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Резюме. Химиотерапевтические препараты, которые применяются в медицине для лечения онко-
логических заболеваний, способны вызвать повреждение иммунной системы и привести к формиро-
ванию вторичного иммунодефицита. Восстановление Т-клеточного звена иммунитета, которое под 
действием химиотерапевтических средств поражается наиболее сильно, является важным объектом 
исследований как для понимания патогенеза повреждающего действия цитостатиков, так и для по-
иска адекватных способов коррекции возникающих нарушений. Целью исследования было изучить 
процесс восстановления Т-клеток и выяснить вклад гомеостатической пролиферации в восстанов-
ление субпопуляций Т-лимфоцитов. Эксперимент проводили на 33 самках мышей линии C57BL/6. 
Опытной группе (25 мышей) однократно вводился циклофосфан в дозе 125 мг/кг, контрольная группа 
препарат не получала. Материалом для исследования являлись спленоциты, выделенные на 5, 10, 20, 
30 и 60 сутки после введения препарата. С помощью проточной цитометрии была проведена оценка 
восстановления Т-хелперов (фенотип CD3+CD4+) и цитотоксических Т лимфоцитов (ЦТЛ) (фено-
тип CD3+CD8+), а также их «возрастной» фенотип по содержанию субпопуляций наивных (Tnaive) и 
центральных Т-клеток памяти (Tcm). Вклад гомеостатической пролиферации в восстановление чис-
ленности Т-клеток определяли по соотношению Tnaive/Tcm. Было выявлено статистически значи-
мое увеличение численности общего числа спленоцитов, субпопуляций Т-хелперов, ЦТЛ, а также 
соотношения CD4+/CD8+T-клеток в ранний период после введения ЦФ (5-е сутки). В дальнейшем 
отмечалось снижение спленоцитов и их субпопуляций. Субпопуляция ЦТЛ не восстанавливается 
даже через 2 месяца после введения препарата и является более уязвимой к действию циклофосфа-
на, чем субпопуляция Т-хелперов. При оценке «возрастного» фенотипа Т-клеток было показано, что 
наивные Т-хелперы и наивные ЦТЛ наиболее подвержены действию ЦФ, эти субпопуляции также 
не восстанавливались через 60 суток после его введения. В то же время число клеток с фенотипом 
центральных Т-клеток памяти преобладало к концу эксперимента: выявлена конверсия фенотипа 
Т-лимфоцитов с преобладанием клеток с фенотипом центральных Т-клеток памяти. Таким образом, 
после введения ЦФ показано усиление гомеостатической пролиферации с конверсией фенотипа наи-
вных Т-клеток в клетки с фенотипом центральных Т-клеток памяти, сопровождающееся дефицитом 
наивных Т-клеток. Подобные изменения приводят к сужению репертуара Т-клеточных рецепторов, 
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что вызывает преждевременное старение иммунной системы и повышает риск развития аутоиммун-
ных заболеваний.

Ключевые слова: гомеостатическая пролиферация, конверсия фенотипа, лимфопения, проточная цитометрия, C57BL/6, 
циклофосфамид

ENHANCED HOMEOSTATIC PROLIFERATION OF 
T LYMPHOCYTES AFTER CYCLOPHOSPHAMIDE INJECTION  
IN C57BL/6 MICE
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Abstract. Chemotherapeutic agents are used in medicine to treat cancer. They can damage immune 
system and lead to the secondary immunodeficiency. T cells are most severely affected during chemotherapy. 
Restoration of the T lymphocytes is an important topic in research to understand pathogenesis of damaging 
effects caused by cytostatics and searching ways to correct the resulting disorders. The aim of our study was 
to follow the process of T cell recovery, and to understand the role of its homeostatic proliferation. 33 female 
C57BL/6 mice were included into the experiment. The experimental group (25 mice) received a single injection 
of cyclophosphamide (Cy) at a dose of 125 mg/kg; the control group did not receive the drug. Biomaterials for 
the study were splenocytes isolated on days 5, 10, 20, 30 and 60 after the drug administration. Flow cytometry 
was used to measure the recovery of T helpers (CD3+CD4+) and cytotoxic T lymphocytes (CTL, CD3+CD8+), 
as well as their “age-related” phenotype assayed for naive (Tnaive) and central memory (Tcm) T cells. The 
level of homeostatic proliferation was determined by the Tnaive/Tcm ratio. The total amount of splenocytes, 
T helpers, CTLs and the CD4+/CD8+ ratio showed a statistically significant increase at the early terms after 
Cy administration (day 5). Further, a decrease in splenocytes and their subpopulations was observed. We 
found that the CTL subpopulation didn’t recover even 2 months after the drug administration and was more 
sensitive to the action of cyclophosphamide than the T helper subpopulation. We have also revealed that naive 
T helpers and naive CTLs are most susceptible to the Cy action; these subpopulations also failed to recover 60 
days after the drug administration. At the same time, the amount of central memory T cells predominated by 
the end of the experiment, showing conversion of the T cell phenotype. Thus, we have shown an increase in 
homeostatic proliferation, along with conversion of naive T cell phenotype to the central memory T cells after 
Cy administration accompanied by deficiency of naive T cells. Such changes cause skewing of TCR repertoire. 
This shift may cause premature aging of immune system and increases the risk of autoimmune diseases.

Keywords: homeostatic proliferation, phenotype conversion, lymphopenia, flow cytometry, C57BL/6, cyclophosphamide

Введение
В течение жизни организм может подвергать-

ся воздействию различных факторов, вызыва-
ющих лимфопению. Одним из механизмов вос-
становления численности лимфоцитов является 
гомеостатическая пролиферация (ГП). Гомео-
статическая пролиферация лимфоцитов – это 
деление вышедших из тимуса Т-лимфоцитов в 
периферических органах иммунной системы [4]. 
В гомеостатической пролиферации участвуют 
как наивные Т-клетки, не контактировавшие с 
антигеном, так и Т-клетки памяти. Этот процесс 
происходит главным образом в Т-зависимых зо-
нах – периартериальных муфтах селезенки и па-
ракортексе лимфатических узлов и имеет некото-

рые особенности у наивных Т-клеток и Т-клеток 
памяти [2]. 

Для гомеостатической пролиферации в пери-
ферических органах иммунной системы наивным 
Т-клеткам необходим контакт с МНС в комплек-
се с аутологичным пептидом, так же, как и со-
зревающим Т-лимфоцитам во время тимопоэза в 
процессе отрицательной и положительной селек-
ции (контакт с комплексами MHC-эндогенный 
пептид). Наивные Т-клетки могут конкурировать 
за факторы выживания с Т-клетками памяти во 
время этого процесса [12]. 

Для гомеостатической пролиферации важен 
еще один процесс, который напоминает положи-
тельную селекцию в тимусе. Он требует взаимо-
действия Т-клеток с МНС II (для CD4+T-клеток) 
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и МНС I (для CD8+T-клеток), однако не нужда-
ется в костимуляции через CD28 [3]. 

Кроме клеточных взаимодействий для ГП не-
обходимы интерлейкины-7 (IL-7) и интерлей-
кин-15 (IL-15). Эти же цитокины являются ин-
гибиторами супрессорной активности Тreg, что, 
предположительно, может создавать предпосыл-
ки к возникновению аутоиммунной патологии. 
Помимо этого, усиление гомеостатической про-
лиферации приводит к повышению олигокло-
нальности Т-клеточных рецепторов [8, 21]. 

IL-7 необходим для экспрессии в пролифе-
рирующих клетках антиапоптотических факто-
ров. Концентрация этого цитокина определяет 
интенсивность ГП: концентрация IL-7 для ГП 
должна быть выше, чем для поддержания жизни 
лимфоцита в обычных условиях. IL-7 выраба-
тывают клетки стромы и дендритные клетки пе-
риферических лимфоидных органов иммунной 
системы. IL-15 необходим для гомеостатической 
пролиферации CD8+T-клеток [3]. 

Наивные Т-клетки в результате гомеостатиче-
ской пролиферации приобретают фенотип кле-
ток памяти, экспрессия ими CD44 усиливается. 
Приобретение наивными клетками фенотипа 
клеток памяти без вовлечения в иммунный ответ 
получило название «конверсия фенотипа». Сле-
дует отметить важную особенность этих клеток – 
T-лимфоциты, подвергшиеся ГП, пролифери-
руют в ответ на лимфопеническое состояние, не 
взаимодействуя с антигеном [18].

Таким образом, большая часть наивных кле-
ток, вовлеченных в гомеостатическую пролифе-
рацию, образует в итоге популяцию покоящихся 
клеток, фенотипически похожих на центральные 
Т-клетки памяти, возникшие в ответ на чужерод-
ные антигены. Они, подобно центральным клет-
кам памяти, экспрессируют CCR7 и CD62L, не-
обходимые для их рециркуляции, а также CD127 
(IL-7Rα) и CD122 (IL-2Rβ/IL-15) [4, 7].

Приобретенный фенотип клеток памяти  
сохраняется стабильно при продолжающейся 
Т-клеточной лимфопении. При этом Т-лим-
фоциты, которые приобретают фенотип и свой-
ства клеток памяти, продолжают участвовать в 
ГП и попадают под действие факторов, опреде-
ляющих гомеостаз Т-клеток памяти с его особен-
ностями [5].

Для гомеостатической пролиферации 
Т-клеток памяти не требуется контакта клеток 
с молекулами МНС, но необходимы гумораль-
ные факторы. Для пролиферации CD8+T-клеток 
памяти, которые высоко экспрессируют CD122 
(субъединицы IL-2Rβ/IL-15), нужен IL-15 [14, 
17]. Также имеются данные, что СD8+T-клетки 
памяти могут пролиферировать и под действием 
таких цитокинов, как IL-7 и IL-2 [20]. Гомеоста-
тическую пролиферацию CD4+T-клеток памяти 
регулирует IL-7 [19]. Синергичную роль оказы-

вает экспрессия OX40 в эффекторных CD4+T-
клетках памяти при ГП [23]. 

Конверсия фенотипа наивных клеток и суже-
ние репертуара TCR при ГП влияет на способ-
ность иммунной системы отвечать на антигены. 
Это может создавать предпосылки к накоплению 
аутореактивных клонов и преждевременному ста-
рению иммунной системы, что следует учитывать 
при индуцированных лимфопениях различного 
генеза. При терапии опухолей по схемам лече-
ния, которые включают циклофосфан, в ответ на 
лимфопению усиливается гомеостатическая про-
лиферация. Циклофосфан или циклофосфамид 
(ЦФ) – это производное бис-β-хлорэтиламина 
(азотистый аналог иприта). Циклофосфамид ме-
таболизируется системой цитохрома P450 в пече-
ни [9].

В настоящей работе мы исследовали особен-
ности ГП после введения циклофосфана – одно-
го из распространенных химиотерапевтических 
препаратов алкилирующего действия, который 
активно применятся для лечения опухолей. 

Материалы и методы
Мыши
Эксперимент проводили на самках мышей 

линии C57BL/6 в возрасте 6-8 недель и массой  
18-20 г. Мыши были получены из питомника 
«Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. 
Работа с мышами проводилась в соответствии с 
«Европейской конвенцией о защите позвоноч-
ных животных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях» (ETS N123), прика-
зом МЗ РФ от 23 августа 2010 года №708н «Об 
утверждении правил лабораторной практики» и 
«Положением об этическом отношении к лабо-
раторным животным ГНЦ «Института иммуно-
логии» ФМБА России». 

В исследовании было задействовано 33 мыши, 
которых разделили на 2 группы: 25 животных 
в опытной и 8 мышей в контрольной группе. 
Опытная группа получала ЦФ. На 5-е, 10-е, 20-е, 
30-е и 60-е сутки (по 5 мышей в каждой экспери-
ментальной подгруппе) анализировали Т-клетки, 
выделенные из селезенок мышей. 

Химиотерапия
Опытной группе мышей однократно внутри-

брюшинно вводился циклофосфамид (Endoxan, 
Бакстер Онкология ГмбХ, Германия) в дозе 
125 мг/кг, что составляет половину от максималь-
но переносимой дозы 250 мг/кг. Сухой лиофили-
зированный ЦФ разводили в 10 мл стерильного 
физиологического раствора [13]. 

Выделение спленоцитов 
Спленоциты выделяли из мышиных селезе-

нок. Для получения клеток селезенки механи-
чески гомогенизировали с помощью гомоге-
низатора Поттера, далее переносили их в PBS 
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(«ПанЭко», Россия) с добавлением 1% BSA 
(Sigma, США) и 0,1% NaN3 (Sigma, США).

Для удаления эритроцитов к суспензии добав-
ляли 1 мл лизирующего буфера (Becton Dickinson, 
США) с последующей отмывкой в 5 мл PBS.

Количество клеток в органе определяли с по-
мощью камеры Горяева. Жизнеспособность кле-
ток определяли методом эксклюзии 0,1%-ного 
раствора трипанового синего, она была выше 
95% во всех исследованиях. 

Проточная цитометрия 
Проточная цитометрия проводилась на ци-

тометре BD FACSCanto™ II (Becton Dickinson, 
США), как описано в предыдущем исследова-
нии [1]. 

Определяли общее содержание клеток, про-
цент и абсолютное содержание Т-лимфоци-
тов (CD3+) и их субпопуляций: Т-хелперов 
(CD3+CD4+), цитотоксических Т-лимфоцитов 
(CD3+CD8+), возрастной фенотип Т-клеток 
(наивные Т-лимфоциты (Тnaive), центральные 
Т-клетки памяти (Tcm)). У мышей «возрастной» 
фенотип оценивали по коэкспрессии поверх-
ностных маркеров – CD44 и CD62L. Наивные 
Т-клетки имеют фенотип CD62L+44lo/-, а цен-
тральные Т-клетки памяти – CD62L+44hi. 

Использовали следующую комбинацию моно-
клональных антител фирмы eBioscience (США) 
(препараты для изотипических контролей также 
этой фирмы): 

Анти-CD3-FITC + анти-CD4-PerCP-Cy5.5 + 
анти-CD8-APC-eFluor780 + анти-CD44-PE-Cy7 
+ анти-СD62L-PE.

Статистическая обработка результатов
Обработка результатов проводилась с помо-

щью компьютерной программы Statistica 12.5 
(Stat Soft Inc., США). Учитывая негауссово рас-
пределение (по критерию Шапиро-Уилка), ис-
пользовали методы непараметрического анализа. 
Исследованные количественные данные пред-
ставлены в виде Ме (Q0,25-Q0,75), где Ме – меди-
ана, Q0,25 – нижний квартиль, Q0,75 – верхний 
квартиль. Для попарного сравнения эксперимен-
тальных групп с контрольными применяли не-
параметрический U-критерий Манна–Уитни. В 
случаях р < 0,05 различие считали статистически 
значимым. 

При графическом представлении данных про-
водили нормализацию относительно контроля, 
значение которого принимали за единицу.

Результаты
Нами проведена оценка восстановления 

Т-хелперов (фенотип CD3+CD4+) и цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов (ЦТЛ) (фенотип CD3+CD8+), 
а также их субпопуляций после воздействия ци-
клофосфана. Для исследования влияния гомео-
статической пролиферации на восстановление 

лимфоцитов был проанализирован «возрастной» 
фенотип Т-клеток. 

Анализ восстановления численности спленоци-
тов, Т-хелперов и ЦТЛ

Результаты изучения численности клеток се-
лезенки мышей после однократного введения 
циклофосфана представлены в таблице 1. Число 
всех спленоцитов на 5-е сутки после введения 
ЦФ увеличилось на 36% (р < 0,05 в сравнении с 
контролем). 

Анализ численности субпопуляций Т-хел-
перов и ЦТЛ показал, что количество клеток обе-
их субпопуляций увеличилось почти в 2 раза на 
5-е сутки, однако в дальнейшем наблюдалось их 
снижение (до 20-х суток включительно) (табл. 1, 
рис. 1). 

Количество ЦТЛ уменьшилось к 10-м сут-
кам на 46%, а к 20-м стукам – до 26% от кон-
троля (р < 0,05 в сравнении с контролем). Число 
Т-хелперов уменьшилось до 48% на 20-е сутки, 
однако различия с контрольной группой не были 
статистически значимы, что, по-видимому, свя-
зано с небольшим числом мышей в группах. 

Начиная с 30-х суток (табл. 1, рис. 1) числен-
ность Т-хелперов и ЦТЛ начала увеличиваться. 
Для Т-хелперов процесс восстановления занял 2 
месяца: к 60-м суткам число Т-хелперов мышей 
опытной группы достигло уровня Т-хелперов 
мышей в контроле. 

Процент ЦТЛ через 60 суток был лишь 76% от 
уровня контроля (р < 0,05 в сравнении с контро-
лем). Следовательно, восстановления популяции 
Т-киллеров не происходит даже через 2 месяца 
после воздействия цитостатика.

Оценка вклада гомеостатической пролиферации 
в восстановление субпопуляций Т-лимфоцитов

Помимо изучения восстановления числа 
Т-хелперов и ЦТЛ мы провели исследование вли-
яния гомеостатической пролиферации на восста-
новление лимфоцитов. Поскольку гомеостатиче-
ская пролиферация сопровождается конверсией 
фенотипа наивных Т-клеток, мы оценили со-
отношение наивных Т-клеток и центральных 
Т-клеток памяти. Алгоритм цитометрического 
определения субпопуляций наивных и централь-
ных Т-клеток памяти на примере ЦТЛ селезенки 
интактной мыши представлен на рисунке 2.

При анализе восстановления наивных 
Т-клеток (Tnaive) и Т-клеток памяти (Tcm) было 
выявлено статистически значимое увеличение 
численности на 5-е сутки во всех субпопуляци-
ях, кроме CD8+Tnaive (табл. 2, рис. 3, 4) (р < 0,05 
в сравнении с контролем). Однако на 10-е сутки 
численность клеток во всех анализируемых суб-
популяциях снизилась в 2-3 раза, кроме CD4+Tcm 
(р < 0,05 в сравнении с контролем).

Численность наивных Т-хелперов была мини-
мальной на 20-е сутки, а наивных ЦТЛ – на 30-е 
сутки после введения ЦФ. Содержание клеток в 
этих субпопуляциях не достигало уровня контро-
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ТАБЛИЦА 1, ЧИСЛЕННОСТЬ СПЛЕНОЦИТОВ, Т-ХЕЛПЕРОВ И ЦТЛ МЫШЕЙ ЛИНИИ C57BL/6 ПОСЛЕ ОДНОКРАТНОГО 
ВВЕДЕНИЯ ЦИКЛОФОСФАНА, млн

TABLE 1, NUMBER OF SPLENOCYTES, T-HELPERS AND CTLS OF C57BL/6 MICE AFTER A SINGLE INJECTION 
OF CYCLOPHOSPHAMIDE, mln

Сутки
Days

Спленоциты
Splenocytes

CD3+CD4+

Т-хелперы
T helper

CD3+CD8+

ЦТЛ
CTL

0 127,88 
(118,50-139,50)

26,17
(23,93-29,41)

24,9
(24,38-26,26)

5 174,00
(147,00-247,00)*

61,81
(44,56-79,86)*

45,67
(39,34-65,32)*

10 100,50
(91,00-100,50)

17,67
(14,39-20,19)

13,39
(12,55-13,58)*

20 60,50
(56,50-64,50)*

12,61
(12,17-13,29)*

6,55
(6,16-7,28)*

30 70,00*
(62,50-71,25)

16,34
(12,73-17,66)*

6,14
(6,13-6,60)*

60 140,00
(110,00-148,50)

27,37
(21,52-27,39)

18,97
(13,58-20,45)*

Примечание. * – p < 0,05 в сравнении с контролем.

Note. *, p < 0.05 in comparison with control.

Рисунок 1. Динамика изменения численности популяций спленоцитов, Т-хелперов и ЦТЛ мышей линии C57BL/6 
после однократного введения циклофосфана
Примечание. По оси абсцисс отмечены сутки после введения ЦФ, по оси ординат – нормализованные данные по количеству 
клеток, где за 1 принято значение контроля. Общее число спленоцитов, Т-хелперов и ЦТЛ увеличивается на 5-е сутки после 
введения ЦФ и снижается до 47%, 46% и 23% от контроля, соответственно, на 20-е сутки.
Figure 1. Dynamics of changes in the number of splenocyte, T helper and CTL populations in C57BL/6 mice after a single injection 
of cyclophosphamide
Note. The abscissa shows the day after CP injection, the ordinate shows the normalized data of the cell number the control value taken as 1. The 
total number of splenocytes, T helpers and CTLs increases on the 5th day after CP injection and decreases to 47%, 46% and 23% of the control 
amount on the 20th day, respectively. 

ля к концу эксперимента: численность наивных 
Т-хелперов составила 69% от уровня контро-
ля, а содержание наивных ЦТЛ составило 76% 
от контроля (р < 0,05). Следовательно, наивные 
Т-клетки не восстановились даже через 60 суток 

после введения ЦФ (р < 0,05 в сравнении с конт-
ролем). 

Число Т-хелперов и ЦТЛ с фенотипом цен-
тральных Т-клеток памяти уменьшилось к 
10-м суткам после введения ЦФ и было мини-
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мальным на 20-е сутки: 54% от содержания в 
конт роле для субпопуляции CD4+Tcm и 27% от 
контроля — для CD8+Tcm (р < 0,05). Следова-
тельно, количество CD8+T-клеток Tcm уменьши-
лось в 3,6 раза, а CD4+T-клеток Tcm – в 2 раза.

К 30-му дню эксперимента количество клеток 
постепенно увеличивалось (табл. 2, рис. 3, 4). 

К концу эксперимента (60-е сутки) количество 
клеток с фенотипом центральных Т-клеток памя-
ти постепенно увеличивалось и стало статистиче-
ски значимо превышать их содержание в контро-
ле: содержание Tcm в субпопуляциях Т-хелперов 

и ЦТЛ увеличилось в 2 раза для CD4+Tcm и в 1,2 
раза для CD8+Tcm на фоне снижения числа наи-
вных Т-клеток (табл. 2, рис. 3, 4). 

На рисунке 5 представлено соотношение наи-
вных и центральных Т-клеток памяти – Tnaive/
Tcm. По графику видно преобладание Tcm. Со-
отношение Tnaive/Tcm у Т-хелперов снизилось 
с 23,6 (соотношение Tnaive/Tcm контрольных 
мышей) до 10,4 к концу эксперимента. У ЦТЛ 
соотношение между наивными и центральны-
ми Т-клетками памяти после введения ЦФ так-

Рисунок 2. Алгоритм цитометрического определения субпопуляций наивных и центральных Т-клеток памяти 
на примере ЦТЛ селезенки интактной мыши линии C57BL/6
Примечание. Стрелками обозначены подмножества Tnaive и Tcm. 
Figure 2. Algorithm for cytometric determination of naive and central memory T cell subpopulations using CTLs of the spleen  
of an intact C57BL/6 mouse as an example
Note. The subsets of Tnaive and Tcm are marked by a black arrow.

ТАБЛИЦА 2. ЧИСЛЕННОСТЬ «ВОЗРАСТНЫХ» СУБПОПУЛЯЦИЙ Т-ХЕЛПЕРОВ (CD4+) И ЦТЛ (CD8+) МЫШЕЙ ЛИНИИ 
C57BL/6 ПОСЛЕ ОДНОКРАТНОГО ВВЕДЕНИЯ ЦИКЛОФОСФАНА, млн

TABLE 2. NUMBER OF “AGE” SUBPOPULATIONS OF T HELPER (CD4+) AND CTL (CD8+) C57BL/6 MICE AFTER A SINGLE 
INJECTION OF CYCLOPHOSPHAMIDE, mln

Сутки
Days CD4+Tnaive CD4+Tcm CD8+Tnaive CD8+Tcm

0 20,33
(16,27-21,64)

0,79
(0,68-0,96)

15,45
(13,3-16,1)

3,44
(3,24-4,51)

5 25,27 
(14,93-26,20)*

5,35
(3,63-7,30)*

19,84 
(16,76-24,10)

11,95
(9,56-13,72)*

10 8,77*
(7,18-9,81)

0,79
(0,65-0,94)

5,41*
(4,31-5,59)

1,36*
(1,17-1,36)

20 5,81*
(5,18-5,97)

0,43*
(0,38-0,46)

3,94*
(3,85-4,12)

0,94*
(0,92-1,21)

30 8,87*
(7,70-8,93)

0,40*
(0,40-0,59)

3,40*
(3,35-3,95)

1,07*
(0,64-1,08)

60 13,94*
(9,10-15,38)

1,51*
(0,84-1,59)

11,82*
(7,55-12,01)

4,29
(3,18-5,07)*

Примечание. * – p < 0,05 в сравнении с контролем (0-е сутки).

Note. *, p < 0.05 in comparison with control (day 0).
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Рисунок 3. Динамика изменения численности «возрастных» субпопуляций Т-хелперов мышей линии C57BL/6 после 
однократного введения циклофосфана
Примечание. По оси абсцисс отмечены сутки после введения ЦФ, по оси ординат – нормализованные данные по количеству 
клеток, где за 1 принято значение контроля. На 5-е сутки число Tcm значительно увеличивается, число Tnaive статистически 
значимо не меняется. Содержание Tcm уменьшается до 30-х суток и увеличивается к 60-м суткам, число Tnaive ниже 
содержания в контроле на протяжении 10-60 суток.
Figure 3. Dynamics of changes in the number of T helper “age” subpopulations of in C57BL/6 mice after a single injection of 
cyclophosphamide
Note. The abscissa shows the day after CP injection, the ordinate shows the normalized data of the cell number the control value taken as 1. The 
number of Tcm increases significantly, the number of Tnaive does not change on the 5th day. The number Tcm significantly decreases to 30 days, 
the Tnaive number is significantly lower compared to the control, and the Tcm number significantly increases by 60 days. 

Рисунок 4. Динамика изменения численности «возрастных» субпопуляций ЦТЛ мышей линии C57BL/6 после 
однократного введения циклофосфана
Примечание. По оси абсцисс отмечены сутки после введения ЦФ, по оси ординат – нормализованные данные по количеству 
клеток, где за 1 принято значение контроля. На 5-е сутки количество Tnaive и Tcm значительно увеличивается, к 30-м суткам – 
уменьшается. К 60-м суткам число Tnaive остается ниже содержания в контроле, а Tcm увеличивается, превышая уровень 
контроля.
Figure 4. Dynamics of changes in the number of CTL “age” subpopulations in C57BL/6 mice after a single injection of 
cyclophosphamide.
Note. The abscissa shows the day after CP injection, the ordinate shows the normalized data of the cell number with the control value taken 
as 1. The amount of Tnaive and Tcm significantly increases on the 5th day, it significantly decreases by the 30th day. The number of Tnaive keeps 
significantly lower compared to the control, and for Tcm it significantly increases by the 60th day.
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же уменьшилось, но более плавно – с 3,9 до 2,4 
(рис. 5).

Обсуждение
В данной работе мы наблюдали существенное 

увеличение численности общего числа сплено-
цитов, субпопуляций Т-хелперов и ЦТЛ в ран-
ний период после введения ЦФ (5-е сутки). Этот 
процесс можно объяснить компенсаторным 
выбросом наивных клеток из тимуса в ответ на 
лимфопеническое состояние, вызванное дей-
ствием ЦФ. В проведенном ранее исследовании 
было показано снижение соотношения CD4+/
CD8+T-клеток после введения ЦФ, в нашем ис-
следовании мы наблюдали обратную картину: на 
5-й день после введения ЦФ соотношение CD4+/
CD8+T-клеток увеличивалось с 1,05 (26,17/24,9) 
до 1,35 (61,81/45,67) [11]. 

В дальнейшем (до 20-х суток) отмечалось 
снижение числа спленоцитов, субпопуляций 
Т-хелперов и ЦТЛ: при этом количество ЦТЛ 
уменьшилось к 10-м суткам, а Т-хелперов – к 
20-м суткам почти наполовину. В исследовании 
Motoyoshi Y. и соавт. было показано, что даже 
небольшая доза ЦФ (20 мг/кг) вызывает умень-
шение числа спленоцитов на 50%, выбранная 
нами доза ЦФ (125 мг/кг) оказывает похожий 
эффект [16]. 

Начиная с 30-х суток после введения препа-
рата в селезенке начинается процесс восстанов-
ления численности Т-лимфоцитов. При этом 
субпопуляция Т-хелперов (CD3+CD4+T-клеток) 

восстанавливает свою численность до количе-
ства клеток в контрольной группе к 60-м сут-
кам, а численность клеток субпопуляции ЦТЛ 
(CD3+CD8+T-клеток) к этому времени оста-
ется ниже контрольных значений. Получен-
ные данные показывают, что популяция ЦТЛ 
(CD3+CD8+T-клетки) является более уязвимой к 
действию ЦФ. 

При анализе восстановления «возрастных» 
субпопуляций Т-лимфоцитов (наивных Т-клеток 
и Т-клеток памяти), нами также было выявле-
но статистически значимое увеличение их чис-
ленности в ранний период (на 5-е сутки). Ис-
ключение составила субпопуляция наивных 
Т-киллеров, увеличение которой не было стати-
стически значимым. В дальнейшем (с 10-х су-
ток) численность клеток во всех анализируемых 
субпопуляциях снизилась (кроме клеток субпо-
пуляции CD4+Tcm). При этом уровень наивных 
CD4+T-клеток был минимальным на 20-е сутки, 
а наивных CD8+T-клеток – на 30-е сутки после 
введения ЦФ. Содержание клеток в этих субпо-
пуляциях не достигало уровня контроля к 60-м 
суткам после действия ЦФ. Следовательно, наи-
вные Т-клетки не восстановились даже через 2 
месяца после введения цитостатика. Таким об-
разом, они наиболее подвержены к токсическому 
действию циклофосфана по сравнению со зрелы-
ми Т-клетками. 

Число Т-хелперов и ЦТЛ с фенотипом цен-
тральных Т-клеток памяти также уменьшилось 
к 10-м суткам после введения ЦФ и было мини-

Рисунок 5. Изменение соотношения наивных и центральных Т-клеток памяти в субпопуляциях Т-хелперов (CD4+) 
и ЦТЛ (CD8+) в селезенке мышей линии C57BL/6 на 60-е сутки после однократного введения циклофосфана
Примечание. По оси абсцисс отмечены сутки после введения ЦФ, по оси ординат – соотношение Tnaive/Tcm. К 60-м суткам 
наблюдается снижение соотношения Tnaive/Tcm для обеих субпопуляций Т-клеток: в 2 раза для Т-хелперов и в 1,6 раза для 
ЦТЛ.
Figure 5. Changes in the ratio of naive and central memory T cells for T helpers (CD4+) and CTL (CD8+) in the spleen of C57BL/6 
mice on day 60 after a single injection of cyclophosphamide
Note. The abscissa shows the days after CP injection, the ordinate shows the Tnaive/Tcm ratio. There is a decrease in the Tnaive/Tcm ratio for 
both subpopulations of T cells: a 2-fold decrease for T helpers and 1.6-fold for CTLs is registered by the 60th day.
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мальным на 20-е сутки, в дальнейшем их количе-
ство постепенно увеличивалось. В исследовании 
Hong S.H. и соавт. было выявлено увеличение 
числа CD44+T-клеток (Т-клетки памяти) на 10-й 
день после введения ЦФ, нами же продемонстри-
ровано, что численность субпопуляци CD8+Tcm 
на 10-е сутки уменьшается, а субпопуляции 
CD4+Tcm остается неизменной [10]. Различия ре-
зультатов могут быть связаны с отсутствием раз-
деления на субпопуляции в приведенной выше 
работе. 

В исследовании, проведенном Włodarczyk M. 
и соавт. было показано, что ЦФ вызывает сни-
жение только CD4+Tcm, но не CD8+Tcm, но не 
CD8+T-клеток Tcm [22]. В нашей работе мы вы-
явили уменьшение числа клеток с фенотипом 
центральных Т-клеток памяти обеих популяций, 
причем количество CD8+-клеток Tcm уменьши-
лось в 3,6 раза, а CD4+T-клеток Tcm в 2 раза. 

Через 2 месяца после действия ЦФ мы выяви-
ли постепенное увеличение численности клеток 
с фенотипом центральных Т-клеток памяти. Ряд 
исследований также подтверждает преобладание 
Tcm на фоне усиления ГП при восстановлении 
Т-клеток в случаях лимфопенических состоя-
ний [6, 15].

Преобладание клеток субпопуляции цен-
тральных Т-клеток памяти над наивными клетка-
ми говорит о конверсии фенотипа Т-лимфоцитов 
и значительном вкладе гомеостатической проли-
ферации в восстановление лимфоцитов. Можно 
предположить, что конверсия фенотипа проис-
ходит не очень активно в популяции ЦТЛ, либо 
наивные CD8+T-клетки приобретают фенотип 
клеток памяти на ограниченный промежуток 
времени, а ГП CD4+T-клеток идет более интен-
сивно по сравнению с CD8+T-клетками. 

Заключение
Таким образом, исследование восстановления 

Т-лимфоцитов селезенки после воздействия ци-

клофосфана показало существенный вклад го-
меостатической пролиферации в восстановление 
численности Т-хелперов (CD4+) и ЦТЛ (CD8+) в 
селезенке мышей линии C57BL/6 после лимфо-
пении, вызванной введением циклофосфана в 
терапевтической дозе 125 мг/кг. Было выявлено, 
что ЦТЛ менее устойчивы к действию ЦФ в тера-
певтической дозе по сравнению с Т-хелперами, 
причем их восстановления не происходило даже 
через 2 месяца после воздействия цитостатика. 
При оценке «возрастного» фенотипа Т-клеток 
было показано, что наивные Т-хелперы и наи-
вные ЦТЛ наиболее подвержены действию ЦФ, 
они также не восстанавливались через 60 суток 
после его введения. В то же время число клеток 
с фенотипом центральных Т-клеток памяти пре-
обладало к концу эксперимента: выявлена кон-
версия фенотипа Т-лимфоцитов с преобладани-
ем клеток с фенотипом центральных Т-клеток 
памяти.

При назначении циклофосфана в терапевти-
ческих целях необходимо учитывать, что сохра-
няющаяся Т-клеточная лимфопения влечет за со-
бой усиление гомеостатической пролиферации. 
Накопление клеток с фенотипом центральных 
клеток памяти, снижение содержания наивных 
Т-клеток с сужением репертуара Т-клеточных ре-
цепторов приводит к преждевременному старе-
нию иммунной системы и возможному повыше-
нию риска развития аутоиммунных заболеваний.
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