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В научных работах детально описана роль интерлейкина-8 в регуляции системы врожденного имму-
нитета, однако влияние данного хемокина на компоненты адаптивного иммунитета все еще требует изуче-
ния. Цель данного исследования – оценить влияние интерлейкина-8 на дифференцировку активированных 
Т-лимфоцитов человека в условиях клеточного культивирования in vitro. Из цельной крови условно здо-
ровых доноров выделили мононуклеарные клетки, которые использовали для позитивной селекции CD3+ 
клеток методом магнитной колоночной сепарации и на фоне TCR-активации культивировали in vitro с ре-
комбинантным интерлейкином-8 в разных концентрациях (0,01; 0,10; 1,00; 10,00 нг/мл). Влияние интер-
лейкина-8 на субпопуляции Т-лимфоцитов человека оценивали методом проточной цитофлуориметрии – 
по изменению количества молекул, определяющих субпопуляции Т-лимфоцитов (CD4, CD45RA, CD197). 
Установлено, что интерлейкин-8 способен направлять дифференцировку CD4+ наивных (CD45RA+CD197+) 
Т-лимфоцитов в сторону эффекторных (CD45RA-CD197-) Т-клеток. Выявлено увеличение числа активи-
рованных CD4- Т-лимфоцитов с фенотипом клеток эффекторной памяти на фоне снижения количества 
наивных Т-клеток и Т-клеток центральной памяти (CD45RA+CD197-). Таким образом, совместное культи-
вирование интерлейкина-8 и активированных Т-лимфоцитов приводило к переходу CD3+CD4+ и CD3+CD4- 

субпопуляций в более поздние стадии дифференцировки. Полученные данные указывают на участие ин-
терлейкина-8 в процессах, связанных с созреванием активированных клеток адаптивного иммунитета.
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Интерлейкин-8 (IL-8, CXCL8) относится к 
группе CXC-хемокинов и является многофунк-
циональным провоспалительным цитокином, 
который продуцируется в условиях воспали-
тельного процесса. Основными клетками-про-
дуцентами IL-8 являются моноциты-макрофаги, 
лимфоциты, эндотелиальные клетки, фибро-
бласты. IL-8 имеет сродство к двум рецепто-
рам – CXCR1 и CXCR2, которые обнаружива-
ются на нейтрофилах, моноцитах-макрофагах, 
Т-лимфоцитах. Основные функции IL-8 – при-
влечение клеток-мишеней в очаг воспаления и 
участие в ангиогенезе [1–5]. 

Т-лимфоциты – ведущие компоненты си-
стемы адаптивного иммунитета, регулирующие 
процессы, связанные с распознаванием и унич-
тожением чужеродных антигенов [6]. Степень 
дифференцировки Т-лимфоцитов определяется 
по наличию на их поверхности молекул CD45RA 
и CD197 [7]: Т-лимфоциты, прошедшие антиген-
независимую дифференцировку, имеют фенотип 
CD45RA+CD197+ (наивные, Tnaive); после встречи 
с антигеном Т-лимфоциты дифференцируют-
ся в Т-клетки центральной памяти с фенотипом 
CD45RA-CD197+ (Tcm); после повторного контак-
та со специфическим антигеном Т-лимфоциты 
изменяют фенотип на CD45RA-CD197- (эф-
фекторные, Tem); долгоживущие, высокодиф-
ференцированные Т-лимфоциты с фенотипом 
CD45RA+CD197- называются терминально-диф-
ференцированными эффекторными (Temra) [8]. 

В современной литературе детально опи-
сана роль IL-8 в естественной иммунной за-
щите. Данные о влиянии IL-8 на компоненты 
адаптивного иммунитета еще не достаточно 
сформированы. В частности, неясно, спосо-
бен ли IL-8 прямо влиять на дифференциров-
ку активированных Т-клеток. Возможно, что 
IL-8-индуцируемая дифференцировка акти-
вированных Т-лимфоцитов может оказывать 
влияние на активацию системы адаптивного 
иммунитета, а также регулировать процесс ми-
грации Т-лимфоцитов в очаг воспаления [9]. 
Цель данного исследования – оценить влия-
ние IL-8 на дифференцировку активированных 
Т-лимфоцитов человека в условиях клеточного 
культивирования in vitro.

Материалы и методы. Материалом иссле-
дования служила гепаринизированная венозная 
кровь 20 условно здоровых доноров обоего пола в 
возрасте от 21 до 40 лет. Мононуклеарные клетки 
выделяли с помощью градиентного центрифуги-
рования на фиколле («Ficoll-Paque™ Premium», 
стерильный, плотность (1,077±0,001) г/мл, про-
изводства «GE Healthcare»). Для получения мо-
нокультур Т-лимфоцитов (CD3+) использовали 
метод позитивной магнитной колоночной сепа-
рации («MS Columns» фирмы «Miltenyi Biotec», 
Германия) с добавлением магнитных частиц, 
конъюгированных с моноклональными антите-
лами (МКАТ) человека к молекуле CD3 («CD3 
MicroBeads», «Miltenyi Biotec», Германия). 

Выделенные Т-лимфоциты культивировали 
в 24-луночном планшете в бессывороточной 
среде «TexMACS» («Miltenyi Biotec», Германия) 
в течение 48 ч при 37 °С во влажной атмосфере, 
содержащей 5 % CO2. Для активации Т-клеток 
использовали антибиотиновые частицы с био-
тинилированными МКАТ человека к молекулам 
CD3, CD28 и CD2 («T Cell Activation/Expansion 
Kit», «Miltenyi Biotec», Германия). Рекомби-
нантную форму хемокина (IL-8) («Miltenyi 
Biotec», Германия) добавляли в различных кон-
центрациях (0,01; 0,10; 1,00; 10,00 нг/мл) к акти-
вированным Т-лимфоцитам. Контрольные про-
бы содержали активированные (положительный 
контроль) и неактивированные (покоящиеся) 
клетки. После культивирования Т-лимфоцитов 
исследовали экспрессию поверхностных марке-
ров (CD4, CD45RA, CD197) методом проточной 
цитофлуориметрии с использованием монокло-
нальных антител, меченных флуорохромами 
анти-CD4-FITC (флуоресцеин изотиоцианат, 
«eBioscience», США), анти-CD197-PE (фико- 
эритрин), анти-CD45RA-APC (аллофикоци-
анин) («BD Pharmingen», США) на проточ-
ном цитофлуориметре («BD AccuriC6», «BD 
Biosciences», США). Результаты цитометри-
ческого исследования были проанализирова-
ны в программе «Accuri C6 Software» («Becton 
Dickinson», США). Применяемая стратегия гей-
тирования описана в работе [10].

Статистическую обработку данных осу-
ществляли с помощью программы «IBM SPSS 
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Statistics 20» (США). Анализ выборки проводи-
ли на основе гипотезы нормальности распре-
деления (критерий Колмогорова–Смирнова). 
В качестве средневыборочной характеристики 
использовали медиану (Ме), первый и третий 
квартили (Q1-Q3), для оценки статистической 
значимости исследуемых выборок – непара-
метрический критерий Вилкоксона для зави-
симых выборок, не подчиняющихся нормаль-
ному закону распределения. Различия между 
выборками считали значимыми при уровне p < 
0,05. 

Результаты. Основываясь на уровне 
мембранной экспрессии молекулы CD4, 
Т-лимфоциты относили к Т-хелперам (CD4+) 
и Т-цитотоксическим (CD4-). Среди них, по 
наличию или отсутствию молекул CD45RA 
и CD197, выделяли Т-клетки с наивным фе-

нотипом (CD45RA+CD197+), Т-лимфоциты 
центральной памяти (CD45RA-CD197+), эф-
фекторные Т-клетки (CD45RA-CD197-) и тер-
минально-дифференцированные Т-лимфоциты 
(CD45RA+CD197-).

При инкубации культур клеток CD3+ с 
Т-клеточным активатором происходило уве-
личение числа Т-клеток CD4+ (по сравнению с 
пробой без активатора) с фенотипом наивных 
(CD45RA+CD197+) и терминально-дифферен-
цированных эффекторных (CD45RA+CD197-) 
Т-лимфоцитов на фоне снижения числа 
CD45RA-CD197+ (Tcm) и CD45RA-CD197- (Tem). 
В популяции Т-лимфоцитов CD4- добавление 
Т-клеточного активатора приводило к увели-
чению терминально-дифференцированных эф-
фекторных Т-лимфоцитов (Temra) за счет сниже-
ния числа Tcm (см. таблицу).

КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ СОСТАВ (%) СУБПОПУЛЯЦИЙ Т-ЛИМФОЦИТОВ  
НА ФОНЕ TCR-АКТИВАЦИИ В УСЛОВИЯХ ИНКУБАЦИИ С IL-8 in vitro (Me(Q1-Q3))

Фенотип Покоящиеся
Т-лимфоциты

Активиро- 
ванные 

Т-лимфоциты

Активированные Т-лимфоциты с добавлением IL-8, нг/мл

0,01 0,10 1,00 10,00

Т-хелперы (CD4+) 

CD45RA+CD197+ 17,95
(3,13-32,25)

30,15  
    (20,08-42,40)*

20,45        
(12,50-27,75)**

21,80        
(11,65-24,63)**

20,50        
(10,95-24,25)**

20,45        
(11,13-26,70)**

CD45RA-CD197+ 47,00  
(33,00-53,70)

36,75 
 (22,88-43,58)*

43,00        
(24,20-50,48)

40,50        
(25,35-48,60)

42,25        
(26,00-49,65)

44,60        
(23,75-52,60)

CD45RA-CD197- 31,50  
(16,38-49,35)

26,35 
(14,75-34,15)*

34,65        
(23,58-44,90)**

34,25        
(24,80-45,18)**

32,15       
(26,48-43,33)**

32,50        
(24,88-42,50)**

CD45RA+CD197- 0,90
(0,4-4,03)

4,25
(1,13-9,13)*

7,10      
(2,65-15,08)**

7,25            
(2,55-15,10)

6,90            
(2,28-14,13)

7,20            
(2,28-14,48)

Т-цитотоксические (CD4–)

CD45RA+CD197+ 52,05         
(32,28-61,10)

49,35 
(44,13-62,43)

41,95        
(25,30-61,10)**

40,45       
(24,88-60,93)**

42,30        
(25,33-60,55)**

43,75        
(25,73-60,78)

CD45RA-CD197+ 19,65         
(15,10-35,48)

14,6 
(9,35-23,98)*

8,85            
(4,10-15,60)**

7,70            
(3,53-15,95)**

8,75            
(3,80-18,85)**

9,80            
(4,73-17,55)**

CD45RA-CD197- 12,20
(7,23-24,65)

12,85
(8,40-24,00)

24,15        
(12,95-37,30)**

24,55        
(12,38-37,43)**

23,85        
(11,90-37,52)**

22,55        
(11,93-38,98)**

CD45RA+CD197- 6,90
(3,60-13,10)

12,05
(8,83-27,75)*

18,50        
(11,10-33,90)

20,75        
(10,48-34,08)

19,15        
(10,68-33,38)

19,00        
(11,00-32,73)

Примечания: Ме – медиана, Q1-Q3 – первый и третий квартили; * – значимость различий с Т-клетками, культи-
вированными без активирующих частиц (p < 0,05); ** – значимость различий с Т-клетками, культивированными 
с активирующими частицами без IL-8 (p < 0,05).
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Инкубация TCR-активированных T-клеток 
CD3+ со всеми концентрациями IL-8 при-
водила к дифференцировке и созреванию 
Т-лимфоцитов CD4+ в эффекторные Т-клетки, 
что фенотипически выражалось повышени-
ем количества клеток с фенотипом CD45RA-

CD197- (Tem) относительно клеток, подвергших-
ся только активационному воздействию. Также 
выявлено увеличение количества Temra при ин-
кубации активированных клеток с CXCL8 
только при концентрации 0,01 нг/мл. Данный 
рост Tem и Temra происходил на фоне снижения 
содержания Т-лимфоцитов с фенотипом наив-
ных (CD4+CD45RA+CD197+).

Добавление всего спектра принятых кон-
центраций IL-8 при культивировании TCR-
активированных клеток CD3+ сопровождалось 
повышением числа Т-клеток с фенотипом ци-
тотоксических (CD4-) эффекторных (CD45RA-

CD197-). Одновременно с этим регистрирова-
лось снижение Т-клеток с фенотипом наивных 
и Т-клеток центральной памяти.

Обсуждение. Предыдущими исследова-
ниями показано, что после антигензависимой 
стимуляции Т-лимфоцитов происходит акти-
вация наивных Т-клеток: они начинают актив-
но пролиферировать и дифференцироваться в 
эффекторные Т-лимфоциты [11, 12]. В нашем 
эксперименте добавление Т-клеточного ак-
тиватора в культуру Т-лимфоцитов сопрово-
ждалось ростом числа Т-клеток с фенотипом 
CD45RA+CD197- (Temra) как у Т-хелперов, так и 
у Т-цитотоксических. Это увеличение, возмож-
но, происходило за счет снижения количества 

Т-клеток с фенотипом Т-лимфоцитов централь-
ной памяти и, вероятно, связано с достаточно 
длительным взаимодействием Т-клеток с ак-
тиватором, в результате чего происходит сдвиг 
дифференцировки Т-лимфоцитов в сторону бо-
лее зрелых клеток.

Известно, что повышение продукции ци-
токинов и хемокинов (IL-2, IL-8, IL-10), чаще 
всего в результате воспаления, способствует 
дифференцировке Т-лимфоцитов в эффектор-
ные клетки, и данный процесс не нуждается 
в костимуляции [13, 14]. Кроме того, показа-
но, что IL-8 обладает способностью стиму-
лировать продукцию Т-лимфоцитами ряда 
цитокинов, в т. ч. IL-2, IL-15, которые могут 
способствовать дифференцировке и созрева-
нию Т-клеток в эффекторные [15, 16]. Полу-
ченные нами данные позволяют предполо-
жить, что IL-8 оказывает как прямое, так и 
опосредованное влияние на дифференцировку 
Т-лимфоцитов. 

Таким образом, на фоне TCR-активации IL-8 
во всех концентрациях способен индуцировать 
образование эффекторных Т-клеток CD4+, при 
этом снижая количество Т-лимфоцитов с фено-
типом наивных. Действие IL-8 (во всех концен-
трациях) на дифференцировку активированных 
Т-клеток CD4- ассоциировано с увеличением 
числа эффекторных Т-лимфоцитов на фоне 
снижения Т-клеток центральной памяти и наи-
вных Т-лимфоцитов. Результаты данной рабо-
ты могут быть положены в основу разработки 
технологии контроля и коррекции дисбаланса 
иммунитета.
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DIFFERENTIATION OF ACTIVATED HUMAN T-LYMPHOCYTES  
UNDER THE INFLUENCE OF INTERLEUKIN-8

Scientific papers describe in detail the role of interleukin-8 (IL-8) in the regulation of the innate 
immune system. However, the effect of this chemokine on the components of the adaptive immune 
system requires further investigation. This study aimed to evaluate the effect of IL-8 on the differentiation 
of activated human T-lymphocytes under the conditions of in vitro cell culture. From the whole blood 
of practically healthy donors we isolated mononuclear cells which were used for positive magnetic-
activated sorting of CD3+ cells that were then cultured in vitro with recombinant IL-8 in different 
concentrations (0.01; 0.10; 1.00; 10.00 ng/ml) accompanied by TCR activation. The effect of IL-8 on 
the subpopulation of human T-lymphocytes was assessed using flow cytometry by the changes in the 
number of molecules that determine the subpopulations of T-lymphocytes (CD4, CD45RA, and CD197).  
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We found that IL-8 is able to cause differentiation of CD4+ T-lymphocytes from naïve (CD45RA+CD197+) 
to effector memory (CD4+CD45RA-CD197-) T-cells. Further, we identified an increase in the number of 
activated CD4- T-lymphocytes with the phenotype of effector memory cells against the background of 
decreasing number of naïve and central memory T-cells (CD45RA+CD197-). Thus, co-culturing of IL-8 
and activated T-lymphocytes resulted in the transition of CD3+CD4+ and CD3+CD4- subpopulations to the 
later stages of differentiation. The findings indicate the involvement of IL-8 in the processes associated 
with maturation of activated adaptive immune system cells.
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