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Метаболическая активность оказывает существенное влияние на дифференцировку, пролиферацию и 
функционирование Т-клеток. Различные субпопуляции лимфоцитов в разной степени используют гликолиз 
и митохондриальный метаболизм, основными регуляторами которых являются индуцируемый гипоксией 
фактор 1-альфа (HIF-1α) и сиртуин 3 (SIRT3) соответственно. Цель исследования – выявить характер изме-
нений популяционного состава лимфоцитов периферической крови человека в зависимости от уровней вну-
триклеточных регуляторов метаболизма SIRT3 и HIF-1α. Материалы и методы. Обследовано 227 жителей  
г. Архангельска и Архангельской области, средний возраст которых составил 42±11 лет. Абсолютное содер-
жание лимфоцитов в венозной крови определялось на гематологическом анализаторе Sysmex XS 500i, со-
держание фенотипов CD3+, CD4+, CD8+, CD10+, CD25+ , CD95+ – методом непрямой иммунопероксидазной 
реакции. Внутриклеточное содержание аденозинтрифосфата (АТФ) было измерено биолюминесцентным 
методом с использованием люциферазы. Концентрации HIF-1α и SIRT3 измерялись в лизате лимфоци-
тов при помощи иммуноферментного анализа. Для разделения общей выборки на группы по содержанию 
SIRT3 и HIF-1α применялся кластерный анализ (метод k-средних). Результаты. Внутриклеточная концен-
трация SIRT3 и HIF-1α изменялась согласованно с внутриклеточной концентрацией АТФ. Установлено, что 
в группе с высокой концентрацией HIF-1α удельный вес CD4+, CD8+, CD10+, CD25+-лимфоцитов был выше, 
чем в группе с высокой концентрацией SIRT3, в которой выше был удельный вес CD95+-лимфоцитов. 
Таким образом, содержание внутриклеточных регуляторов метаболизма, координирующих работу путей 
наработки АТФ в клетке – окислительное фосфорилирование (SIRT3) и гликолиз (HIF-1α), влияет на по-
пуляционный состав лимфоцитов и поэтому важно для оценки иммунного реагирования.
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Деятельность иммунных клеток как в со-
стоянии покоя, так и при активации контро-
лируется сложной сетью сигналов, задейству-
ющих различные интерлейкины, в частности 
IL-7, необходимый для выживания наивных 
Т-клеток, и мембранные рецепторы, например 
TCR (Т-клеточный рецептор), при взаимодей-
ствии с которым происходит активация иммун-
ного ответа [1–3]. Помимо этого, субстраты и 
метаболиты также являются важными регуля-
торами функций иммунных клеток. Динамиче-
ское и двунаправленное взаимодействие между 
регулирующими иммунный ответ факторами и 
метаболизмом способствует эффективному раз-
витию реакций адаптивного иммунитета [4]. 

Различные состояния Т-клеток требуют ре-
ализации метаболических программ, обеспе-
чивающих их функциональные потребности. 
Переход между состояниями покоя и актива-
ции сопровождается перепрограммированием 
клеточного метаболизма. Наивные Т-клетки 
быстро перестраивают метаболизм после акти-
вации, чтобы удовлетворить возросшие потреб-
ности в энергии, связанные с пролиферацией и 
дифференцировкой. Активированные Т-клетки 
реализуют одну из множества функциональ-
ных программ, каждая из которых требует 
определенных биохимических перестроек – 
в частности, повышается экспрессия генов, 
связанных с гликолизом, глутаминолизом, 
включая гены белков-транспортеров веществ, 
таких как глюкоза и аминокислоты [1, 5].  

Одним из регуляторов гликолиза являет-
ся индуцируемый гипоксией фактор 1 (HIF-1) 
[6]. Этот фактор транскрипции играет важную 
роль в клеточном ответе на низкий уровень 
кислорода [7]. Однако при нормоксии в связи 
с особенностями метаболизма лимфоцитов мо-
жет происходить стабилизация его альфа-субъ-
единицы (HIF-1α), что способствует регуляции 
HIF-1 экспрессии генов, отвечающих за функ-
ционирование активированных Т-клеток [8]. 

Сиртуин 3 (SIRT3) представляет собой деа-
цетилазу, локализующуюся преимущественно в 
митохондриальном матриксе и играющую значи-
мую роль в регуляции работы митохондрий [9]. 
SIRT3 способствует функционированию цикла 
трикарбоновых кислот (ЦТК) посредством по-

вышения наработки ацетил-коэнзима А и дру-
гих метаболитов ЦТК. Так, деацетилирование с 
помощью SIRT3 пируватдегидрогеназного ком-
плекса позволяет пирувату активнее метаболи-
зироваться в ацетил-коэнзим А, что приводит к 
увеличению поглощения клеткой глюкозы за счет 
активации протеинкиназы B (Akt) [10, 11]. Также 
SIRT3 способствует активации бета-окисления 
жирных кислот [12], а деацетилирование SIRT3 
глутаматдегидрогеназы усиливает утилизацию 
аминокислот [13]. Кроме того, воздействие SIRT3 
на субъединицы комплексов I–IV окислительной 
дыхательной цепи стимулирует окислительное 
фосфорилирование (OXPHOS) [10]. 

В настоящее время большой интерес для ис-
следователей представляет изучение влияния 
на метаболизм лимфоцитов регуляторных бел-
ков, которые координируют работу таких мета-
болических путей, как гликолиз и OXPHOS в 
митохондриях, имеющие очень большое значе-
ние для различных субпопуляций лимфоцитов 
[14, 15].

Целью нашего исследования было выявить 
характер изменений популяционного состава 
лимфоцитов периферической крови человека в 
зависимости от уровней внутриклеточных ре-
гуляторов метаболизма SIRT3 и HIF-1α.

Материалы и методы. В исследовании 
приняли участие волонтеры, проживающие в  
г. Архангельске и Архангельской области. 
Перед проведением исследования от каждого 
участника было получено добровольное ин-
формированное согласие. Средний возраст об-
следуемых составил 42±11 лет. 

Концентрация АТФ была измерена у 104 чел., 
SIRT3 – у 55 чел. и HIF-1α – у 68 чел. Для это-
го утром натощак отбиралась венозная кровь из 
локтевой вены. Измерение абсолютного содержа-
ния лимфоцитов в венозной крови выполнялось 
на автоматическом гематологическом анализато-
ре Sysmex XS-500i (Япония), содержание фено-
типов CD4+, CD8+, CD95+, CD3+, CD10+, CD25+ 
устанавливалось методом непрямой иммунопе-
роксидазной реакции с использованием реаген-
тов производства ООО «Сорбент» (РФ). SIRT3 и 
HIF-1α определялись в лизате лимфоцитов. Для 
получения лизата лимфоцитарная взвесь с пред-
варительно измеренной на анализаторе Sysmex 
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XS-500i концентрацией клеток обрабатывалась 
лизирующим раствором производства компании 
Cloud-Clone (США). Измерение концентрации 
SIRT3 и HIF-1α проводилось при помощи имму-
ноферментного анализа, использовались наборы 
компании Cloud-Clone. 

Статистическая обработка полученной 
информации осуществлялась в пакетах про-
грамм Statistica 11.0 (StatSoft, США), MS Excel 
2016. Сравнение распределения данных с нор-
мальным выполнялось при помощи критерия 
Шапиро–Уилка. Распределения результатов 
оказались сходны с нормальным, поэтому для 
описания данных производилось вычисление 

среднего значения (М) и стандартного отклоне-
ния (SD). Кластерный анализ (метод k-средних) 
использовался для разделения общей выборки 
на группы. Сравнение количественных зна-
чений между группами осуществлялось с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Различия 
считались статистически достоверными при 
уровне значимости t-критерия р < 0,05.

Результаты. Обследуемые лица с изме-
ренными внутриклеточными концентрация-
ми HIF-1α и SIRT3 были разделены методом 
k-средних кластерного анализа на статистиче-
ски значимо различающиеся по изучаемым по-
казателям группы (табл. 1, 2). 

Таблица 1
СРАВНЕНИЕ ПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЛЮДЕЙ 

ПРИ РАЗНОМ ВНУТРИКЛЕТОЧНОМ СОДЕРЖАНИИ SIRT3, M±SD
COMPARISON OF THE POPULATION COMPOSITION OF HUMAN PERIPHERAL BLOOD  

LYMPHOCYTES WITH DIFFERENT INTRACELLULAR SIRT3 CONTENT, M ± SD

Показатель Кластер 1 (n = 28) Кластер 2 (n = 27) р

SIRT3, нг/106 кл. 0,35±0,22 0,54±0,38   0,0411
Лимфоциты, 106 кл./мл 2,53±0,46 1,64±0,32 <0,0001
CD3+, 106 кл./мл 1,76±0,29 1,10±0,22 <0,0001
CD4+, 106 кл./мл 0,77±0,24 0,48±0,16 <0,0001
CD8+, 106 кл./мл 0,76±0,28 0,44±0,17 <0,0001
CD10+, 106 кл./мл 0,76±0,32 0,45±0,16 <0,0001
CD25+, 106 кл./мл 0,38±0,11 0,22±0,06 <0,0001
CD95+, 106 кл./мл 0,78±0,30 0,58±0,20   0,0037

Таблица 2
СРАВНЕНИЕ ПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЛЮДЕЙ 

ПРИ РАЗНОМ ВНУТРИКЛЕТОЧНОМ СОДЕРЖАНИИ HIF-1α, M±SD
COMPARISON OF THE POPULATION COMPOSITION OF HUMAN PERIPHERAL BLOOD  

LYMPHOCYTES WITH DIFFERENT INTRACELLULAR HIF-1α CONTENT, M ± SD

Показатель Кластер 1 (n = 43) Кластер 2 (n = 25) р

HIF-1α, нг/106 кл. 1,18±0,35 3,02±1,37            <0,0001
Лимфоциты, 106 кл./мл 2,22±0,63 1,61±0,48 0,0009
CD3+, 106 кл./мл 1,48±0,42 1,05±0,33 0,0005
CD4+, 106 кл./мл 0,77±0,25 0,53±0,17 0,0008
CD8+, 106 кл./мл 0,71±0,24 0,48±0,18 0,0006
CD10+, 106 кл./мл 0,79±0,28 0,51±0,20 0,0004
CD25+, 106 кл./мл 0,33±0,13 0,22±0,05 0,0011
CD95+, 106 кл./мл 0,80±0,28 0,47±0,20 0,0058
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Из данных таблиц можно увидеть, что для 
обоих регуляторов направленность изменений 
как абсолютного содержания лимфоцитов, 
так и всех фенотипов имеет сходный характер.  
В группах с более высокими концентраци-
ями регуляторных белков (как SIRT3, так и 
HIF-1α) все измеренные иммунные показа-
тели оказались статистически значимо ниже. 
Кроме того, изменение содержания SIRT3 и 
HIF-1α прямо соотносилось с концентрацией 
АТФ в лимфоцитах. Для визуализации вза-
имообусловленности уровня АТФ и содер-
жания регуляторных белков была построена 
комбинированная диаграмма (рис. 1), которая 
показывает, что высокий уровень АТФ на-
блюдается при более высоких концентрациях 
обоих регуляторов.

Увеличение внутриклеточной концентра-
ции АТФ и белков, регулирующих пути его 
наработки, отражает повышение активности 
лимфоцитарного метаболизма. Известно, что 
HIF-1α и SIRT3 регулируют гликолиз (бы-
стрый, но малоэффективный по продукции 

АТФ путь метаболизма) и OXPHOS (медлен-
ный, но высокоэффективный путь наработки 
АТФ) соответственно, поэтому представля-
ется важным сравнение популяционного со-
става лимфоцитов в зависимости от актив-
ности каждого из этих регуляторных белков. 
Для выявления внутригрупповых различий 
был проанализирован удельный вес изме-
ренных популяций лимфоцитов. При срав-
нении использовался метод математического 
потенцирования с вычислением обратного 
натурального логарифма отношения концен-
трации CD3+ к концентрациям остальных 
определяемых фенотипов. Различие в попу-
ляционном составе лимфоцитов в зависимо-
сти от того, концентрация какого из внутри-
клеточных регуляторов (HIF-1α или SIRT3) 
была выше, и, соответственно, от активно-
сти путей гликолиза или OXPHOS проиллю-
стрировано на рис. 2.

Рис. 1. Взаимообусловленность уровня АТФ и 
концентраций регуляторных белков (HIF-1α и SIRT3) 
в лимфоцитах периферической крови обследованных 
людей

Fig. 1. Interdependence of ATP level and regulatory 
proteins (HIF-1α and SIRT3) concentrations in peripheral 
blood lymphocytes of the examined people
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Рис. 2. Особенности популяционного состава лим-
фоцитов в периферической крови людей с высоким 
внутриклеточным содержанием SIRT3 или HIF-1α:  
1/ln(CD3+/CDx) – обратный натуральный логарифм от-
ношения концентрации CD3+ к концентрациям осталь-
ных определяемых фенотипов лимфоцитов; различия 
между группами статистически значимы во всех случаях  
(p < 0,05)

Fig. 2. Population composition of human peripheral 
blood lymphocytes with high intracellular concentrations of 
SIRT3 or HIF-1α
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Из рис. 2 следует, что в группе с высокой 
концентрацией SIRT3 удельный вес лимфоци-
тов с дифференцировочными антигенами CD4+ 
(Т-хелперы), CD8+ (цитотоксические Т-клетки) 
и CD10+ (готовые к пролиферации клетки) 
оказался статистически значимо ниже, в то 
время как удельный вес лимфоцитов, мечен-
ных к апоптозу (CD95+), – выше, чем в груп-
пе, имеющей высокую концентрацию HIF-1α. 
Также достоверны различия в удельном весе 
лимфоцитов с маркером клеточной активации  
CD25 – он оказался больше в группе с высокой 
концентрацией HIF-1α.

Обсуждение. Различные субпопуляции 
Т-клеток используют разные метаболические 
пути для поддержания своей функциональной 
активности [5]. Наивные Т-клетки полагаются 
на OXPHOS для сохранения жизнеспособно-
сти в состоянии покоя [16, 17]. После актива-
ции наивные Т-клетки переходят от окисления 
глюкозы через OXPHOS к преимущественному 
использованию аэробного гликолиза и окисле-
нию глутамина [18].

HIF-1α влияет на дифференцировку и 
функционирование различных субпопуляций 
Т-клеток в условиях нормоксии [19]. При до-
статочном содержании кислорода в микро-
окружении клетки активация экспрессии 
HIF-1α происходит под действием белка-пере-
датчика сигнала и активатора транскрипции 3 
(STAT3), который может напрямую связываться 
с промотором HIF-1α [20]. В свою очередь, ак-
тивация STAT3 происходит под действием IL-2 
через его рецептор CD25 [21]. Субпопуляции 
CD4+-лимфоцитов Th1, Th2, Th17 и Treg имеют 
различную гликолитическую активность [22]. 
Для Th17 характерна наибольшая индукция 
гликолиза, а для Treg – наименьшая. HIF-1α 
непосредственно участвует в дифференциров-
ке Th17 путем транскрипционной активации 
гамма-орфанного рецептора, родственного ре-
цептору ретиноевой кислоты и являющегося 
ключевым фактором для развития Th17 [23]. 
HIF-1α необходим для увеличения активности 
гликолиза в цитотоксических Т-клетках после 
стимуляции TCR и способствует экспрессии 

многих факторов, задействованных в диффе-
ренцировке эффекторных лимфоцитов CD8+ 
[24]. В целом, при нормоксии HIF-1α играет 
критическую роль в дифференцировке эффек-
торных Т-клеток Th1, Th17 и CD8+, ингибируя 
Treg. Также экспрессия HIF-1α повышается в 
пролиферирующих лимфоцитах, что способ-
ствует их переходу на аэробный гликолиз. При 
этом HIF-1α может непосредственно регулиро-
вать экспрессию мембранного белка CD10 [25]. 
В данном исследовании было установлено, что 
в группе с более высоким содержанием HIF-
1α удельный вес CD4+, CD8+, CD10+ и CD25+-
лимфоцитов статистически значимо выше, чем 
в группе с более высоким содержанием SIRT3.

Дифференцировка в Тreg-клетки про-
исходит при активации OXPHOS. SIRT3-
положительная регуляция митохондриальной 
активности прямо связана с супрессивным дей-
ствием Тreg-клеток [3]. Также SIRT3 за счет де-
ацетилирования супероксиддисмутазы 2 может 
снижать активность выработки активных форм 
кислорода [26]. Уменьшение концентрации ак-
тивных форм кислорода приводит к снижению 
пролиферативной активности лимфоцитов и их 
эффекторных функций [27].

Повышение активности митохондриального 
метаболизма характерно для CD95+-клеток, ме-
ченных к апоптозу. CD95 может инициировать 
два первичных сигнальных пути. Один из них 
активирует апоптоз. Программируемая кле-
точная смерть является весьма энергетически 
затратным процессом. Показано, что в апопти-
рующих клетках концентрация АТФ поддержи-
вается на высоком уровне, при этом происходит 
ингибирование гликолиза посредством стиму-
ляции экспрессии проапоптического белка р53. 
Белок р53 негативно регулирует экспрессию 
гексокиназы и снижает захват глюкозы путем 
подавления экспрессии белка-переносчика 
глюкозы GLUT1. Активность OXPHOS повы-
шается за счет увеличения экспрессии белка 
сборки цитохром-С-оксидазы – фермента цепи 
переноса электронов митохондрий [28]. Дру-
гой путь способствует неапоптическому Fas-
опосредованному сигнальному каскаду. Fas-
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опосредованная передача запускает сигнальный 
каскад митоген-активируемой протеинкиназы, 
что приводит к усилению экспрессии нуклеар-
ного фактора каппа В (NF-κB) [29]. В свою оче-
редь, NF-κB связывается с промотором SIRT3, 
усиливая его экспрессию [30]. Полученные нами 
результаты показывают, что в группе с более вы-
соким содержанием SIRT3 удельный вес мечен-
ных к апоптозу (CD95+) клеток был выше, чем 
в группе с более высоким содержанием HIF-1α. 
При этом удельный вес клеток с высокой гли-
колитической активностью (CD4+, CD8+, CD10+) 
оказался ниже. 

Итак, для развития и поддержания функци-
ональной активности Т-клеток большое значе-
ние имеет активность гликолиза и митохондри-
ального метаболизма. Регуляция активности 
ферментов, задействованных в этих метабо-
лических путях, происходит за счет контроля 
экспрессии генов и посттрансляционной мо-
дификации. В частности, HIF-1α контролирует 
экспрессию генов всех ферментов гликолити-
ческого пути, SIRT3 посредством деацетилиро-
вания ключевых ферментов способен увеличи-
вать активность ЦТК, бета-окисления жирных 
кислот и комплексов цепи переноса электро-
нов. Результаты проведенного исследования 

показывают, что популяционный состав лим-
фоцитов может меняться при изменении кон-
центраций белков, регулирующих метаболизм 
лимфоцитов. В группах с более высокой кон-
центрацией HIF-1α, обусловливающей более 
активное использование гликолиза, наблюдает-
ся увеличение содержания пролиферирующих 
(СD10+), хелперных (CD4+), цитотоксических 
(СD8+) и активированных (СD25+) клеток, что 
способствует активации клеточно-опосредо-
ванного иммунного ответа. В то же время по-
вышение концентрации регулятора митохон-
дриального метаболизма SIRT3 приводит к 
увеличению количества меченных к апоптозу 
клеток с рецептором CD95, что может говорить 
о сдерживании иммунного реагирования.

Оценка метаболической активности лим-
фоцитов является перспективным направле-
нием для исследования функционирования си-
стемы адаптивного иммунитета. Определение 
внутриклеточного содержания регуляторных 
белков, отражающих активность гликолиза и 
митохондриального метаболизма, может спо-
собствовать выявлению вероятных нарушений 
на этапе иммунного реагирования.
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INFLUENCE OF INTRACELLULAR REGULATION OF METABOLISM  
ON THE POPULATION COMPOSITION OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

Metabolic activity has a significant impact on the differentiation, proliferation and functioning of T cells. 
Different lymphocyte subpopulations use, to varying degrees, glycolysis and mitochondrial metabolism, 
whose main regulators are hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1α) and sirtuin 3 (SIRT3), respectively. 
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The purpose of this paper was to study changes in the population composition of peripheral blood 
lymphocytes in humans depending on the level of the intracellular metabolic regulators SIRT3 and  
HIF-1α. Materials and methods. 227 residents of the city of Arkhangelsk and the Arkhangelsk Region 
were examined (mean age 42 ± 11 years). Absolute lymphocyte count was determined using the Sysmex 
XS 500i haematology analyser, while CD3+, CD4+, CD8+, CD10+, CD25+ and CD95+ phenotypes content, 
by indirect immunoperoxidase reaction. Intracellular adenosine triphosphate (ATP) concentration was 
measured using the luciferase bioluminescence method. HIF-1α and SIRT3 concentrations were 
measured in lymphocyte lysate using enzyme immunoassay. To divide the total sample into groups 
according to SIRT3 and HIF-1α content, k-means clustering was utilized. Results. Changes in SIRT3 
and HIF-1α intracellular concentrations correlated with ATP concentration. It was found that in the group 
with high HIF-1α content, the proportion of CD4+, CD8+, CD10+ and CD25+ lymphocytes was greater 
than in the group with high SIRT3 concentration, which had a greater proportion of CD95+ lymphocytes. 
Thus, the content of intracellular metabolic regulators that regulate ATP production pathways in the cell, 
i.e. oxidative phosphorylation (SIRT3) and glycolysis (HIF-1α), affects the population composition of 
lymphocytes and is therefore important for assessing the immune response.

Keywords: HIF-1α, SIRT3, adenosine triphosphate (ATP), cellular immunity, lymphocyte populations, 
immunometabolism.
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