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ВЛИЯНИЕ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ РОСТОВЫХ ФАКТОРОВ  

НА АКТИВАЦИОННЫЙ СТАТУС  
И ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ 

Т-ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА 
 

Проведено исследование, характеризующее прямое влияние GM-CSF и 
Epo на активацию и функциональную активность Т-лимфоцитов, нахо-
дящихся в разной степени дифференцировки. Получены данные, указываю-
щие на наличие у Epo и CSF-GM противоспалительных иммунорегулятор-
ных свойств. Достигнутые результаты демонстрируют значимость пря-
мого влияния этих гемопоэтинов на функциональную активность Т-кле-
ток в общем механизме гемопоэтической иммунорегуляции. 

 
The authors present the results of a study proving a direct effect of GM-CSF 

and Epo on the functional activity and activation status of T-cells in varying 
degrees of differentiation. The obtained data demonstrate immunoregulatory 
and anti-inflammatory properties of Epo and CSF-GM. The study shows the 
direct impact of hematopoietins on the T-cells functional activity in hemato-
poietic immunoregulation. 
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Введение 
 

В последнее десятилетие в физиологии достаточно четко сформи-
ровалось представление о новой системе организма, вовлеченной в 
адаптогенез, — цитокиновой сети. Она наряду с нервной, эндокринной 
и иммунной системами принимает активное участие в формировании 
и регуляции адаптивных реакций, определяет их интенсивность и про-
должительность. Считается, что цитокиновая сеть не только осущест-
вляет связь между иммунокомпетентными клетками, но и опосредует 
межсистемные взаимодействия в организме. В настоящее время к се-
мейству цитокинов относят около 220 пептидных молекул [5]. Предме-
том нашего исследования стали цитокины, относящиеся к группе гемо-
поэтических факторов, основное назначение которых — стимуляция рос-
та и дифференцировки кроветворных и иммунокомпетентных клеток.  

Гемопоэтические реакции — важный элемент в механизмах адапта-
ции к изменяющимся условиям внешней среды. В реализации этих ре-
акции ведущая роль принадлежит группе эндогенных гуморальных 
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веществ, стимулирующих кроветворение, — гемопоэтинам. Данные 
вещества стимулируют кроветворение, в том числе и ту его часть, кото-
рая формирует иммунную защиту организма. Роль гемопоэтинов сво-
дится не только к восполнению количества иммунокомпетентных кле-
ток; они, по-видимому, также принимают участие в регуляции адап-
тивных иммунных реакций и поддержании иммунной памяти. Однако 
представления о роли гемопоэтинов в регуляции долговременной им-
мунной памяти пока не сформированы. В настоящей работе приведе-
ны результаты исследования влияния эритропоэтина (erythropoietin, 
Epo) и гранулоцит-макрофагального колониестимулирующего факто-
ра (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) на акти-
вацию и функциональную активность Т-лимфоцитов человека. 

К классическим гемопоэтинам относятся гранулоцитарный коло-
ниестимулирующий фактор (granulocyte colony-stimulating factor, G-
CSF), гранулоцит-макрофагальный колониестимулирующий фактор 
(granulocyte macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), макрофа-
гальный колони-стимулирующий фактор (macrophage colony-stimula-
ting factor, M-CSF), интерлейкин-3 (interleukin-3, IL-3), интерлейкин-7 
(IL-7) и эритропоэтин (erhytropoietin, Epo) [20]. Инфекция, травма, не-
благоприятные внешние воздействия — все это гемопоэз-возмущаю-
щие факторы. По сути, любое антигенное воздействие является гемо-
поэз-возмущающим и приводит к развитию адаптивных, пролифера-
тивных, иммунных реакций и формированию иммунной памяти. Ло-
гично предположить, что иммунные клетки, активирующиеся в ответ 
на антигенную стимуляцию, сразу попадают под влияние гемопоэти-
нов, находящихся в их микроокружении. В частности, показано, что 
эритропоэтин усиливает антигенпрезентирующую функцию дендрит-
ных клеток и тем самым усиливает первичный иммунный ответ [24].  

Гемопоэтины, по-видимому, также являются регуляторами патоло-
гических иммунных реакций. Например, показано, что GM-CSF усили-
вает воспалительные реакции при аутоиммунных заболеваниях [33]. 
Тем не менее в целом эффекты гемопоэтических факторов на адаптив-
ные иммунные реакции остаются малоизученными. Практически не 
исследовано влияние этих факторов на клеточные механизмы форми-
рования и поддержания иммунной памяти. Знание гемопоэтических 
механизмов регуляции адаптивных иммунных реакций позволит, с од-
ной стороны, глубже понять фундаментальные механизмы адаптогене-
за, с другой — расширит теоретическую основу для разработки новых 
методических подходов к лечению иммунологических расстройств. 

Основными клетками — продуцентами GM-CSF являются макрофа-
ги, тучные клетки, фибробласты, эндотелиальные клетки и Т-лимфо-
циты [15]. Этот цитокин практически всегда присутствует в тканях и 
плазме крови. Его продукция усиливается под влиянием противо-
воспалительных цитокинов, таких как IL-1, IL-6, и фактор некроза опу-
холи-альфа [7; 14; 16; 17; 19; 29; 35]. GM-CSF стимулирует рост предше-
ственников гранулоцитов, макрофагов, эозинофилов и мегакариоци-
тов [10; 11; 32]. Прямые эффекты этого фактора на Т-лимфоциты в спе-
циальной литературе не описаны. Влияние GM-CSF на Т-клетки может 
реализоваться опосредованно, через активацию антиген-презентирую-
щих клеток, поскольку он выступает важнейшим дифференцировоч-
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ным цитокином для дендритных клеток [37]. Согласно опубликован-
ным данным [37], рецепторы к GM-CSF могут экспрессироваться на  
Т-клетках. Однако мембранная экспрессия этих рецепторов трудновы-
являема [37]. 

Epo — основной ростовой фактор для эритроидных клеток [3; 9; 22]. 
Продуцентами Epo у взрослого человека выступают почечная ткань, 
гепатоциты и эпителиальные клетки, окружающие центральные вены 
[3; 22; 38]. Внешним стимулирующим фактором для выработки эри-
тропоэтина может быть снижение парциального давления кислорода и, 
соответственно, уменьшение насыщения крови кислородом, а внутрен-
ним фактором — кровопотеря или разрушение эритроцитов. Оба этих 
фактора могут присутствовать как при травме, так и при развитии ин-
фекционного процесса. Наибольшая экспрессия рецепторов Еро имеет 
место на ядросодержащих эритроидных клетках. Рецепторы Еро также 
обнаружены на моноцитах/макрофагах, лимфоидных, эндотелиаль-
ных, нервных клетках и кардиомиоцитах [26; 28]. В литературе описано 
подавление высокими дозами Epo роста предшественников гранулоци-
тов и макрофагов [9; 12; 38]. Отмечены разнонаправленные эффекты 
Еро на продукцию активированными Т-клетками IFN-γ и IL-10, TNF-α, 
IL-4 и IL-5 [1; 24]. Также описан ингибирующий эффект Еро на Т-кле-
точную пролиферацию [18]. 

Таким образом, анализ литературных данных, посвященных влия-
нию GM-CSF и Epo, указывает на возможность их вовлечения в регуля-
цию адаптивного иммуногенеза. Но детального анализа непосредст-
венного влияния этих цитокинов на Т-лимфоциты разной зрелости в 
специальной литературе не представлено. Восполнить этот пробел 
призваны наши исследования, целью которых было охарактеризовать 
прямые эффекты эритропоэтина (Epo) и гранулоцит-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (CSF-GM) на активацию и функ-
циональную активности Т-лимфоцитов человека разной степени диф-
ференцировки. 

 
Материалы и методы 

 
В исследование были включены 42 здоровых донора в возрасте от 21 

до 40 лет. Мононуклеарные клетки периферической крови выделяли 
стандартным методом центрифугирования на градиенте плотности 
(Ficoll-Paque™ PREMIUM sterile solution, density 1,077±0,001 g/ml, GE 
Healthcare, США). Позитивную селекцию CD3+ клеток проводили ме-
тодом колоночной магнитной сепарации (MS Columns, Miltenyi Biotech, 
Германия) с использованием суперпарамагнитных частиц MACS 
MicroBeads, конъюгированных с высокоспецифичными моноклональ-
ными антителами (МКАТ) к молекуле CD3 (CD3 MicroBeads human, 
Miltenyi Biotech, Германия). Подсчет клеток осуществляли на автомати-
ческом счетчике частиц (Z2, Beckman coulter, США). 

Выделенные CD3+ Т-клетки (1,0—1,5 · 106 кл/мл) культивировали в 
24-луночных планшетах в бессывороточной среде TexMACS (Miltenyi 
Biotech, Германия), в присутствии частиц, конъюгированных с антите-
лами к молекулам CD2, CD3 и CD28 (T-Cell Activation/Expansion Kit 
human, Miltenyi Biotech, Германия), или без них в контроле в течение 
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48 часов при 370С во влажной атмосфере, содержащей 5 % СО2. Данный 
комплекс имитирует функции антигенпрезентирующей клетки, на-
правленные на активацию Т-лимфоцита. В эксперименте был исполь-
зован диапазон концентраций (0,01; 0,10; 1,00 и 10,00 нг/мл) рекомби-
нантной формы GM-CSF (Miltenyi Biotech, Германия), а также Epo-β 
(Эпокрин, Россия) — 0,1; 1,0; 10,0 и 100,0 МЕ/мл. 

Иммунофенотипирование клеток проводили с использованием бло-
катора Fc-рецепторов и МКАТ, конъюгированных с флюоресцентной 
меткой, в виде коктейля, приготовленного ex temporo, к поверхностным ан-
тигенам: CD3, CD4, CD8, CD197, CD45RA, CD25, CD38 (BioLegend, США). 
Цитометрический анализ выполняли на анализаторе BD Accuri C6. 

Цитокины определяли в культуральных супернатантах методом 
иммуноферментного анализа (твердофазный сэндвич-метод) с исполь-
зованием следующих наборов реагентов: гамма-интерферон-ИФА-
Бест, интерлейкин-2-ИФА-Бест, интерлейкин-4-ИФА-Бест, интерлей-
кин-10-ИФА-Бест (ЗАО «Вектор-Бест», Россия) — на биохимическом и 
иммуноферментном анализаторе ChemWell 2910 (AwarenessTechno-
logy, Inc.). 

Статистическую обработку данных проводили при помощи про-
граммного обеспечения IBM SPSS Statistics v21 (Statistical Package for the 
Social Sciences, США). При анализе имеющихся выборок данных ис-
пользовали гипотезу нормальности распределения (Колмогорова — 
Смирнова). Вычисляли средневыборочные характеристики: медиану 
(М), первый и третий квартили (Q1, Q3); для оценки достоверности 
различий выборок использовали парный непараметрический крите-
рий для зависимых выборок Вилкоксона. Различия считались достовер-
ными при уровне значимости р < 0,05. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Для определения чистоты выделенной популяции и ее жизнеспо-

собности клетки инкубировали с РЕ-конъюгированными анти-CD3 ан-
тителами и раствором Propidium iodide (PI) (eBioscience, США). Исходное 
содержание Т-клеток в выделенных суспензиях составляло 99,0 ± 1,0 %, их 
жизнеспособность была не менее 95 %. 

Цитометрический анализ Т-клеток позволял отнести их к CD4+ или 
CD8+ Т-лимфоцитам, выявить внутри них субпопуляции наивных кле-
ток, центральных и эффекторных клеток памяти, а также терминаль-
но-дифференцированных эффекторных клеток. В каждой Т-клеточной 
субпопуляции определяли число CD25+ и CD38+ клеток. 

Согласно имеющимся данным, GM-CSF принимает участие в разви-
тии воспалительных реакций. Мы оценили прямое влияние GM-CSF на 
активацию Т-лимфоцитов по мембранной экспрессии молекул CD25, 
CD38, а также на их функциональную активность по продукции цито-
кинов. Из данных таблицы 1 видно, что GM-CSF в минимальной кон-
центрации (0,01 нг/мл) оказывал статистически значимое негативное 
влияние на содержание CD25+ клеток среди терминально дифферен-
цированных CD4+лимфоцитов, культивируемых с активирующими ча-
стицами. 
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Согласно данным, представленным в таблице 2, GM-CSF в диапазо-
не концентраций от 0,01 до 1 нг/мл статистически значимо увеличивал 
содержание CD38+ клеток среди CD3+ Т-лимфоцитов, культивируемых 
с активирующими частицами. Также было выявлено позитивное влия-
ние GM-CSF в концентрации 0,1 нг/мл на содержание CD38+ клеток 
среди CD8+ Т-лимфоцитов. В концентрациях 1 и 0,1 нг/мл GM-CSF 
усиливал активацию CD4+ наивных Т-лимфоцитов и CD4+ централь-
ных Т-клеток. В концентрации 0,1 нг/мл GM-CSF также оказывал пози-
тивное действие на активацию CD8+ наивных Т-лимфоцитов и CD8+ 
центральных Т-клеток памяти. Таким образом, установлено, что GM-CSF 
способен усиливать активацию Т-лимфоцитов, которые либо локализо-
ваны в центральных лимфоидных органах, либо должны туда мигри-
ровать и которые еще не растратили свой ростовой потенциал. 

В ответ на активацию Т-лимфоциты способны вырабатывать как про-
воспалительные (IL-2, IFN-γ), так и антивоспалительные цитокины (IL-4, 
IL-10). Спектр продуцируемых цитокинов характеризует функциональ-
ную направленность Т-клеточной активности [36]. Мы исследовали эф-
фекты GM-CSF (в диапазоне концентраций от 0,01 до 10 нг/мл) на Т-кле-
точную продукцию цитокинов. Установлено, что GM-CSF в максимальной 
концентрации (10 нг/мл) достоверно усиливал продукцию как IL-2, так и 
IL-4. В то же время в концентрациях 10 и 0,01 нг/мл GM-CSF приводил к 
статистически значимому снижению продукции IL-10 активированными 
Т-лимфоцитами. При минимальной концентрации (0,01 нг/мл) GM-CSF 
также снижал Т-клеточную продукцию IFN-γ. Таким образом, GM-CSF 
способен оказывать разнонаправленное влияние на продукцию цитоки-
нов активированными Т-клетками, в котором преобладает противовоспа-
лительная Th2 направленность, характеризующаяся снижением продук-
ции INF-γ и повышением выработки IL-4. 

Анализируя полученные результаты, можно сказать, что взаимо-
действие GM-CSF со своим рецептором на поверхности Т-лимфоцитов 
практически не оказывало влияния на активацию большинства Т-кле-
ток, выявляемую по мембранной экспрессии молекулы CD25. Отмечено 
лишь статистически значимое влияние GM-CSF (0,01 нг/мл) на актива-
цию терминально дифференцированных CD4+ лимфоцитов. Экспрес-
сия CD25 (альфа цепи рецептора к IL-2) ассоциируется с клональной 
экспансией Т-лимфоцитов, происходящей в ходе антиген-индуциро-
ванного адаптивного иммуногенеза [6]. GM-CSF, по-видимому, не игра-
ет существенной роли в механизме размножения антиген-реактивных 
Т-клеток, а следовательно, и в механизме поддержания долговремен-
ной иммунной памяти. С другой стороны, GM-CSF оказывал статисти-
чески значимое влияние на активацию Т-клеток, выявляемую по мем-
бранной экспрессии CD38. CD38 — это полифункциональная молеку-
ла, которая участвует, в частности, в синтезе и гидролизе цикличной 
АДФ-рибозы, регулирующей уровень кальция в клетке. Возможно, что 
экспрессия CD38 в большей степени, чем экспрессия CD25, отражает 
функциональную активность Т-клетки, прежде всего ту ее часть, которая 
напрямую не связана с клеточным делением. Интересно, что GM-CSF, 
по-видимому, способен снижать провоспалительную активность Т-кле-
ток. Этот факт указывает на возможное участие GM-CSF в цитокиновой 
регуляции воспаления, функционирующей по механизму обратной связи. 
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Согласно данным, Еpo-β (100 ме/мг) не оказывал существенного 
влияния на активацию Т-клеток, выявляемую по экспрессии СD25. Мы 
также проанализировали содержание CD38+ клеток среди Т-лимфоци-
тов, прокультивированных с активирующими частицами. Согласно по-
лученным результатам, Epo не оказывал статистически значимого вли-
яния на активацию как СD4+, так и СD8+ Т-клеткок (данные не при-
водятся). 

Добавление максимальной концентрации (100 ме/мг) Epo в среду 
не оказывало существенного влияния на продукцию IL-2, IL-4, IL-10 и 
IFN-γ покоящимися Т-лимфоцитами. Активация Т-клеток приводила к 
выраженному усилению продукции всех указанных цитокинов. 

Добавление Epo в концентрациях 0,1; 1; 10; 100 ме/мг в среду оказы-
вало умеренный стимулирующий эффект на продукцию активиро-
ванными Т-лимфоцитами IL-2, IL-4 и IL-10. В пробах с Epo было отме-
чено выраженное ингибирование продукции интерферона-γ (IFN-γ). 
Интересно, что наблюдаемые эффекты не ассоциировались с измене-
нием активационной активности Т-клеток. Отсюда можно предполагать, 
что Epo способен регулировать продукцию цитокинов в Т-клетках на 
внутриклеточном трансляционном и/или транскрипционном уровне. 

IL-2 является основным ростовым фактором для Т-лимфоцитов в 
процессе адаптивного иммуногенеза [23; 31]. Результаты наших иссле-
дований указывают на способность Epo прямо усиливать продукцию 
IL-2 активированными T-лимфоцитами. Эти результаты согласуются с 
ранее опубликованными данными об увеличении концентрации IL-2 в 
крови пациентов с хронической почечной недостаточностью после 
Еро-терапии. Было показано, что мононуклеарные клетки крови таких 
больных способны усиливать продукцию IL-2 под воздействием Epo 
[26]. Правомерно предполагать, что через усиление клональной экс-
пансии антиген-специфичных Т-клеток Epo способствует формирова-
нию иммунной памяти. Однако такое усиление пролиферативной ак-
тивности лимфоцитов может сдерживаться повышенной активностью 
Т-клеток, продуцирующих IL-10. Согласно представленным данным, 
выработка IL-10 Т-клетками может усиливаться под воздействием Epo. 
Эти результаты согласуются с имеющимися данными о способности 
Epo поддерживать иммуносупрессорную активность регуляторных  
T-клеток [2; 23; 27; 31], которая частично опосредуется через локальную 
секрецию трансформирующего ростового фактора-бета, IL-10 и IL-35. 
Очевидно, что такой эффект Epo может быть, по крайней мере частич-
но, обусловлен индуцированным Epo усилением продукции IL-2, кото-
рый, в свою очередь, может быть задействован в активации регулятор-
ных Т-клеток. Согласно полученным нами данным, Epo может оказы-
вать супрессорный эффект на продукцию IFN-γ. IFN-γ играет ключе-
вую роль в развитии иммунных реакций, опосредуемых T-хелперами  
1-го типа (Th1) [4;, 25].  

Полученные данные согласуются с представлением о том, что Epo 
оказывает негативный эффект на опосредуемые Th1 провоспалитель-
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ные иммунные процессы, и этим частично можно объяснить его анти-
воспалительную активность. В целом имеющиеся данные указывают на 
целесообразность клинического использования Epo не только как сти-
мулятора эритропоэза, но и в качестве иммуномодулятора, например 
при лечении ревматоидного артрита. В этом случае Epo мог бы супрес-
сировать активность аутоиммунных Th1 и одновременно усиливать 
эритропоэз, который, как правило, страдает при этом заболевании. На 
наш взгляд, применение Epo может быть также клинически оправдан-
ным при лечении рассеянного склероза и других заболеваний, ключе-
вую роль в развитии которых играют аутоиммунные Тh1. 

Литературные источники указывают на возможную вовлеченность 
гемопоэтических факторов (GM-CSF, IL-3 и Epo) в регуляцию адаптив-
ных иммунных реакций [8; 21]. В действительности GM-CSF способст-
вует развитию воспалительных реакций, а Epo, по-видимому, обладает 
антивоспалительной активностью, тогда как IL-3 опосредованно, через 
влияние на антигенпрезентирующие клетки стимулирует лимфопоэз и 
адаптивный иммуногенез [13; 30; 34]. В нашей работе впервые пред-
ставлены данные, характеризующие прямое влияние GM-CSF и Epo на 
активацию и функциональную активность Т-лимфоцитов, находящих-
ся в разной степени дифференцировки. Эти данные указывают на зна-
чимость прямого влияния данных гемопоэтинов на функциональную 
активность Т-клеток в общем механизме опосредуемой гемопоэтинами 
иммунорегуляции. 

 
Выводы 

 
1. Взаимодействие GM-CSF со своим рецептором на поверхности  

Т-лимфоцитов практически не оказывало влияния на активацию основ-
ных субпопуляций Т-клеток, выявляемую по экспрессии молекулы 
CD25. Отмечено статистически значимое влияние GM-CSF на актива-
цию терминально дифференцированных CD4+ лимфоцитов. В то же 
время GM-CSF значимо повышал активацию CD3+ Т-клеток, выявляе-
мую по экспрессии молекулы CD38. Под влиянием GM-CSF происходи-
ло увеличение содержания CD38+ клеток среди наивных CD8+ лимфо-
цитов и CD8+ T-клеток памяти, прокультивированных с активирующи-
ми частицами. Среди CD4+ клеток GM-CSF также повышал количество 
CD38+ наивных Т-лимфоцитов и центральных Т-клеток памяти. Таким 
образом, GM-CSF способен усиливать активацию Т-лимфоцитов, кото-
рые либо локализованы в центральных лимфоидных органах, либо 
должны туда мигрировать. 

2. GM-CSF усиливал продукцию активированными Т-клетками IL-2 
IL-4. При этом GM-CSF снижал Т-клеточную продукции IL-10 и INF-γ. 
Таким образом, GM-CSF, по-видимому, способен уменьшать провоспа-
лительную активность Т-клеток. Этот факт указывает на возможное 
участие GM-CSF в цитокиновой регуляции воспаления, функциони-
рующей по механизму обратной связи. 

3. Epo обладал умеренным стимулирующим эффектом на продук-
цию активированными Т-лимфоцитами IL-2, IL-4 и IL-10 и выражен-
ным ингибирующим эффектом на Т-клеточную продукцию IFN-γ. Ин-
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тересно, что наблюдаемые эффекты не ассоциировались с изменением 
активации Т-клеток. Отсюда можно предполагать, что Epo способен 
регулировать продукцию цитокинов в Т-клетках на внутриклеточном 
трансляционном и/или транскрипционном уровне. 
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