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Реферат

Цель: Исследовать репертуар Т-клеточного рецептора у лиц, подвергшихся хроническому радиационному воздействию, в отда-
ленном периоде.
Материал и методы: В исследовании приняло участие 48 чел., которые были разделены на две группы: облученные лица – 31 чел., 
со средней накопленной дозой облучения красного костного мозга (ККМ) 981±130 мГр, и группа сравнения – 17 чел., со средней 
накопленной дозой облучения ККМ 25,3±5,91 мГр. Группы исследования достоверно не отличались по возрасту, полу и этниче-
ской принадлежности. Анализ репертуара Vβ-сегментов Т-клеточного рецептора Т-лимфоцитов периферической крови облучен-
ных лиц проводился методом проточной цитометрии; было исследовано 24 Vβ-сегмента Т-клеточного рецептора. Статистическая 
обработка полученных данных проводилась с использованием критерия знаковых рангов Уилкоксона, а непосредственное описа-
ние репертуара Vβ-сегментов Т-клеточного рецептора производилось с помощью кривой Лоренца и коэффициента Джини-TCR.
Результаты: У облученных лиц выявлено статистически значимое увеличение количества сегментов Vβ3 и Vβ5,2 Т-клеточного 
рецептора относительно группы сравнения (p=0,03 и p=0,003 соответственно). Также было показано, что Vβ-сегменты неравно-
мерно представлены в составе Т-клеточного рецептора Т-лимфоцитов в обеих группах исследования. Однако не было выявлено 
достоверных различий между репертуарами Т-клеточного рецептора исследуемых групп по коэффициенту Джини-TCR (p=0,14). 
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Abstract

Purpose: Study the repertoire of the T-cell receptor in persons chronically exposed to radiation in the long-term period.
Material and methods: The study involved 48 people, who were divided into two groups: a group of exposed persons –  
31 individuals with the average accumulated dose to red bone marrow (RBM) of 981±130 mGy, and a comparison group –  
17 individuals, the average accumulated dose to RBM was 25.3±5.91 mGy. The study groups did not differ significantly in age, gender and 
ethnicity. The repertoire of Vβ-segments of the T-cell receptor of the peripheral blood T-lymphocytes of exposed persons was analyzed by 
flow cytometry method. 24 Vβ-segments of the T-cell receptor were studied. Statistical processing of the obtained data was carried out us-
ing the Wilcoxon signed-rank test, and a direct description of Vβ-segment repertoire of the T-cell receptor was performed using the Lorenz 
curve and the Gini-TCR index.
Results: The study revealed a statistically significant increase in the number of Vβ3 and Vβ5.2 T-cell receptor segments in exposed individu-
als relative to the comparison group (p=0.03 and p=0.003, respectively). It was also shown that the distribution of the Vβ-segments of the 
T-cell receptor is uneven in both study groups. However, there was no significant difference between the repertoires of the T-cell receptor of 
the studied groups by the Gini-TCR index (p=0.14). 
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Введение
Разнообразие репертуара Т-клеточных рецепторов 

(TCR) является определяющим фактором способности 
иммунной системы распознавать различные антигены 
[1, 2], в том числе и опухолевые [3]. Высокая измен-
чивость объясняется тем, что TCR образуется путем 
V(D)J-рекомбинации генов Т-клеточных рецепторов 
[4], происходящей на ранних этапах дифференцировки 
Т-лимфоцитов. Т-клеточный рецептор представляет со-
бой гетеродимер, состоящий из ковалентно связанных 
α- и β-цепей гликопротеинов (95 % периферических 
Т-клеток) или γ- и δ-цепей, которые в большинстве слу-
чаев участвуют в узнавании пептида главного комплек-
са гистосовместимости (MHC) [5]. Каждая цепь TCR 
состоит из константного домена (С), прикрепленного к 
плазматической мембране, α-цепь состоит из двух сег-
ментов V и J, а β-цепь из трёх – V, D и J, что увеличивает 
её структурное разнообразие [6]. Так, согласно авторам 
[7], индивидуальное разнообразие β-цепей для одного 
взрослого человека может достигать 108 вариантов.

В настоящее время множество работ, как отечествен-
ных [8, 9], так и зарубежных [10–13], посвящено вли-
янию радиационного облучения на иммунную систе-
му различных групп населения. Однако исследования 
Т-клеточного рецептора у лиц, подвергшихся воздей-
ствию ионизирующей радиации, в литературе встреча-
ются довольно редко, но с развитием технологической 
и методологической базы набирают популярность в 
научном сообществе. В экспериментальной работе с 
облученными мышами [14] показано снижение разно-
образия репертуара TCR, схожее с инволюционными 
изменениями, при этом такой эффект был более выра-
жен и сохранялся гораздо дольше у мышей, облученных 
в малой дозе 0,1 Гр, чем у мышей, облученных в дозе  
1 Гр. Авторы отмечают, что такое изменение репертуара 
генов Т-клеточного рецептора связано с радиационным 
повреждением гемопоэтических стволовых клеток. Од-
нако в продолжении работы авторы заявляют, что об-
лучение мышей в низких дозах/низких мощностях доз 
не приводит к нарушениям реаранжировки генов TCR 
и в целом механизмов, обеспечивающих генетическую 
стабильность [15]. В свою очередь японские исследо-
ватели сообщали об активации радиационно-индуциро-
ванного апоптоза клеток TCR-α/β+ после воздействия 
γ-облучения на мышей [16].

Для ликвидаторов аварии на ЧАЭС исследование ча-
стоты TCR-мутантных клеток показало, что у части лик-
видаторов, облученных преимущественно в дозе до 2 Гр, 
обнаруживается повышение частоты TCR-мутантных 
клеток в отдаленном периоде, причем данный показа-
тель практически не изменяется со временем после об-
лучения [17, 18]. Авторы предполагают, что такой фено-
мен обусловлен возникновением радиационно-индуци-
рованной нестабильностью генома (РИНГ). 

Исследование жителей прибрежных сёл реки Течи, 
облученных вследствие сброса жидких радиоактивных 
отходов в 1949–1956 гг., проведенное в Уральском науч-
но-практическом центре радиационной медицины, так-
же выявило увеличение частоты TCR-мутантных клеток 
[19], что связывается с возникновением РИНГ [20]. Сле-
дует отметить, что изменения в Т-клеточном рецепторе 
у хронически облученных лиц в упомянутой работе ре-
гистрировались только фенотипически по низкой экс-
прессии комплекса CD3 и высокой экспрессии комплек-
са CD4 на поверхности лимфоцита [19].

РИНГ может возникать в любых облученных клетка 
[21], в том числе и в гемопоэтических клетках и кост-
номозговых клетках-предшественниках, а проявляться в 

клетках-потомках в отдаленные сроки. При этом след-
ствием геномной нестабильности может быть наруше-
ние созревания дифференцированных Т-лимфоцитов, 
выражающееся, кроме всего прочего, в нарушении фор-
мирования репертуара Т-клеточных рецепторов [20].

Анализ репертуара Т-клеточного рецептора может 
производиться различными методами: спектротипиро-
ванием, секвенированием и проточной цитометрией. 
Первые два упомянутых метода для анализа требуют со-
ртировки высокоочищенных популяций Т-лимфоцитов 
и в целом довольно дорогостоящи. По этим причинам 
в ряде исследований используется метод проточной ци-
тометрии, позволяющий измерить процентное содер-
жание Vβ-сегментов Т-клеточного рецептора на уровне 
подмножества Т-клеток без необходимости их сортиров- 
ки [22].

Поэтому целью данного исследования был анализ 
репертуара Vβ-сегментов Т-клеточного рецептора мето-
дом проточной цитометрии у лиц, подвергшихся хрони-
ческому радиационному воздействию в широком диапа-
зоне доз, в отдаленном периоде. 

Материал и методы 
Исследование репертуара Т-клеточного рецептора 

проводилось у 48 чел, проживавших в одном из 41 при-
брежных сёл реки Течи. Жители прибрежных сёл реки 
Течи подвергались внешнему и внутреннему облучению 
(преимущественно за счет 90Sr и 137Cs) в результате сбро-
са жидких радиоактивных отходов ПО «Маяк» в 1949–
1956 гг. [23].

Расчет накопленных доз облучения каждого исследу-
емого лица был произведен биофизической лаборатори-
ей УНПЦ РМ [24]. Критерии включения и исключения 
пациентов из исследования подробно описаны в статье 
[25]. Все участники исследования подписывали добро-
вольное информированное согласие на проведение ис-
следования, утвержденное локальным этическим коми-
тетом Уральского научно-практического центра радиа-
ционной медицины.

Все исследуемые лица были разделены на две груп-
пы: облученные лица и группа сравнения. В группу 
облученных людей вошел 31 чел со средней накоплен-
ной дозой облучения красного костного мозга (ККМ) 
981±130 мГр (в диапазоне доз от 225 до 3716 мГр) и 
средней накопленной дозой облучения тимуса и пери-
ферических лимфоидных органов 115±12 мГр (в диапа-
зоне доз от 10,6 до 337 мГр). Средний возраст в группе 
составил 74,9±0,6 лет (от 71 до 83 лет). По половому и 
этническому составу преобладали женщины – 77,4 % 
(24 чел), представителей тюркской языковой группы 
(70,9 % или 22 чел) было больше, чем представителей 
славянской группы.

В группу сравнения вошли 17 чел., проживающих 
в аналогичных облученным лицам социально-эконо-
мических условиях, однако накопленная доза облу-
чения ККМ лиц из группы сравнения не превышала  
70 мГр за весь период жизни [26] и составила 25,3±5,91 
мГр (в диапазоне доз от 2,73 до 70 мГр), средняя нако-
пленная доза облучения тимуса и периферических лим-
фоидных органов составила 7,99±2,06 мГр (в диапазоне 
доз от 0,45 до 22,5 мГр). Средний возраст лиц из груп-
пы сравнения – 74,9±1,3 лет (от 68 до 86 лет), в группе 
также наблюдалось больше женщин (70,6 %, 12 чел), а 
представителей тюркской языковой группы также было 
больше (70,6 %, 12 чел), чем славян.

Возраст лиц из двух групп исследования статистиче-
ски значимо не различался (согласно U-критерию Ман-
на‒Уитни: p=0,95), половой и этнический состав групп 
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также достоверно не различался (согласно критерию χ2: 
p=0,60 и p=0,98 соответственно).

Проводился анализ распределения 24 Vβ-сегментов 
Т-клеточного рецептора в популяции Т-лимфоцитов 
(CD3+-клеток) методом проточной цитометрии с исполь-
зованием набора реагентов Beta Mark TCR Vβ Repertoire 
Kit (Beckman Coulter, США), позволяющего выявить 
процентное содержание Т-лимфоцитов, несущих в со-
ставе Т-клеточного рецептора следующие Vβ-сегменты: 
Vβ 5.3, Vβ 7.1, Vβ 3, Vβ 9, Vβ 17, Vβ 16, Vβ 18, Vβ 5.1, 
Vβ 20, Vβ 13.1, Vβ 13.6, Vβ 8, Vβ 5.2, Vβ 2, Vβ 12, Vβ 23, 
Vβ 1, Vβ 21.3, Vβ 11, Vβ 22, Vβ 14, Vβ 13.2, Vβ 4, Vβ 7.2.  
Для лизиса эритроцитов использовался лизирующий бу-
фер Optilyse C (Beckman Coulter, США), исследование 
проводилось на проточном цитофлюориметре Navios 
(Beckman Coulter, США). В используемом нами наборе 
реагентов 3 разных Vβ-сегмента TCR скомбинированы в 
один тест: одно антитело для одного сегмента конъюги-
ровано с красителем FITC, второе антитело для второго 
сегмента TCR – с PE, третье антитело для третьего сег-
мента конъюгировано сразу с двумя красителями FITC и 
PE, таким образом, для каждого пациента было сделано 
8 проб. Набор охватывает около 70 % нормального ре-
пертуара Vβ-сегментов TCR [27]. 

Для анализа у пациентов натощак производился от-
бор проб цельной периферической крови из локтевой 
вены в вакуумную пробирку с наполнителем K3-EDTA 
(Greiner Bio-One; Австрия) в объеме 9 мл. Анализ проб 
проводился на проточном цитометре Navios с использо-
вание следующей тактики гейтирования: в первую оче-
редь выделялась общая популяция лимфоцитов, затем 
по наличию рецептора CD3 (моноклональное антитело 
CD3-ER780, Elabscience, КНР) определялась популяция 
Т-лимфоцитов, и уже в данной популяции были опреде-
лены Т-клетки, в состав Т-клеточного рецептора которых 
входят перечисленные выше вариабельные сегменты. 

Статистическая обработка результатов проводилась 
в программах Statistica (ver. 12), SigmaPlot (ver. 12.5), 
GraphPad Prism (ver. 8.0.1) и MS Excel 2016.

Сравнение количественных показателей сегментов 
Т-клеточного рецептора между исследуемыми группами 
проводилось с использованием критерия знаковых ран-
гов Уилкоксона, статистически значимыми считались 
различия при значении доверительной вероятности (р) 
менее 0,05. 

Для оценки распределения Vβ-сегментов 
Т-клеточного рецептора в популяции Т-лимфоцитов 
использовали коэффициент Джини-TCR, где широкий 
репертуар будет иметь более низкий балл (ближе к 0), 
а асимметричный и искаженный репертуар – высокий 
балл (ближе к 100), и кривую Лоренца, описывающую 
распределение репертуара Vβ-сегментов графически. 
Данные статистические методы относятся к экономи-
ческой статистике и описывают распределение доходов 
населения, однако авторы [22, 28] отметили сходство в 
распределении Vβ-сегментов Т-клеточного рецептора с 
распределением доходов и предложили использование 
коэффициента Джини и кривой Лоренца в исследовани-
ях TCR.

Для расчета коэффициентов Джини-TCR использо-
валась рабочая таблица с формулами, выполненная в MS 
Excel 2016, предоставленная авторами работы [22], что 
позволило автоматически производить расчёты, исполь-
зуя собственные результаты исследования сегментов Vβ 
Т-клеточного рецептора, полученные с использованием 
проточной цитометрии.

Сравнение коэффициентов Джини исследуемых 
групп проводилось с использованием критерия знако-

вых рангов Уилкоксона, достоверными считались разли-
чия с уровнем значимости p<0,05.

Результаты и обсуждение
При анализе репертуара Vβ-сегментов Т-клеточного 

рецептора были установлены средние значения от-
носительного количества Т-лимфоцитов с входящими 
в состав Т-клеточного рецептора исследуемыми Vβ-
сегментами, результаты представлены на рис. 1. 

Рис. 1. Относительное количество Т-лимфоцитов с входящими в 
состав Т-клеточного рецептора исследуемыми Vβ-сегментами 

Fig. 1. Relative number of T-lymphocytes with the studied T-cell receptor 
Vβ-segments 

У облученных лиц было обнаружено статистиче-
ски значимое увеличение количества Т-лимфоцитов, 
содержащих сегменты Vβ3 и Vβ5,2 в составе TCR, от-
носительно группы сравнения: p=0,03 и p=0,003 соот-
ветственно. Для остальных представленных на рис.1 
показателей не было выявлено достоверных различий 
между исследуемыми группами. Однако следует отме-
тить, что используемый нами набор реагентов позволя-
ет оценить около 70 % репертуара Vβ-сегментов [27],  
⁓30 % составляет неопределенность для всего репер-
туара Vβ-сегментов Т-клеточного рецептора в данном  
исследовании. 

Японское исследование выживших после атомной 
бомбардировки Хиросимы также показало изменение 
репертуара Т-клеточного рецептора, измеренного мето-
дом проточной цитометрии: сообщалось о дозозависи-
мом изменении репертуара TCR у лиц, облучение кото-
рых происходило в возрасте старше 20 лет [29].

Некоторые изменения экспрессии генов Vβ-сегментов 
могут быть связаны с патологическими состояниями. 
Например, в недавнем исследовании [30] было показа-
но, что повышение экспрессии сегмента TRBV6-5 гена 
Т-клеточного рецептора (участвующего в формирова-
нии сегмента Vβ 13,1) связано с прогрессированием не-
мелкоклеточного рака легкого и неблагоприятным про-
гнозом, а экспрессия TRBV20-1 (Vβ 2), наоборот, связа-
на с лучшей выживаемостью и ответом на лечение. При 
этом для сегментов Vβ3 и Vβ5,2 в доступной литературе 
не было найдено информации о связи с патологическим 
процессом.

Для графического описания распределения вари-
абельных сегментов была построена кривая Лоренца 
(рис. 2), для этого полученные средние пропорции рас-
пределения Vβ-сегментов в популяции Т-лимфоцитов, 
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полученные в группах исследования, были нормализо-
ваны до 100 %: по оси абсцисс представлен кумулятив-
ный процент 24 изученных Vβ-сегментов TCR, по оси 
ординат – кумулятивная доля Т-лимфоцитов, которые 
были покрыты этими 24 Vβ-сегментами TCR. Голубая 
линия описывает гипотетическое идеальное равномер-
ное распределение, серая линия построена для группы 
сравнения, оранжевая – для облученных лиц.

Рис. 2. Кривая Лоренца распределения Vβ-сегментов Т-клеточного 
рецептора в Т-лимфоцитах у облученных лиц и лиц из группы 

сравнения
Fig. 2. Lorentz distribution curve of the T-cell receptor Vβ-segments in 

T-lymphocytes of exposed people and members of the control group

Кривая Лоренца распределения Vβ-сегментов TCR в 
популяции CD3+-клеток как для группы сравнения, так и 
для облученных лиц далека от идеального равномерного 
распределения, что указывает на неравномерный харак-
тер распределения Vβ-сегментов TCR на Т-лимфоцитах 
периферической крови в обеих группах исследования 
(рис. 2).

Было проведено сравнение коэффициентов Джини-
TCR лиц из группы сравнения и облученных лиц, ре-
зультаты представлены на рис. 3. 

Полученные результаты представлены в диапазоне 
значений от 0 %, где распределение считается равномер-
ным (количество Т-клеток с разными Vβ-сегментами в 
составе TCR одинаково), до 100 %, где распределение 
носит максимально неравномерный характер (коли-
чество Т-клеток с одним Vβ-сегментом в составе TCR 
преобладает над всеми остальными). Так, было показа-
но, что достоверного различия между распределениями 
Vβ-сегментов Т-клеточного рецептора в исследуемых 
группах не обнаружено: в группе сравнения средний ко-
эффициент Джини-TCR составил 40,51 %, в группе об-
лученных лиц – 41,98 % (уровень значимости различий 
равен 0,14, рис. 3). При этом по литературным данным 
коэффициент Джини-TCR для здоровых людей опре-
деляется в диапазоне 40–55 % [22], чему соответству-

ют полученные нами результаты в обеих исследуемых 
группах.

В данной работе выявлено статистически значи-
мое увеличение количества Т-лимфоцитов, в составе 
Т-клеточного рецептора которых обнаруживается два 
Vβ-сегмента: Vβ3 и Vβ5,2, у облученных лиц относи-
тельно группы сравнения. Однако мы не обнаружили из-
менений в распределении Vβ-сегментов TCR у облучен-
ных лиц, характер распределения для этой группы был 
на одном уровне с лицами из группы сравнения. И хотя 
ранее мы получали результаты, косвенно свидетель-
ствующие об интенсификации процессов старения им-
мунной системы облученных лиц [25], для репертуара 
Т-клеточного рецептора подобного эффекта на данном 
этапе работе не отмечено.

Результаты работы являются предварительными. 
Продолжение исследования позволит получить более 
надежные данные о влиянии низкоинтенсивного облуче-
ния красного костного мозга на репертуар Т-клеточного 
рецептора в отдаленные сроки после хронического ра-
диационного воздействия.

Выводы
1.	 У жителей прибрежных сел реки Течи, подвергших-

ся хроническому радиационному воздействию с 
преимущественным облучением ККМ в диапазоне 
доз от 225 мГр до 3716 мГр, в отдаленном периоде 
обнаружено достоверное увеличение количества 
Т-лимфоцитов, в состав Т-клеточного рецептора ко-
торых входят сегменты Vβ 3 и Vβ 5,2, у облученных 
лиц относительно группы сравнения. 

2. 	 Не было обнаружено достоверных различий между 
распределениями Vβ-сегментов Т-клеточного ре-
цептора по коэффициентам Джини в исследуемых  
группах.

Рис. 3. Коэффициент Джини-TCR в CD3+-клетках исследуемых групп 
(в скобках на графике представлены минимальные и максимальные 

значения коэффициента Джини-TCR в исследуемых группах)
Fig. 3. Gini TCR index in CD3+-cells in members of the studied groups 
(minimum and maximum values of the Gini TCR index in the studied 

groups are given in parentheses in the graph)
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