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СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРИ COVID-19
Свирщевская Е.В.1, 2, Коновалова М.В.1, Садыков В.Ф.2, 
Пырегов А.В.2, Полтавцева Р.А.2
1 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Патогенез тяжелой коронавирусной инфекции COVID-19 ассоциирован с активацией им-
мунной системы, цитокиновым штормом, нарушением гемостаза крови, микрососудистым тромбо-
зом, ишемией органов и синдромом полиорганной дисфункции. Роль различных субпопуляций при 
COVID-19 до сих пор дискутируется. Целью исследования являлся анализ субпопуляционного со-
става лимфоцитов периферической крови больных COVID-19 по сравнению со здоровыми донорами. 

В исследование включили 20 больных COVID-19 (11 мужчин и 9 женщин) и 26 здоровых доно-
ров. Средний возраст больных составил 52 и 56 лет соответственно. Лимфоциты периферической 
крови выделяли на градиенте фиколла. Клетки окрашивали антителами к основным популяциям 
лимфоцитов, маркерам эндотелиальных клеток и апоптоза. Анализ проводили методом проточной 
цитометрии. Клинические данные получены стандартными лабораторными методами. Результаты 
показали, что у всех больных были повышены C-реактивный белок (в 14-35 раз), ферритин (в 1,2-
13 раз), D-Димеры (в 1,2-90 раз). У 55% мужчин наблюдали снижение абсолютного числа лимфо-
цитов, у женщин этот показатель находился на нижней границе нормы. Цитометрический анализ 
показал, что среди лимфоцитов периферической крови доля функциональных клеток, экспрессиру-
ющих маркер CD45, у 70% больных составляла от 2 до 12% при 80-99% у всех доноров. Доля CD45+ 
лимфоцитов достоверно коррелировала с уровнем гемоглобина, но не с уровнями воспалительных 
биохимических маркеров. Среди функциональных лимфоцитов больных наблюдали снижение доли 
CD3+, CD4+, CD8+Т-клеток, увеличение доли натуральных киллеров CD56+ и уровня апоптотических 
клеток AnnexinV+, но не было изменения в доле В-клеток CD19 и HLA-DR+. Анализ субпопуляций 
ЛЦ, не экспрессирующих маркер CD45, показал наличие в этой фракции всех популяций лимфоци-
тов со сниженной экспрессией CD4, CD8, CD19, CD56 и других в крови больных и доноров. Отли-
чием между больными и донорами был высокий процент эндотелиальных клеток, экспрессирующих 
маркер CD62P. 
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Определение лабораторными методами количества лимфоцитов в крови больных COVID-19 не от-
ражает реальную картину тяжести заболевания и требует определения доли функциональных клеток, 
экспрессирующих CD45. 

Ключевые слова: COVID-19, лимфоциты периферической крови, экспрессия CD45, проточная цитометрия, апоптоз, 
эндотелий

SUBPOPULATION COMPOSITION OF PERIPHERAL BLOOD 
LYMPHOCYTES IN COVID-19
Svirshchevskaya E.V.a, b, Konovalova M.V.a, Sadykov V.F.b, 
Pyregov A.V.b, Poltavtseva R.A.b
a Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian 
Federation 
b V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation

Abstract. The pathogenesis of severe coronavirus infection COVID-19 is associated with activation of 
immune system, cytokine storm, impaired blood clotting, microvascular thrombosis, organ ischemia and 
multiple organ dysfunction syndrome. The role of various lymphocyte subpopulations in COVID-19 is still 
debated. The aim of our study was to analyze the subpopulational profile of peripheral blood lymphocytes in 
COVID-19 patients as compared with healthy donors. 

The study included 20 COVID-19 patients (11 males and 9 females,) and 26 healthy donors. Average age 
of the patients was 52 and 56 years, respectively. Clinical examinations were performed by standard laboratory 
methods. Peripheral blood lymphocytes were isolated in the Ficoll gradient. The cells were stained with 
antibodies to specific antigens of main lymphocyte populations, endothelial cells, and apoptotic cell markers. 
The analysis was performed by flow cytometry. The results showed that all patients had elevated C-reactive 
protein (14- to 35-fold), ferritin (1.2- to 13-fold), D-dimers (1.2- to 90-fold). 55% of men had a decrease in the 
absolute number of lymphocytes, in women this index was at the low normal limit. Cytometric analysis showed 
that, among peripheral blood lymphocytes, the proportion of functional cells expressing the CD45 marker 
ranged from 2 to 12% in 70% of patients, as compared with 80-99% among the donors. The proportion of CD45+ 
lymphocytes significantly correlated with the level of hemoglobin, but not with the levels of inflammatory 
biochemical markers. Among the functional lymphocytes of patients, there was a decrease in the proportion of 
CD3+, CD4+, CD8+T cells, increased proportion of natural killer CD56+ and the apoptotic (AnnexinV+) cell 
contents, but the proportion of CD19 and HLA-DR+B cells was not changed. Analysis of the lymphocyte (LC) 
subpopulations that did not express CD45 marker showed that this fraction contained different lymphocyte 
subsets with reduced expression of CD4, CD8, CD19, CD56 etc. in the blood of patients and donors. Higher 
percentage of endothelial cells expressing CD62P marker made the difference between patients and donors. 

Laboratory determination of lymphocyte subsets in blood samples of COVID-19 patients does not reflect the 
real severity pattern of the disease, thus requiring studies of the CD45-expressing functional cell populations.

Keywords: COVID-19, lymphocyte subpopulations, CD45, flow cytometry, apoptosis, endothelium

Введение
Продолжающаяся вспышка коронавирусной 

инфекции COVID-19 требует детального понима-
ния патогенеза заболевания. В настоящее время 
инфекции, вызванные COVID-19, классифици-
руются как тяжелые, легкие или бессимптомные, 
а также критические (острый респираторный 
дистресс-синдром, сепсис). Неблагоприятные 

прогностические факторы включают изменения 
в легких по типу «матового стекла» при компью-
терной томографии, лимфопению, бактериаль-
ную ко-инфекцию, значительное повышение 
маркеров воспаления (C-реактивный белок, 
ферритин, D-Димеры, прокальцитонин), ко-
морбидные хронические заболевания, такие как 
гипертония и диабет, возраст старше 60 лет [2]. 
Снижение количества лимфоцитов (ЛЦ) в кро-
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ви однозначно показывает, что иммунитет при-
нимает непосредственное участие в патогенезе 
инфекции [2]. Однако с точки зрения клеточной 
иммунной функции не ясно, как провести раз-
личие между нетяжелыми и тяжелыми случаями. 
Различие между нетяжелыми и тяжелыми случа-
ями пневмонии COVID-19 напрямую влияет на 
выживаемость пациентов и варианты лечения. 

Роль различных субпопуляций клеток крови 
активно изучается. Так, выявили увеличение в 
крови фибробластов, несущих маркеры CD45+/
CD15-/CD34+/коллаген-1+ [6]. Однако доля та-
ких клеток повышалась незначительно (3,6% 
против 2,1% в контроле). Секвенирование транс-
криптома отдельных клеток и Т-клеточного / 
В-клеточного рецептора в образцах ЛЦ перифе-
рической крови, собранных у бессимптомных, 
умеренных и тяжелых пациентов, а также здоро-
вых доноров показало увеличение CD56+CD16- 
естественных киллеров (NK), экспансию эф-
фекторных CD4+Т-клеток, но не В-клеток у 
тяжелых больных по сравнению с пациентами 
средней тяжести [21]. Аналогичное исследова-
ние на клональном уровне показало увеличе-
ние доли дендритных клеток, CD14+ моноцитов 
и клеток-предшественников мегакариоцитов, 
уменьшение наивных CD4+Т-лимфоцитов, 
CD8+Т-лимфоцитов и естественных киллеров у 
пациентов с COVID-19 [10]. Анализ пула клеток 
показал уменьшение доли дендритных клеток, 
снижение экспрессии CD86, увеличение доли 
CD163+CD14+ клеток и повышение экспрессии 
лиганда программируемой смерти 1 в дендрит-
ных клетках и моноцитах [20]. 

Анализ бронхоальвеолярной лаважной жидко-
сти у 88 пациентов с дыхательной недостаточно-
стью, вызванной SARS-CoV-2, и у 211 пациентов 
с известной или предполагаемой пневмонией, 
вызванной другими патогенами, показал, что 
у большинства COVID-19 пациентов альвео-
лярное пространство постоянно обогащалось 
Т-клетками и моноцитами [7]. Авторы заключи-
ли, что SARS-CoV-2 вызывает медленно разви-
вающийся пространственно ограниченный аль-
веолит, при котором альвеолярные макрофаги, 
содержащие SARS-CoV-2 и Т-клетки, вызывает 
стойкое альвеолярное воспаление. Накопление 
Т- и NK-клеток, но не нейтрофилов и макро-
фагов в легких больных показано на клеточном 
уровне и другими группами [3, 4].

Роль ЛЦ при COVID-19 связана с цитокино-
вым штормом. Показано, что повышение уровня 
цитокинов коррелирует с тяжестью заболевания, 
а также со снижением доли CD8 Т-клеток [19]. 

Снижение доли CD3, CD8 и CD45 Т-клеток 
и их функциональной активности, увеличение 
доли натуральных киллеров могут быть прогно-

стическими факторами тяжести заболевания [12, 
14]. Таким образом, все основные субпопуляции 
ЛЦ периферической крови вовлечены в патоге-
нез COVID-19. Однако для понимания, какие из 
этих изменений играют ключевую роль, требует-
ся одновременный анализ все основных субпопу-
ляций ЛЦ периферической крови.

Целью настоящего исследования являлся ана-
лиз изменения субпопуляционного состава ЛЦ 
периферической крови больных с тяжелым тече-
нием COVID-19 и сравнение изменений с клини-
ческими параметрами. Результаты этого иссле-
дования помогут выявить иммунные изменения, 
вызванные инфекцией COVID-19, а также про-
вести различие между тяжелыми и нетяжелыми 
случаями.

Материалы и методы
Выделение периферических мононуклеарных 

клеток
В исследование включили 20 больных 

COVID-19, госпитализированных в отделение 
реанимации ФГБУ «НМИЦ АГП им. В.И. Кула-
кова» Минздрава России, Москва, и 26 здоровых 
доноров. Все исследования с участием клеток 
человека проводились в соответствии с руково-
дящими принципами Хельсинкской декларации 
Всемирной медицинской ассоциации. Протокол 
эксперимента был одобрен Институциональной 
этической комиссией Национального медицин-
ского исследовательского центра акушерства, 
гинекологии и перинатологии, протокол № 8 от 
26.08.2021. 

Мононуклеарные клетки периферической 
крови получали градиентным центрифугирова-
нием с использованием стандартного раствора 
Ficoll (PanEco, Россия), плотность 1,077.

Иммуноокрашивание и проточная цитометрия
Клетки окрашивали комбинацией моно-

клональных антител (MAB) и анализировали, 
как описано ранее (39). Для окрашивания ис-
пользовали следующие MAB: CD3-PE-Cy7 
(клон UCHT1), CD56-APC (клон N901), CD56-
PE (клон N901), CD45RO-PE (клон UCHL1) 
(Beckman Coulter); CD56-Brilliant Violet 421 
(клон HCD56), CD56-PE-Cy7 (клон 5.1H11), 
анти-HLA-DR-PE (клон L243), AnnexinV-FITC 
(Sony Biotechnology); CD45RA-PE (клон HI100), 
CCR7-PE (клон G043H7) (Biolegend); CD45RA- 
Brilliant Violet 421 (клон HI100), CD45RO-FITC 
(клон UCHL1), CD3-APC (BD Biosciences, США, 
клон UCHT1), CD4-FITC (Сорбент, РФ, клон 1), 
CD8-PerCP Cy5.5 (Immunotech, Франция, клон 
B9.11). 

Многоцветный проточный цитометриче-
ский анализ проводили на проточном цитометре 
MACSQuant Tyro (Miltenyi, Германия). Поверх-
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ностное флуоресцентное иммуноокрашивание 
проводили в течение 60 мин на льду в буфере для 
окрашивания (PBS, содержащий 0,5% BSA (бы-
чий сывороточный альбумин) (Serva, Гейдельберг, 
Германия) и 0,01% азида натрия (AMRESCO, Inc. 
(VWR International, LLC), Aurora, CO, США). Ре-
гистрировали по меньшей мере 30 000 событий в 
лимфоцитарном окне. Полученные данные ана-
лизировали с использованием программы FlowJo 
версия 10 (FlowJo LLC, Эшленд, Орегон, США). 

Статистический анализ
Статистический анализ проводился с ис-

пользованием программного обеспечения Excel, 
t-критерия Стьюдента и корреляции по Пирсону. 
Значения сравнения при р < 0,05 считались ста-
тистически значимыми. 

Результаты
Клиническая картина COVID-19 у мужчин и 

женщин
В исследование включили 20 больных с 

COVID-19, 11 мужчин и 9 женщин со средним 
возрастом 52 и 56 лет соответственно (табл. 1). 
Для сравнения провели анализ иммунного стату-
са 26 здоровых доноров, средний возраст 47±17, 
из них 13 человек со средним возрастом 28±4 лет 
и 13 человек со средним возрастом 61±4. У всех 
мужчин с COVID-19 были повышены уров-
ни С-реактивного белка (CRP), ферритина и 
D-димеров, у 45% был также повышен прокаль-
цитонин. У всех женщин был повышен CRP, у 
67% был повышен ферритин и прокальцитонин, 
у 89% – D-димер. У мужчин средние показатели 
по уровню ферритина и D-димерам были при-
мерно в 1,5 раза выше, чем у женщин. Общее ко-
личество лейкоцитов было повышено у 27% муж-
чин и 44% женщин. При этом у 55% мужчин было 
снижено как абсолютное, так и относительное 
количество лимфоцитов. У всех женщин за ис-
ключением одного случая в повышенным коли-
чеством ЛЦ находились на нижней границе нор-
мы. Соответственно, практически у всех больных 
было повышено относительное количество ней-
трофилов. Количество тромбоцитов и моноцитов 
изменялось незначительно. Только у 18% мужчин 
снижался уровень гемоглобина, тогда как у 67% 
женщин наблюдали сниженный гемоглобин. Из 
9 женщин с COVID-19 две умерли (22%). 

Все клинические показатели здоровых до-
норов находились в пределах нормы (данные не 
приводятся). При анализе иммунного статуса 
здоровых доноров групп 28 (n = 13) и 61 (n = 13) 
лет достоверных различий не было за исключе-
нием снижения доли CD8+ Т-клеток с 30,7±6,4% 
до 25,5±7,7% (р = 0,049) и увеличения доли ак-
тивированных Т-клеток CD3+HLA-DR+ с 1,1±0,4 

до 3,4±3,3 (р = 0,044) у доноров старшей группы 
по сравнению с молодыми донорами. 

Для понимания, какие клинические пара-
метры наиболее значимы, мы провели корре-
ляционный анализ по Пирсону уровней CRP, 
ферритина, D-димеров, прокальцитонина, гемо-
глобина и долей CD45+ ЛЦ в крови. Ни в одной 
из комбинаций клинических данных биохимиче-
ских маркеров воспаления достоверных корреля-
ций не было. Две достоверные корреляции были 
выявлены между уровнями CRP и гемоглобина с 
долей CD45+ ЛЦ у мужчин и только гемоглобина 
с долей CD45+ ЛЦ у женщин (табл. 1, где r – ко-
эффициент корреляции Пирсона). Корреляция с 
CRP была отрицательной, т. е. чем больше пока-
затели CRP, тем меньше было CD45+ ЛЦ. 

Субпопуляционный состав лимфоцитов пери-
ферической крови больных COVID-19 и здоровых 
доноров

При анализе иммунного статуса мужчин и 
женщин с COVID-19 достоверные различия на-
блюдали только по доле В-клеток (CD19+HLA-
DR+): у женщин доля В-клеток была в 2,5 раза 
ниже, чем у мужчин (6±4 и 15±10 соответствен-
но, р = 0,005). Далее приведены усредненные 
данные по всем больным. 

На рисунке 1 приведены репрезентативные 
данные проточной цитометрии. Для анализа 
выбирали пятно лимфоцитов (рис. 1А, Д), с по-
мощью ядерного красителя DAPI отсекали все 
мертвые клетки и выбирали зону синглетных 
клеток (не показано), далее выделяли популяцию 
CD45+ клеток (рис. 1Б, Е) и уже в этой популя-
ции анализировали субпопуляции лимфоцитов. 
Первое и самое значительное отличие наблюда-
ли в доле CD45+ ЛЦ. У больных COVID-19 доля 
CD45+ клеток была в 4 раза ниже, чем у доноров 
(рис. 2А, р < 0,0001). 

Фермент тирозинфосфатаза CD45, извест-
ный как общий антиген лейкоцитов (LCA) или 
рецептор белковой тирозинфосфатазы типа C 
(PTPRC), экспрессируется на поверхности всех 
ядросодержащих клеток гемопоэтического про-
исхождения. В Т-клетках она может составлять 
до 10% белков клеточной поверхности [5]. CD45 
необходим для передачи сигнала Т-клеткам через 
Т-клеточный рецептор (TCR), в меньшей степе-
ни В-клеткам [8, 9, 16]. Потеря экспрессии CD45 
означает потерю функциональной активности 
ЛЦ, как минимум активность Т-клеток, состав-
ляющих основную часть ЛЦ периферической 
крови. 

При анализе субпопуляционного состава 
CD45+ ЛЦ были выявлены все основные типы 
клеток: CD3+Т-клетки, CD19+HLA-DR+B-
клетки как у доноров (рис. 1В), так и у боль-
ных (рис. 1Ж); естественные киллеры (NK) 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ БОЛЬНЫХ С ТЯЖЕЛОЙ ФОРМОЙ COVID-19 

TABLE 1. CLINICAL INDICATORS OF PATIENTS WITH SEVERE COVID-19
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Мужчины
Males

1 68 9,1 0,5↓* 88↑ 4,8 234 176 806 6335 1,7 118 1
2 46 15↑** 1,5 79↑ 6,9 303 94 3283 1045 11,0 111↓ 6
3 46 7,2 0,5↓ 83↑ 7,8 269 206 2354 536 1,9 131 7
4 67 5,2 0,5↓ 80↑ 7,7 284 84 444 2805 1,5 119 8
5 55 13↑ 1,1 83↑ 6,1 357 145 270 2265 3,2 125 10
6 41 8,5 0,9↓ 82↑ 5,1 206 169 3011 1064 2,2 120 10
7 38 14↑ 1,0 86↑ 4,5 339 169 690 41276 0,4 94↓ 12
8 58 9,1 0,5↓ 86↑ 6,4 226 113 1168 13754 0,3 135 75
9 66 10,6 1,2 79↑ 8,7 332 116 1093 3433 0,3 143 77
10 36 11,8 0,8↓ 88↑ 4,6 573 111 1134 1298 0,2 144 79
11 72 6,8 1,0 71 12,5 171 70 292 653 0,3 149 80
Средний возраст
Average age 
52±12

r*** -0,54 
p < 0,05

0,79
p < 0.005

Женщины
Females

1 40 43↑ 10↑ 75 4,5 586 191 1381 7672 5,8 73↓ 3
2 67 13↑ 1,2 82↑ 6,7 434 95 67 4839 0,1 79↓ 2
3 34 16↑ 1,2 85↑ 6,6 300 129 217 10067 13,0 84↓ 4
4 69 18↑ 1,7 83↑ 6,5 127 131 1518 11154 4,2 103↓ 11
5 71 7,9 1,1 81↑ 5,3 207 101 931 946 1,0 104 10
6 73 7,6 1,1 77↑ 6,2 228 154 390 2078 1,1 82↓ 8
7 48 5,7 1,2 70 8,6 334 56 175 736 0,1 105↓ 11
8 47 9,5 1,2 82↑ 5,0 349 142 749 279 4,7 133 82
9 56 9,7 1,6 72 11,2 626 125 339 741 0,0 126 56
Cредний возраст
Average age 
56±16

r 0,92
p < 0,0005

Примечание. * ↓ – достоверное снижение, отмечено жирным и полужирным шрифтом; ** ↑ – достоверное повышение, 
отмечено жирным шрифтом; *** – коэффициент корреляции Пирсона гемоглобин / доля CD45+ клеток.

Note. * ↓, significant decrease, marked in bold and italics; ** ↑, significant increase, marked in bold; ***, pearson correlation 
coefficient hemoglobin/proportion of CD45+ cells.
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Рисунок 1. Анализ субпопуляций лимфоцитов в крови больных COVID-19 и здоровых доноров
Примечание. Анализ субпопуляций в регионе пятен лимфоцитов (А, Д, овалы) и CD45+ клеток (Б, Е, прямоугольники). Общий 
вид распределения по размеру и гранулярности (А, Д), экспрессии CD45 (Б, Е), СD3, HLA-DR, CD19 (В, Ж), CD16, CD56 (Г, З) 
клеток доноров (А-Г) и больных COVID-19 (Д-З). Распределение Т-клеток по экспрессии CD4, CD3, CD8 в клетках доноров (И) 
и больных (К). Уровень апоптоза по AnnexinV в клетках доноров (Л) и больных (М). Приведены репрезентативные данные. 
Figure 1. Analysis of lymphocyte subpopulations in the blood of COVID-19 patients and healthy donors
Note. Analysis of subpopulations in the region of lymphocytes (A, E ovals) and CD45+ cells (B, F, rectangles). An overview of the distribution 
by size and granularity (A, F), expression of CD45 (B, F), CD3, HLA-DR, CD19 (C, G), CD16, CD56 (В, H) of donor cells (A-E) and COVID-19 
patients (E-H). Distribution of T cells by the expression of CD4, CD3, CD8 in the donors’ (I) and patients’ (J) cells. The level of apoptosis according 
to AnnexinV staining in the donors’ (K) and patients’ (L) cells. Representative data are presented.

CD16+CD56+ (рис.  1Г, З). Из Т-клеток определя-
лись CD4+Т-хелперы и CD8+ цитотоксические 
клетки (рис. 1И, К). Доля апоптотических клеток 
ЛЦ AnnexinV+ была выше у больных по сравне-
нию с донорами (рис. 1Л, М). Суммарные данные 
по субпопуляциям в крови больных COVID-19 и 
доноров приведены на рисунке 2. 

Среди различных субпопуляций достоверное 
снижение при COVID-19 выявили доли CD3+, 
CD4+, CD8+Т-клеток (рис. 2А). При этом CD8+ 
клетки гибли больше, что привело к достовер-
ному увеличению индекса CD4/CD8 (рис.  2Б). 
Не было достоверных различий в доли В-клеток 

(рис. 2Е). Среди ЛЦ больных был повышен уро-
вень апоптотических клеток (рис. 2Д).

Одним из вопросов является анализ Т-клеток 
памяти, характеризующихся экспрессией марке-
ров CCR7, CD62L, CD45RA, CD45RO. В зависи-
мости от функционального состояния Т-клетки 
экспрессируют различные сочетания этих мар-
керов. Наивные непримированные Т-клетки 
экспрессируют CD45, CD3, CCR7, CD62L, 
CD45RA (T naïve); транзитные Т-клетки из наи-
вных в эффекторы характеризуется экспрессией 
CD45, CD3, CCR7, CD62L, CD45RO, называ-
емые центральными клетками памяти (Tcm); 

А (А) Г (D)

Ж (G)

К (J)

Б (B)

Д (E) З (H)

Л (K)

В (C)

E (F)

И (I) М (L)
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эффекторные терминальные Т-клетки памяти 
не экспрессируют маркеров наивных Т-клеток 
CCR7 и CD62L, но экспрессируют маркеры па-
мяти CD45, CD3, CD45RO (Tem) [13, 18]. Анализ 
субпопуляций Т-клеток памяти проведен с окне 
CD3+ Т-клеток. При COVID-19 погибают в пер-
вую очередь эффекторные Т-клетки (Tem), за-
мещающиеся наивными (Tnaive) и транзитными 
(Tcm) Т-клетками (рис. 2Г). 

Приведенные на рисунках 1 и 2 данные соот-
ветствуют процентам от общего количества ЛЦ 

периферической крови. С учетом значительного 
снижения (в 2-10 раз) доли CD45+ клеток абсо-
лютное количество каждой из субпопуляций зна-
чительно меньше, чем в крови здоровых доноров. 

Субпопуляционный состав CD45-лимфоцитов 
периферической крови больных COVID-19 и здо-
ровых доноров

Большая доля клеток из пятна ЛЦ (рис. 1А, Д) 
не экспрессирует основной маркер CD45 (рис. 
1Б, Е). Для анализа состава негативных по CD45 
клеток выбирали регион CD45- (рис. 3А, Д, пря-
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Рисунок 2. Усредненные данные по субпопуляционному составу лимфоцитов периферической крови доноров 
и больных COVID-19
Примечание. Доли функциональных лимфоцитов CD45+, CD3, CD4, CD8 (А); соотношение CD4/CD8 (Б); естественных киллеров 
CD16+CD56+ (В); СD19+HLA-DR+В-клеток (Е) в крови доноров (серые гистограммы) и больных (черные гистограммы). Доли 
наивных Т-клеток (T naïve, CCR7+СD62L+), T-клеток центральной памяти (Tcm, CCR7+CD45RO+), Т-клеток эффекторов (Tem, CCR7-

CD45RO+) проведены в окне CD3+ клеток (Г); дол апоптотических лимфоцитов (AnnexinV+, Д). Достоверные различия отмечены 
звездочками, где *, ** и *** обозначают уровни достоверности по t-критерию Стьюдента < 0,05; 0,01 и 0,001 соответственно. 
Figure 2. Averaged data on the subpopulations of the peripheral blood lymphocytes from donors and COVID-19 patients
Note. The proportion of functional lymphocytes CD45+, CD3, CD4, CD8 (A); CD4/CD8 ratio (B); natural killer CD16+CD56+ (C); CD19+HLA-
DR+B cells (F) in the blood of donors (gray histograms) and patients (black histograms). The shares of naive T cells (T naïve, CCR7+CD62L+), 
central memory T cells (Tcm, CCR7+CD45RO+), effector T cells (Tem, CCR7-CD45RO+) were carried out in the CD3+ cell window (D); the shares 
of apoptotic lymphocytes (AnnexinV+, E). Significant differences are marked with asterisks, where *, ** and *** denote the levels of confidence 
according to the Student’s t criterion < 0.05, 0.01 and 0.001, respectively. 
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моугольник). У здоровых людей от 1 до 15% кле-
ток находятся в этом окне, у больных COVID-19 
в это окно попадает от 50 до 95%, на рисунке 3 
68% морфологических ЛЦ находятся в этом окне 
(рис. 3А). 

Цитометрический анализ показал, что клетки 
в этом окне экспрессируют различные маркеры 
лимфоцитов: натуральных киллеров CD16, CD56 
(рис.  3В), Т-клеток CD3, CD45RA (рис.  3Г) и 
другие. Кроме маркеров ЛЦ данные клетки также 
экспрессируют маркер эндотелиальных клеток 
CD62P (рис. 3Б). Те же самые популяции выявля-
ются и в крови здоровых доноров (рис. 3Д, Е, Ж, 
З). В крови доноров больше нефункциональных 
CD45-Т-клеток (рис. 3З) и меньше эндотелиаль-
ных (рис. 3Е), что показывает значительную ги-

бель не только лейкоцитов, но и сосудистых кле-
ток при COVID-19. 

Обсуждение
Одной из основных характеристик тяжести 

процесса при COVID-19, с нашей точки зрения, 
является циркуляция пула нефункциональных 
ЛЦ и эндотелиальных клеток в крови, а также, 
по-видимому, и нефункциональных нейтрофи-
лов [1]. Анализ клинических данных показал, 
что только у 30% больных с тяжелой формой 
COVID-19 наблюдалось снижение абсолютного 
количества ЛЦ, причем преимущественно у муж-
чин (55%). У всех женщин количество ЛЦ нахо-
дилось на нижней границе нормы, у одной боль-
ной абсолютное количество было значительно 
выше нормы (табл. 1, № 1), эта больная умерла. 

А (А) Г (D)

Ж (G)

Б (B)

Д (E) З (H)

В (C)

E (F)

Рисунок 3. Анализ CD45-субпопуляций лимфоцитов в крови больных COVID-19 и здоровых доноров
Примечание. Анализ субпопуляций в регионе пятен лимфоцитов и CD45-клеток (А, Д, прямоугольники). Общий вид 
распределения по размеру и экспрессии CD45 (А, Д), экспрессии CD62P (Б, Е), CD16, CD56 (В, Ж), СD3, СD45RА (Г, З), клеток 
больных (А-Г) и доноров (Д-З). Приведены репрезентативные данные. 
Figure 3. Analysis of CD45 lymphocyte subpopulations in the blood of COVID-19 patients and healthy donors
Note. Analysis of subpopulations in the region of lymphocytes and CD45 cells (A, E, rectangles). An overview of the size distribution 
and expression of CD45 (A, E), CD62L (B, F), CD16, CD56 (C, G), C D3, CD45RA (D, H), patient cells (A-D) and donors (E-H). 
Representative data are provided.
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Анализ экспрессии CD45 в окне ЛЦ показал, 
что у 64% мужчин и 78% женщин доля экспрес-
сирующих CD45 ЛЦ составила от 2 до 12%. Со-
ответственно все остальные клетки не являются 
функционально активными, не могут распозна-
вать антиген и отвечать пролиферацией. Среди 
мужчин смертей не было, 2 из 9 женщин 40 и 69 
лет умерли. Доля CD45+ ЛЦ у погибших женщин 
составила 3 и 11% соответственно. Несмотря на 
то, что все больные находились в реанимацион-
ном отделении и рассматривались как тяжелые, 
у 30% больных доля CD45+ ЛЦ была в норме или 
близко к норме (от 53 до 82% при норме 70-99%). 

Субпопуляционный состав функциональных 
CD45+ ЛЦ больных COVID-19 в целом соответ-
ствовал норме: среди клеток присутствовали все 
основные популяции ЛЦ крови. Наблюдались 
минорные изменения в доли Т-клеток, в част-
ности снижалась доля CD3 Т-клеток, увеличива-
лась доля наивных Т-клеток и натуральных кил-
леров; не было изменения доли В-клеток. При 
этом общее количество этих клеток снижалось в 
10-50 раз у больных со сниженным количеством 
CD45+ ЛЦ. 

Анализ фенотипа нефункциональных CD45- 
показал, что ЛЦ теряют экспрессию CD45, но 
сохраняют некоторую сниженную экспрессию 
специфических маркеров. При этом эти клетки 
сохраняют жизнеспособность (не окрашиваются 
DAPI), хотя уровень апоптоза повышен в 2 раза. 
Аналогичные нефункциональные клетки опре-
деляются и в крови здоровых доноров. Различие 
между донорами и больными было в доле таких 
нефункциональных клетках. Среди доноров доля 
таких клеток колебалась в диапазоне 70-99%. 
Нельзя исключить, что у части доноров могла 
быть бессимптомная инфекция в легкой форме, 
поскольку кровь доноров собирали в период эпи-
демии. 

Причина потери функциональной активности 
может быть связана с гемостазом сосудов. Ангио-
тензин-превращающий фермент (АCE) и его ре-
цептор участвуют в регуляции артериального дав-
ления. Рецептор АСЕ экспрессируется на многих 
клетках, в том числе в большом количестве на 
клетках сосудистого эндотелия [17]. Попадание 
вируса с током воздуха в легкие приводит к свя-
зыванию вируса с клетками, экспрессирующими 
рецептор ACE, в том числе с клетками эндотелия.

В норме баланс сосудистого русла (гемостаз) 
поддерживается клетками эндотелия, белками 
плазмы крови, тромбоцитами и лейкоцитами, 
регулирующими про- и антикоагулянтные про-
цессы, ведущие к накоплению тромбоцитов и 
фибрина в области очагового повреждения сосу-
дов. Эндотелий синтезирует и экспрессирует мо-
лекулы, регулирующие гемостаз (фактор Вилле-

бранда, тканевой фактор, ингибитор активатора 
плазминогена 1-го типа и др.) [11]. Длительное 
воспаление во время тяжелой инфекции приво-
дит к переходу гемостаза в протромботическое и 
антифибринолитическое состояние, что может 
привести к диссеминированному микрососуди-
стому тромбозу, ишемии органов и синдрому по-
лиорганной дисфункции, что часто наблюдается 
при тяжелых формах COVID-19 [15].

Связывание вируса с клетками эндотелия 
приводит к его активации и экспрессии молекул 
адгезии, к которым прикрепляются лейкоциты, 
позволяя им в конечном итоге проходить через 
сосудистую стенку в ткань – процесс, называ-
емый диапедезом. На клетках эндотелия экс-
прессируются различные молекулы адгезии се-
лектины (CD62E, CD62L и CD62P), интегрины 
(ICAM-1), молекула адгезии сосудистых клеток 
1 (VCAM-1), обеспечивающие замедление тока 
клеток крови (тетеринг) и последующий диапе-
дез лейкоцитов. 

При активации эндотелия происходят два про-
цесса: накопление прикрепленных лейкоцитов в 
местах экспрессии молекул адгезии и формиро-
вание микротромбов. При большом скоплении 
лейкоцитов и тромбоцитов (в первую очередь в 
капиллярах легких) часть клеток не может прой-
ти в ткань, но уже находится в активированном 
состоянии, что неизбежно затем ведет к их посте-
пенной элиминации в печени. Затемнение в лег-
ких по типу «матового стекла», отмеченное при 
COVID-19, наблюдается в таких зонах. Данный 
процесс происходит и в норме, удаляя нефунк-
циональные клетки и замещая их наивными. 
При инфекции доля нефункциональных клеток 
резко возрастает, что сопровождается повышен-
ным притоком наивных клеток, однако приток 
таких клеток ограничен заполненным кровенос-
ным руслом живыми, но не функциональными 
ЛЦ. Можно предположить, что доля таких клеток 
пропорциональна вирусной нагрузке, наличию 
коморбидных заболеваний и состоянию печени, 
элиминирующей погибающие клетки. 

Заключение 
В данной работе показано, что клинический 

анализ крови не дает полную информацию по 
количеству функциональных Т-лимфоцитов, 
способных формировать противовирусный им-
мунитет. Дополнительный анализ доли CD45+ 
функционально иммунокомпетентных клеток 
позволяет выявить больных с тяжелой формой 
COVID-19, требующих особого внимания. 
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