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Резюме. Черепно-мозговая травма является одним из наиболее распространенных видов повреж-
дений, при этом в общей структуре травмы преобладают ее легкие формы. В настоящее время извест-
но, что в ответ на повреждение головного мозга запускается реакция иммунной системы, но его роль 
в формировании клинических проявлений, возможных осложнений и последствий остается малоиз-
ученной проблемой до настоящего времени. Что создает необходимость в оценке клеточного имму-
нитета у пациентов с ЧМТ различной степени тяжести в остром периоде заболевания с последующим 
изучением взаимосвязи установленных изменений. В настоящее время считается, что иммунная си-
стема играет ведущую роль в функции головного мозга. 

Основой для этого является то, что существует взаимосвязь между клетками иммунной системы 
на периферии и мозгом, и эта связь усиливается в ответ на иммунный ответ. Кроме того, воспаление, 
опосредованное клетками иммунитета, оказывает не только нейродеструктивные эффекты, но и уча-
ствует в восстановлении поврежденной нервной ткани.

С применением многоцветного цитометрического анализа в рамках данной работы было прове-
дено исследование по определению количества основных субпопуляций CD3+CD4+ лимфоцитов, 
Т-хелперов центральной (СМ, CD45RA-CD62L+) и эффекторной (ЕМ, CD45RA-CD62L-) памяти. 
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Относительное количество Th17 (CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4-), DP Th17(CXCR5-CXCR3+CCR6+ 

CCR4+) cреди СD3+CD4+T-клеток достоверно повышено (p < 0,05) в сравнение с показателями в кон-
трольной группе, с свою очередь субпопуляции Th1/Th17(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-) достоверно 
повышены (p < 0,05) среди клеток EM и CM в сравнение с контрольной группой. Также выявлено до-
стоверное снижение относительного количества Th1 (CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4) среди CD3+CD4+, 
EM и CM Т-лимфоцитов в сравнении с показателями условно здоровых доноров. Полученные на 
данный момент результаты позволяют рассматривать иммунные реакции в числе ключевых звеньев 
патогенеза ЧМТ в рамках сотрясения головного мозга и ее последствий.

Таким образом, сотрясение головного мозга оказывают воздействие на клеточный иммунный от-
вет, вызывая снижение или повышение определенных субпопуляций клеток в CD3+CD4+ лимфоци-
тов, Т-хелперов центральной и эффекторной памяти. 

Выявленные изменения у пациентов с сотрясением головного мозга в острый период возможно 
предопределяют течение заболевания и развития осложенений в отдаленном периоде, что требует 
усовершенствования лечебного и реабилитационного алгоритмов у данной категории больных. 

Ключевые слова: проточная цитометрия, черепно-мозговая травма (ЧМТ), сотрясение головного мозга, воспаление, 
клеточное звено системы иммунитета, субпопуляции CD4+ лимфоцитов
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Abstract. Traumatic brain injury (TBI) is one of the most common type of injuries, so that its mild form 
prevails in overall injury pattern. Currently, it is known that brain injury triggers immune system response, 
but its role in translating into clinical manifestations, potential complications and sequelae remains poorly 
understood. It necessitates assessment of cellular immunity in patients with acute TBI of varying severity 
followed by investigating relationship between identified changes. It is now believed that immune system plays 
a lead role in brain functioning. It may be accounted for by interplay between peripheral immune cells and the 
brain, which may become augmented during developing immune response.

Here we quantitatively assessed composition of major peripheral blood helper T cell subsets in TBI patients 
by flow cytometry measuring percentage of central (CM, CD45RA-CD62L+) and effector (EM, CD45RA-

CD62L-) memory Th cells. It was found that percentage of Th17 (CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4-), DP Th17 
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+) within CD3+CD4+T cell population were significantly increased (p < 0.05) 
compared to control group. Moreover, percentage of Th1/Th17 subset (CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-) was 
significantly increased (p < 0.05) within EM and CM T cell subsets compared to control group. In addition, 
percentage of Th1 (CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4) was also significantly elevated in CD3+CD4+, EM and 
CM T cells compared to apparently healthy subjects. Hence, the data obtained allow to consider immune 
reactions among crucial arms in TBI pathogenesis related to concussion and its consequences. Thus, brain 
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concussion affects cellular immune response triggering distortion in CD3+CD4+T cell composition as well as 
percentage of helper central and effector memory T cells.

Hence, the changes revealed in patients with acute brain concussion may predetermine disease course and 
developing long-term complications, which requires advancing therapeutic and rehabilitation protocols in 
such patients.

Keywords: flow cytometry, traumatic brain injury (TBI), concussion, inflammatory, cellular immune status, subpopulations of CD4+ 
lymphocytes

Введение
Черепно-мозговая травма (ЧМТ) является од-

ной из наиболее распространенных патологий 
центральной нервной системы в мире. При этом 
ее удельный вес составляет 25-40% от всех видов 
травм [5]. Применение рутинных методов струк-
турной нейровизуализации, таких как компью-
терная и магнитно-резонансная томография (КТ 
и МРТ), зачастую не позволяет своевременно 
оценить тяжесть произошедшей травмы мозга. 
Это характерно, в первую очередь, для сотрясе-
ния головного мозга, при которой наблюдается 
субмикроскопический уровень повреждения [2, 
3]. Данное положение предопределяет необходи-
мость поиска новых методов диагностики ЧМТ 
и прогнозирования риска развития осложнений.

В настоящее время большое внимание уделя-
ется поиску биологических маркеров, которые бы 
отражали протекающие в травмированном мозге 
патохимические и патофизиологические процес-
сы. Одним из таких перспективных направлений 
является исследование иммунного статуса па-
циентов в остром периоде травмы. В настоящее 
время считается, что иммунная система играет 
ведущую роль в функции головного мозга [5, 11].

Основой для этого является то, что существует 
взаимосвязь между клетками иммунной системы 
на периферии и мозгом, и эта связь усиливается в 
ответ на иммунный ответ [7, 9]. 

Современные данные указывают, что Т-клетки 
играют роль как в формировании вторичных по-
вреждений, так и в механизмах восстановления. 

Чтобы проанализировать характер изменений 
субпопуляций Т-клеток при ЧМТ, методом про-
точной цитофлуориметрии были исследованы 
субпопуляции Т-лимфоцитов у больных с сотря-
сением головного мозга. 

Актуальность исселедования предопределяет-
ся необходимостью поиска новых методов диа-
гностики ЧМТ и прогнозирования риска разви-
тия осложнений.

Материалы и методы
Объектом исследования служила венозная 

кровь условно здоровых доноров, полученная пу-

тем пункции периферической вены и собранная в 
вакуумные пробирки с содержанием K3ЭДТА. Все 
исследования проводились в день взятия крови. 
В рамках данного исследования было обследова-
но 52 практически здоровых человека (29 мужчин 
и 23 женщины) в возрасте 18-65 лет, не имеющих 
ЧМТ, а также любой патологии, способной при-
водить к изменению иммунологического статуса, 
и 22 пациента с диагнозом сотрясение головного 
мозга. Тяжесть ЧМТ устанавливалась в соответ-
ствии с установленными критериями. При этом 
наличие сопутствующей тяжелых повреждений 
иных органов и соматической патологии, а также 
сопутствующие интоксикации являются крите-
рием исключения для набора в группу.

Подготовку образцов периферической крови 
и настройку проточного цитофлуориметра про-
водили в соответствии с рекомендациями, из-
ложенными Байдун и соавт. [4]. Для выявления 
Th использовали антитела против CD3 (клон 
UCHT1) и CD4 (клон 13B8.2), для разделения 
CD3+CD4+ лимфоцитов на отдельные субпопу-
ляции использовали антитела против CD45RA 
(клон 2H4LDH11LDB9 (2H4)) и CD62L (клон 
DREG56) с использованием описанной ранее 
«тактики гейтирования» основных субпопуля-
ций [6]. Субпопуляция «наивных» (N) Th об-
ладала фенотипом CD45RA+CD62L+, клетки с 
фенотипами CD45RA-CD62L+ и CD45RA-CD62L- 
соответствовали Т-хелперам центральной (СМ) 
и эффекторной (ЕМ) памяти, а «терминально-
дифференцированные» CD45RA-позитивные 
эффекторные Т-хелперы (TEMRA) определялись 
как CD45RA+CD62L-. На всех указанных выше 
субпопуляциях Th, находившихся на разных 
стадиях дифференцировки, при помощи моно-
клональных антител анализировали уровень экс-
прессии следующих хемокиновых рецепторов: 
CCR4 (CD194, клон L291H4), CCR6 (CD196, 
клон G034E3), CXCR3 (CD183, клон G025H7) 
и CXCR5 (CD185, клон J252D4). Окраску анти-
телами производили в соответствии с рекомен-
дациями производителей. Подбор оптимальных 
комбинаций антител и конъюгированных с ними 
флуорохромов производили на основании прин-
ципов, изложенных в литературе [1].



532

Norka A.O. et al.
Норка А.О. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

В рамках данной работы основное внимание 
было уделено Т-хелперам центральной (СМ, 
CD45RA-CD62L+), которые способны к рецирку-
ляции в пределах лимфоидной ткани, что позво-
ляет охарактеризовать процессы дифференци-
ровки и «поляризации» CD3+CD4+ лимфоцитов, 
и эффекторной (ЕМ, CD45RA-CD62L-) памяти.

 В работе использовали антитела против 
CD3, CD4, CD45RA и CD62L, конъюгирован-
ные с APC-AF750, Pacific Blue, FITC и РЕ соот-
ветственно (Beckman Coulter, США), а антите-
ла против CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 были 
конъюгированы с PerCP/Cy5.5, PE/Cy7, АРС и 
Brilliant Violet 510™ соответственно (Biolegend, 
США). Анализ образцов проводили на проточ-
ном цитофлуориметре Navios™ (Beckman Coulter, 
США), оснащенном тремя диодными лазерами 
405, 488 и 638 нм. Обработку цитофлуориметри-

ческих данных проводили при помощи программ 
Navios Software v. 1.2 и Kaluza™ v.1.2 (Beckman 
Coulter, США). Статистическую обработку про-
водили при помощи программного обеспече-
ния Statistica 8.0 (StatSoft, США) и GraphPad 
Prism 6.00 for MAC (GraphPad Prism Software Inc., 
США).

Результаты и обсуждение
Т-хелперы (Th) с фенотипом CD3+CD4+ игра-

ют ведущую роль в регуляции реакций врожден-
ного и приобретенного иммунитета человека как 
на локальном, так и на системном уровнях, что 
выражается в высокой гетерогенности данной 
популяции. Их клиническая значимость пока-
зана при весьма широком круге заболеваний, 
когда их содержание может являться значимым 
маркером для определения тяжести патоло-

ТАБЛИЦА 1. ОСНОВНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ CD3+CD4+Т-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ УСЛОВНО 
ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ, ПОЛУЧЕННЫЕ ПРИ ПОМОЩИ ПОЭТАПНОГО «ГЕЙТИРОВАНИЯ» НА ОСНОВАНИИ 
ПЕРВОНАЧАЛЬНОЙ ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ CD45RA И CD62L

TABLE 1. MAIN SUBPOPULATIONS OF CD3+CD4+T LYMPHOCYTES OF PERIPHERAL BLOOD OF CONVENTIONALLY 
HEALTHY DONORS OBTAINED BY STEP-BY-STEP GATING ON THE BASIS OF INITIAL ASSESSMENT OF EXPRESSION 
CD45RA AND CD62L

Показатели 
Indicators

Контроль 
Control
n = 52

Пациенты с сотрясением головного 
мозга

Patients with brain concussion
n = 22

M±SD M±SD p

1 2 3 

Th17
(CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4-) abs 1,5460±0,6533 3,097±2,800 0,0019

Th17
CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4-) % 13,190±4,456 10,23±3,25 0,0129

Th1
CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4-) abs 13,190±4,456 10,23±3,25 0,0129

Th1/Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-) abs 4,329±4,329 11,190±5,385 0,0358

Th1/Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-) %  34,19±10,12 36,880±9,372 0,3802

DP Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+) abs 6,263±2,331 6,720±2,621 0,4887

DP Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+) % 6,263±2,331  23,22±5,928 0,0355
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Иммунный статус при сотрясении головного мозга 
Immune status in acute brain concussion2020, Vol. 23, № 4

2020, Т. 23, № 4

гических состояний и оценки эффективности 
применяемой терапии. Так, нами были выяв-
ленны изменения субпопуляционного состава 
Т-клеток среди CD3+CD4+, EM- и CM-клеток у 
больных сотрясением головного мозга, что по-
зволили поставить вопрос о значимости опреде-
ления этих клеточных субпопуляций в клиниче-
ской практике.

Относительное количество Th17 (CXCR5-

CXCR3-CCR6+CCR4-), DP Th17 (CXCR5-

CXCR3+CCR6+CCR4+) cреди СD3+CD4+T-клеток 
(табл. 1), среди EM-клеток (табл. 2) и CM-клеток 
(табл. 3) достоверно повышено (p < 0,05) в срав-
нение с показателями в контрольной груп-
пе. В случае субпопуляции Th1/Th17 (CXCR5-

CXCR3+CCR6+CCR4-) среди клеток EM и CM 
выявлено достоверное повышение (p < 0,05) в 
сравнении с контрольной группой. Известно, 

что Th17 способны к секреции широкого спектра 
цитокинов (IL-17A, IL-17F IL-21, IL-22, IL-25, 
IL- 26, TNFα) и хемокинов. Следует отметить, что 
именно под действием IL-17 и IL-22, рецепторы 
для которых представлены на эндотелиальных 
клетках, входящих в состав гемато-энцефали-
ческого барьера, нарушается структура плотных 
контактов. Кроме того, большая часть цитоки-
нов, секретируемая Th17, имеет провоспалитель-
ную активность. Отмечена их роль в патогене-
зе различных аутоиммунных заболевания [10]. 
Учитывая, что миелинизация нервных волокон 
играет важную роль в обеспечении двигательной 
активности и нейропластичности, аутоиммунное 
повреждение миелина может негативно влиять 
на восстановление после ЧМТ, обусловливая раз-
витие когнитивных расстройств и церебральной 
атрофии. Ряд авторов склоняются к мнению, что 

ТАБЛИЦА 2. ОСНОВНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ CM Т-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ 
ДОНОРОВ, ПОЛУЧЕННЫЕ ПРИ ПОМОЩИ ПОЭТАПНОГО «ГЕЙТИРОВАНИЯ» НА ОСНОВАНИИ ПЕРВОНАЧАЛЬНОЙ 
ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ CD45RA И CD62L 

TABLE 2. MAIN SUBPOPULATIONS OF CM T-LYMPHOCYTES IN PERIPHERAL BLOOD OF CONDITIONALLY HEALTHY 
DONORS OBTAINED BY STEP-BY-STEP GATE BASED ON INITIAL ASSESSMENT OF EXPRESSION CD45RA AND CD62L

Показатели 
Indicators

Контроль 
Control
n = 52

Пациенты с сотрясением головного 
мозга

Patients with brain concussion
n = 22

M±SD M±SD p

1 2 3 

Th17
(CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4-) abs

2,3960±0,9754 3,275±1,341 0,0209

Th17
CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4-) %

35,880±9,298 34,210±8,550 0,6168

Th1
CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4-) abs

13,190±4,456 10,23±3,25 0,0129

Th1/Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-) abs

10,510±4,357 14,370±4,591 0,002

Th1/Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-) %

28,640±9,143 32,490±8,008 0,2556

DP Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+) abs

10,47±2,21 36,880±9,372 0,8637

DP Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+) %

28,840±5,489 25,460±5,889 0,0454
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клетки Th17-типа являются не столько провос-
палительными, сколько выступают в роли моду-
ляторов иммунного ответа [12]. Относительное 
количество Th1 (CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4) 
среди CD3+CD4+, EM и CM Т-лимфоцитов до-
стоверно снижено в сравнении с показателями 
условно здоровых доноров. Следует отметить, что 
Th1 отвечают за хроническое воспаление, обе-
спечивая тем самым помощь тканевым макрофа-
гам и цитотоксическим Т-клеткам, и синтезирует 

ряд цитокинов (IFNγ, IL-2, TNFα, TNFβ), имею-
щий провоспалительный характер.

Таким образом, сотрясение головного мозга 
оказывает воздействие на клеточный иммунный 
ответ и, возможно, эти изменения могут быть 
предиктором формирования клинической кар-
тины посттравматической энцефалопатии в от-
даленном периоде, что требует усовершенствова-
ния лечебного и реабилитационного алгоритмов 
у данной категории больных. 

ТАБЛИЦА 3. ОСНОВНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ EM Т-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ 
ДОНОРОВ, ПОЛУЧЕННЫЕ ПРИ ПОМОЩИ ПОЭТАПНОГО «ГЕЙТИРОВАНИЯ» НА ОСНОВАНИИ ПЕРВОНАЧАЛЬНОЙ 
ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ CD45RA И CD62L 

TABLE 3. MAIN SUBPOPULATIONS OF EM T LYMPHOCYTES OF PERIPHERAL BLOOD OF CONDITIONALLY HEALTHY 
DONORS OBTAINED BY STEP-BY-STEP GATING BASED ON INITIAL ASSESSMENT OF EXPRESSION CD45RA AND CD62L

Показатели 
Indicators

Контроль 
Control
n = 52

Пациенты с сотрясением головного 
мозга

Patients with brain concussion
n = 22

M±SD M±SD p

1 2 3 

Th17
(CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4-) abs 2,3960±0,9754 3,275±1,341 0,0209

Th17
CXCR5-CXCR3-CCR6+CCR4-) % 35,880±9,298 34,210±8,550 0,6168

Th1
CXCR5-CXCR3+CCR6-CCR4-) abs 13,190±4,456 10,23±3,25 0,0129

Th1/Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-) abs 10,510±4,357 14,370±4,591 0,002

Th1/Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4-) % 28,640±9,143 32,490±8,008 0,2556

DP Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+) abs 10,47±2,21 36,880±9,372 0,8637

DP Th17
(CXCR5-CXCR3+CCR6+CCR4+) % 28,840±5,489 25,460±5,889 0,0454
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