliferating CD4+T cells: TN – na-
ive CD4+T cells; TM – memory CD4+T cells; *** – p < 0.001 
(Mann – Whitney U-test). The data is shown as medians  
(horizontal lines), interquartile ranges (boxes) and 10–90% inter-
vals (whiskers)

        а    
РИС. 3.  
Потребление глюкозы наивными CD4+Т-лимфоцитами  
и CD4+Т-клетками памяти: а – средняя интенсивность флуо-
ресценции (MFI) 2-NBDG в наивных CD4+Т-лимфоцитах (TN) 
и CD4+Т-клетках памяти (TM). Представлены медианы (горизон-
тальные линии), интерквартильные размахи (прямоугольники) 
и 10–90%-е интервалы (вертикальные отрезки); *** – p < 0,001 
(U-критерий Манна – Уитни). б – средняя интенсивность флу-
оресценции 2-NBDG в покоящихся (CD71–) и пролиферирующих 
(CD71+) CD4+Т-лимфоцитах. Линии соединяют показатели од-
ного донора; *** – p < 0,001 (W-критерий Уилкоксона)

         б
FIG. 3.  
The levels of glucose uptake by naive and memory CD4+T cells: 
а – mean fluorescence intensity (MFI) of 2-NBDG in naive (TN) 
and memory (TM) CD4+T cells. The data is shown as medians  
(horizontal lines), interquartile ranges (boxes) and 10–90% inter-
vals (whiskers); *** – p < 0.001 (Mann – Whitney U-test). б – MFI 
of 2-NBDG in quiescent (CD71–) and cycling (CD71+) CD4+T cells. 
The lines connect the values of the same donor; *** – p < 0.001 (Wil-
coxon W-test)
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РИС. 5.  
Экспрессия транспортёра глутаминовой кислоты в по-
коящихся (CD71–) и пролиферирующих (CD71+) CD4+Т-
лимфоцитах: по оси ординат – средняя интенсивность флу-
оресценции (MFI); линии соединяют показатели одного доно-
ра; *** – p < 0,001 (W-критерий Уилкоксона)
FIG. 5.  
The expression of glutamine transporter (ASCT2) on the surface 
of quiescent (CD71–) and cycling (CD71+) CD4+T-cells: the ordinate 
axis – mean fluorescence intensity (MFI); the lines connect the val-
ues of the same donor; *** – p < 0,001 (Wilcoxon W-test)

Экспрессия транспортёра глутаминовой кис-
лоты. В ходе исследования было установлено, что все 

CD4+Т-лимфоциты экспрессируют на поверхности транс-
портёр глутамина ASCT2. При этом в покоящемся состо-
янии наивные CD4+Т-лимфоциты и клетки памяти не от-
личались по содержанию ASCT2. Вместе с тем при про-
лиферации плотность экспрессии транспортёра уве-
личивалась в обеих субпопуляциях CD4+Т-лимфоцитов 
(p < 0,001; рис. 5). Сравнение экспрессии ASCT2 в деля-
щихся наивных CD4+Т-клетках и клетках памяти не вы-
явило статистически значимых отличий между субпо-
пуляциями.

масса и заряд мембраны митохондрий. В обеих 
субпопуляциях CD4+Т-лимфоцитов при переходе из по-
коящегося состояния к пролиферации увеличивает-
ся масса митохондрий, что проявляется в усилении яр-
кости свечения клеток, содержащих MitoTracker Green 
(рис. 6а). При этом рост массы митохондрий в делящих-
ся наивных CD4+Т-клетках и клетках памяти происходил 
с одинаковой интенсивностью, поскольку коэффициент 
прироста флуоресценции MitoTracker Green в исследуе-
мых субпопуляциях существенно не отличался (рис. 6в).

Заряд мембраны митохондрий в разных субпопу-
ляциях CD4+Т-лимфоцитов, напротив, изменялся нео-
динаково. Так, общий заряд митохондрий увеличивал-
ся при делении наивных CD4+Т-клеток, но не клеток па-
мяти (рис. 6б). В соответствии с этим коэффициент при-
роста флуоресценции MitoTracker Orange при переходе 
покоящихся наивных CD4+Т-лимфоцитов к пролифера-
ции значительно превышал аналогичный показатель в 
клетках памяти (рис. 6г).

        а
РИС. 4.  
Уровень поглощения жирных кислот в субпопуляции  
BODIPY-позитивных наивных CD4+Т-лимфоцитов  
и CD4+Т-клеток памяти: а – средняя интенсивность флуо-
ресценции (MFI) BODIPY FL C16 в наивных CD4+Т-лимфоцитах 
(TN) и CD4+Т-клетках памяти (TM). Представлены медианы 
(горизонтальные линии) интерквартильные размахи (пря-
моугольники) и 10–90%-е интервалы (вертикальные отрез-
ки); *** – p < 0,001 (U-критерий Манна – Уитни). б – средняя 
интенсивность флуоресценции BODIPY FL C16 в покоящих-
ся (CD71–) и пролиферирующих (CD71+) CD4+Т-лимфоцитах. 
Линии соединяют показатели одного донора; *** – p < 0,001 
(W-критерий Уилкоксона)

          б 
FIG. 4.  
The levels of fatty acids uptake in naive and memory CD4+T cells: 
а – mean fluorescence intensity (MFI) of BODIPY FL C16 in na-
ive (TN) and memory (TM) CD4+T cells. The data is shown as me-
dians (horizontal lines), interquartile ranges (boxes) and 10–
90% intervals (whiskers); *** – p < 0.001 (Mann – Whitney U-test). 
б – MFI of BODIPY FL C16 in quiescent (CD71–) and cycling (CD71+) 
CD4+T cells. The lines connect the values of the same donor; 
*** – p < 0,001 (Wilcoxon W-test)
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В совокупности полученные в настоящей рабо-
те данные демонстрируют следующее. Покоящиеся  
CD4+Т- клетки памяти характеризуются повышенной ме-
таболической активностью и потребляют значительно 
больше глюкозы и пальмитиновой кислоты, чем наивные 
клетки в аналогичных условиях. При этом глюкоза по-
глощается большинством CD4+Т-лимфоцитов, в то вре-
мя как доля клеток, захватывающих экзогенные жирные 
кислоты, в обеих субпопуляциях невелика. Пролифера-
ция CD4+Т-лимфоцитов сопровождается перестройкой 
обменных процессов, проявляющейся увеличением 

потребления глюкозы и пальмитата, а также повыше-
нием экспрессии транспортёра глутамина. В наивных  
CD4+Т-клетках перестройка метаболизма, связанная 
с делением, приводит к значительному усилению потре-
бления глюкозы и пальмитиновой кислоты, а также к су-
щественному увеличению суммарного заряда мембра-
ны митохондрий. В то же время изменение метаболизма 
CD4+Т-лимфоцитов памяти, вызванное пролиферацией, 
носит более умеренный характер и значительно не вли-
яет на энергетическую функцию митохондрий. Таким об-
разом, ускоренная пролиферация CD4+Т-клеток памя-

                              
          

                                        

          а            б
                              

          

                                        
          в            г
РИС. 6.  
Изменение массы и заряда мембраны митохондрий  
CD4+Т-лимфоцитов при переходе из покоящегося состояния 
к пролиферации: а, б – средняя интенсивность флуоресцен-
ции (MFI) MitoTracker Green FM и MitoTracker Orange  
CM-H2TMRos в покоящихся (CD71–) и пролиферирующих 
(CD71+) CD4+Т-лимфоцитах; в, г – изменение средней интен-
сивности флуоресценции (ΔMFI) красителей MitoTracker 
Green FM и MitoTracker Orange CM-H2TMRos при переходе 
CD4+Т-клеток к пролиферации. Представлены медианы (го-
ризонтальные линии), интерквартильные размахи (прямо-
угольники) и 10–90%-е интервалы (вертикальные отрезки); 
* – p < 0,05; *** – p < 0,001; ns – нет статистически значимых 
отличий (U-критерий Манна – Уитни)

FIG. 6.  
The change in mitochondrial mass and mitochondrial membrane 
potential induced by proliferation of naive and memory  
CD4+T-cells: а, б – mean fluorescence intensity (MFI)  
of MitoTracker Green FM and MitoTracker Orange CM-H2T-
MRos in quiescent (CD71–) and cycling (CD71+) CD4+T cells; 
в, г – the change in MFI (ΔMFI) of MitoTracker Green FM  
and MitoTracker Orange CM-H2TMRos induced by proliferation. 
The data is shown as medians (horizontal lines), interquartile  
ranges (boxes) and 10–90% intervals (whiskers); * – p < 0,05; 
*** – p < 0,001; ns – not significant (Mann – Whitney U-test)
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ти при вторичном иммунном ответе может быть связа-
на с меньшими, в сравнении с наивными клетками, био-
энергетическими затратами.

ОбсУжДение

Особенностью данной работы является использова-
ние нового подхода к исследованию метаболизма живых 
делящихся CD4+Т-клеток. Большинство Т-лимфоцитов 
в периферической крови человека находятся в покоя-
щемся состоянии: как показало настоящее исследова-
ние, доля пролиферирующих клеток составляет менее 
1 % в субпопуляции наивных CD4+Т-лимфоцитов и око-
ло 5  % среди клеток памяти. В связи с  этим изуче-
ние особенностей функционирования делящихся  
CD4+Т-клеток в условиях ex vivo требует использования 
специфических маркеров пролиферации. Наиболее рас-
пространённым среди них является белок Ki-67, экспрес-
сируемый в ядрах клеток только в течение активных фаз 
клеточного цикла. Тем не менее, определение Ki-67 требу-
ет фиксации и пермеабилизации образцов, поэтому дан-
ный маркер не нашёл широкого применения при изуче-
нии метаболизма пролиферирующих CD4+Т-лимфоцитов. 
Вместо этого, большинство исследователей стимулирова-
ли покоящиеся клетки in vitro, чтобы увеличить число деля-
щихся CD4+Т-лимфоцитов в популяции и исключить необ-
ходимость фенотипирования [21, 22]. Исследование, про-
ведённое S.A. Younes и соавт. в 2018 году, показало, что де-
лящиеся клетки в популяции живых CD4+Т-лимфоцитов 
можно определять с  использованием поверхностных 
маркеров [23]. Так, мы установили, что наличие белка  
Ki-67 в ядре пролиферирующих CD4+Т-клеток связано 
с экспрессией молекулы CD71 на их поверхности (r = 0,985; 
p < 0,001). Используя данный маркер в настоящей рабо-
те, мы впервые изучили особенности обменных процес-
сов CD4+Т-лимфоцитов, пролиферирующих in vivo. Кроме 
того, сочетание CD71 с другими фенотипическими антите-
лами впервые дало возможность исследовать метаболи-
ческие свойства делящихся наивных CD4+Т-лимфоцитов 
и CD4+Т-клеток памяти одновременно.

Одним из основных результатов проведённого иссле-
дования является установление того факта, что при де-
лении CD4+Т-лимфоциты памяти в сравнении с наивны-
ми клетками потребляют меньше глюкозы. Ранее метабо-
лизм глюкозы в наивных CD4+Т-клетках и клетках памяти 
сравнивали только в активированных клетках, стимули-
рованных in vitro [21]. При этом авторы оценивали про-
дукцию лактата, то есть интенсивность окисления глюко-
зы в процессе аэробного гликолиза. В результате было 
установлено, что CD4+Т-лимфоциты памяти в сравнении 
с наивными клетками меньше увеличивают активность 
аэробного гликолиза при стимуляции через Т-клеточный 
рецептор. Однако существенной разницы между продук-
цией лактата в активированных наивных CD4+Т-клетках 
и клетках памяти установлено не было. Возможно, обна-
руженное нами увеличение потребления глюкозы в про-
лиферирующих наивных CD4+Т-лимфоцитах ex vivo свя-
зано с другими метаболическими путями.

Помимо этого, в ходе настоящего исследования было 
установлено, что небольшая часть CD4+Т-клеток способна 
потреблять экзогенные жирные кислоты. В литературе от-
носительно субпопуляционной принадлежности данных 
клеток нет единого мнения. Ранее было показано, что инку-
бация активированных CD4+Т-клеток в среде, содержащей 
жирные кислоты, приводит к увеличению доли регулятор-
ных CD4+Т-лимфоцитов в популяции [24]. Этот факт позво-
ляет предположить, что BODIPY-позитивные CD4+Т-клетки 
могут относиться к регуляторным Т-лимфоцитам. Тем не ме-
нее, I. Pacella и соавт. продемонстрировали, что уровень по-
глощения флуоресцентного аналога пальмитата в регуля-
торных и конвенциональных CD4+Т-лимфоцитах существен-
но не отличается [25]. Таким образом, роль экзогенных жир-
ных кислот в жизнедеятельности различных субпопуляций 
CD4+Т-клеток требует дальнейшего изучения.

Следующим этапом данной работы была оцен-
ка изменения состояния митохондрий при  переходе  
CD4+Т-лимфоцитов из покоящегося состояния к про-
лиферации. С этой целью мы проанализировали коэф-
фициенты прироста массы и заряда мембраны мито-
хондрий, т. е. проценты изменения средней интенсив-
ности флуоресценции соответствующих красителей 
MitoTracker Green и MitoTracker Orange CM-H2TMRos в де-
лящихся CD4+Т-клетках. Анализ данных показателей по-
зволил установить, что и в наивных CD4+Т-лимфоцитах, 
и в CD4+Т-клетках памяти при пролиферации возраста-
ет масса митохондрий. Вместе с тем, только в наивных 
элементах увеличение массы сопровождается повы-
шением суммарного заряда мембраны митохондрий, 
в  то  время как в популяции CD4+Т-лимфоцитов памя-
ти заряд мембраны митохондрий в CD71-негативных 
и CD71-позитивных клетках был сопоставим.

Приведённые выше данные могут иметь два вероятных 
объяснения. Первое предполагает, что в CD4+Т-клетках па-
мяти митохондрии не испытывают значительных нагрузок 
при переходе из покоящегося состояния к пролиферации, 
в связи с чем их трансмембранный потенциал существен-
но не изменяется. Однако данная гипотеза кажется мало-
вероятной с учётом важной роли митохондрий в регуля-
ции клеточного цикла [11, 26]. Другим объяснением может 
служить то, что митохондрии CD4+Т-лимфоцитов памяти 
в покоящемся состоянии адаптированы к нагрузкам, свя-
занным с пролиферацией. Ранее было показано, что CD8+Т-
клетки памяти обладают биоэнергетическим преимуще-
ством по отношению к наивным клеткам и отличаются по-
вышенной резервной дыхательной ёмкостью митохондрий 
[27]. Авторы также установили, что эти особенности обу-
словливают способность CD8+Т-лимфоцитов памяти бы-
стрее вступать в иммунный ответ при повторной встрече 
с антигеном. Полученные нами данные демонстрируют, 
что схожие адаптации могут быть свойственны, в том чис-
ле, CD4+Т-клеткам памяти.

заключение

В ходе настоящего исследования было установлено, 
что CD4+Т-лимфоциты памяти, способные быстрее реа-
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гировать на вновь распознанный антиген, обладают ря-
дом метаболических особенностей. При пролиферации 
такие клетки в меньшей степени усиливают потребле-
ние метаболических субстратов и, в отличие от наивных 
CD4+Т-лимфоцитов, не увеличивают заряд мембраны ми-
тохондрий. Возможная связь между метаболизмом CD4+Т-
клеток и эффективностью вторичного иммунного ответа 
подчёркивает важность дальнейшего изучения обменных 
процессов CD4+Т-лимфоцитов памяти. Настоящая работа 
является одной из первых в данном направлении и указы-
вает на то, что значительную роль в пролиферации CD4+Т-
клеток памяти может играть состояние митохондрий.

Полученные данные позволяют предположить, 
что митохондрии Т-лимфоцитов памяти могут стать пер-
спективной мишенью для разработки новых иммуноте-
рапевтических стратегий. Ранее методы лечения, направ-
ленные на регуляцию обменных процессов в Т-клетках, 
показали свою эффективность при терапии ревматоид-
ного артрита [28], сахарного диабета [29] и аутоиммун-
ного лимфопролиферативного синдрома [30]. Дальней-
шие исследования в области метаболизма CD4+Т-клеток 
памяти могут открыть новые перспективы для решения 
других задач современной иммунологии, в частности – 
улучшения поствакцинального иммунитета.
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