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Введение. Ключевым звеном адап-
тивного процесса является быстрое 
включение переходных краткосрочных 
реакций, которые участвуют в кор-
ректировке гомеостаза, необходимой 
организму, чтобы приспособиться к 
меняющимся условиям среды [10]. 
Иммунная система оказывает значи-
тельное влияние на успешность адап-
тации организма к факторам среды, и 
ответные реакции системы иммуните-
та на неиммунологические стимулы 
продолжают всесторонне изучаться. 
Метаболизм лимфоцитов обладает 
достаточной пластичностью для обе-
спечения энергетических и синтетиче-

ских потребностей Т-клеток, которые 
меняются в зависимости от их состо-
яния и функции. Центральную роль в 
этом играют ключевые внутриклеточ-
ные регуляторы метаболизма, одним 
из них является АМФ-активируемая 
протеинкиназа (AMP-activated protein 
kinase, АМРК) – энергетический сенсор 
клетки. АМРК участвует в сохранении 
энергетического баланса клеток, акти-
вируя метаболические пути продукции 
АТФ с участием окислительного фос-
форилирования (OXPHOS) и подавляя 
энергозатратные биосинтетические 
процессы [7], стимулирует аутофагию 
через положительную регуляцию ULK1 
(unc-51-like autophagy-activating kinase 
1) и комплексов инициации и форми-
рования аутофагосом [2], способству-
ет митофагии, запуская путем актива-
ции фактора MFF (mitochondrial fission 
factor) процесс митохондриального со-
ртинга [11]. Важную роль в метаболи-
ческих перестройках Т-клеток играют 
высокочувствительные к изменениям 
во внешней среде рецепторы семей-
ства TRP (transient receptor potential) 
[3], которые помимо своей ион-каналь-

ной функции способствуют, в част-
ности TRPV3,4 и TRPM8, активации 
стимулируемых холодом белков CIPs 
(cold-inducible proteins), оказывающих 
протекторное действие на клетки при 
холодовом, гипоксическом и других 
видах стресса [8]. Исследование им-
мунных реакций на холодовое воздей-
ствие важно для понимания механиз-
мов адаптации к условиям Севера и 
разработки путей повышения сопро-
тивляемости организма к низким тем-
пературам. 

Целью исследования явилось уста-
новление характера иммунного реаги-
рования на кратковременное холодо-
вое воздействие с учетом уровня АТФ 
в лимфоцитах периферической крови 
у практически здоровых северян.

Материалы и методы исследо-
вания. Были обследованы 38 волон-
теров - жителей г. Архангельска обо-
его пола, средний возраст которых 
составил 35 (8,7) лет. Все волонтеры 
дали свое согласие на участие и были 
проинформированы о ходе исследо-
вания в соответствии с требованиями 
Хельсинкской декларации Всемирной 
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Для одной группы обследуемых с изначально более высоким уровнем АТФ в лимфоцитах ответ на гипотермию охарактеризовался сни-
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CD4+ клеток-хелперов и CD71+ клеток с рецептором к трансферрину. Также в первой группе повысилось содержание провоспалительных 
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Summary. The immune system constantly responds to various environmental stimuli. The aim of the study was to investigate immune effects 
of short-term cold exposure taking into account ATP level in peripheral blood lymphocytes in healthy residents of the North. So, the total number 
of lymphocytes and their phenotypes, as well as the content of cytokines and the concentration of ATP in the lymphocytes were determined in 38 
volunteers twice (before and after their short-term stay for 5 minutes in a cold chamber at t = -25°C). Cluster analysis revealed two statistically 
different groups. The first group with an initially higher ATP level in lymphocytes responded to hypothermia by lower ATP concentration with the 
unchanging total number of lymphocytes as well as by a decrease in predominantly CD16+ killer-cells. The other group reacted by an increase in 
ATP concentration with a decrease in the number of lymphocytes and by a pronounced decrease in CD4+ helper-cells and in CD71+ cells with a 
transferrin receptor. Also, the proinflammatory cytokines TNFα and IL-6 increased in the first group, while the second group showed a decrease 
in the level of lymphocyte-activating cytokine IL-1β. It can be assumed that the response to hypothermia in the first group is provided through 
the CIRP-NFkB-TNFα axis and leads to an increase in the risk of non-infectious inflammation. For the second group, a protective mechanism is 
triggered to restrain lymphocyte activity and the development of T-cell-mediated inflammation through regulation by means of T-effector and T-reg-
ulatory cells AMPK balance, autophagy, mitophagy and mitochondrial biogenesis. The study of the immune response to hypothermia is important 
for understanding the cellular mechanisms of adaptation as well as for the search of targets to correct the immune response.
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медицинской ассоциации об этических 
принципах проведения медицинских 
исследований (2000). 

У волонтеров дважды забиралась 
венозная кровь для исследования (до 
и после их кратковременного нахожде-
ния в течение 5 мин при t=-25˚С в холо-
довой камере). Определялись общее 
количество лимфоцитов и их отдель-
ные фенотипы, содержание цитоки-
нов, измерялась концентрация адено-
зинтрифосфата (АТФ) в лимфоцитах.

Комплекс иммунологического ис-
следования включал выделение лим-
фоцитарной фракции крови с после-
дующим определением фенотипов 
лимфоцитов периферической крови 
(CD3+, CD4+, CD8+, CD10+, CD16+, 
CD71+, CD23+, CD25+, CD95+, HLA 
DR) методом непрямой иммуно-пе-
роксидазной реакции (реактивы ООО 
«Сорбент», Россия). Содержание ци-
токинов (IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-10) в 
сыворотке крови определяли методом 
иммуноферментного анализа на ав-
томатическом анализаторе «Evolis» 
фирмы «Bio-RAD» (Германия). Кон-
центрацию АТФ в лимфоцитах измеря-
ли с помощью люминометра и набора 
реагентов ООО «Люмтек» (Россия) 
методом биолюминесценции с исполь-
зованием люциферин-люциферазной 
реакции. 

Статистическая обработка резуль-
татов исследования проводилась в 
программе «Statistica 10.0» («StatSoft», 

США). В модуле Многомерный разве-
дочный анализ проводилась класте-
ризация данных методом К средних. 
В модуле Описательные статистики 
вычислялись средние значения (M), 
стандартное отклонение (SD), для 
проверки данных на нормальность 
распределения использовался крите-
рий нормальности Колмогорова-Смир-
нова и Лиллиефорса. При распределе-
нии значений, близких к нормальному, 
для сравнения результатов выборок 
вычислялся Т-критерий Стьюдента, 
различия считались значимыми при p 
< 0,05. 

Результаты. Проведенный стати-
стический анализ полученных данных 
с использованием описательной ста-
тистики и кластеризации методом «К 
средних» помог выделить две груп-
пы, статистически различающиеся по 
уровню АТФ в лимфоцитах и большин-
ству определяемых показателей, со-
держание которых после холодового 
воздействия изменялось не однознач-
но (таблица). 

Данные таблицы показывают, что 
после холодовой нагрузки в группе 
первого кластера уровень АТФ в лим-
фоцитах статистически значимо сни-
зился, в то время как их общее коли-
чество в периферической крови не из-
менилось, при этом статистически зна-
чимо уменьшилось содержание кле-
ток-хелперов (CD4+), клеток-киллеров 
(CD16+) и клеток с рецептором к IL-2 

(CD25+), содержание остальных опре-
деляемых фенотипов осталось на том 
же уровне. В группе второго кластера 
концентрация АТФ после холодовой 
нагрузки, наоборот, увеличилась на 
фоне статистически значимого сни-
жения как общего числа лимфоцитов, 
так и всех определяемых фенотипов. 
Направленность изменений общего 
количества лимфоцитов и уровня АТФ 
в лимфоцитах при холодовом воздей-
ствии на организм представлена на 
комбинированной диаграмме (рис. 1). 

В цитокиновом профиле плазмы у 
первой группы фоновое содержание 
про-воспалительных цитокинов IL-6 и 
TNF-α статистически значимо возрос-
ло относительно их значений до холо-
дового воздействия, во второй группе 
снизилась концентрации лимфоцитак-
тивирующего фактора IL-1β, а уровень 
других цитокинов не изменился.

Расчет относительного содержания 
фенотипов лимфоцитов внутри групп 
показал, что для большинства их доля 
в группах была равнозначной, однако в 
группе первого кластера, по сравнению 
с группой второго кластера, удельный 
вес CD16+ клеток и CD25+ клеток был 
выше на 4,6 и 2,4% соответственно, а 
клеток CD71+ с рецептором к транс-
феррину – ниже на 2,5%. После холо-
дового воздействия произошли изме-
нения в составе лимфоцитов, которые 
имели свои особенности для каждой 
группы. В первой группе наблюдалось 

Изменение определяемых показателей в группах до и после холодового воздействия

Показатель
До холодового воздействия После холодового воздействия

кластер1 
(N=11)

кластер2 
(N=27) уровень знач. Р кластер1 

(N=11) уровень знач. Р* кластер2 
(N=27) уровень знач. Р**

АТФ, мкмоль /106кл 3,81 (1,389) 0,77 (0,563) 0,00002 2,59 (1,415) 0,0272 1,58 (1,544) 0,0071

Лимф. ×106кл/мл 1,06 (0,344) 1,81 (0,780) 0,0002 0,94 (0,260) 0,187 1,34 (0,503) 0,0087
CD4

×106кл/мл 0,21 (0,085) 0,34 (0,176) 0,0052 0,15 (0,080) 0,0436 0,10 (0,087) 0,0002

CD8 ×106кл/мл 0,20 (0,102) 0,31 (0,149) 0,0095 0,15 (0,077) 0,119 0,17 (0,073) 0,0001
CD10 ×106кл/мл 0,20 (0,067) 0,32 (0,123) 0,0008 0,15 (0,089) 0,094 0,20 (0,093) 0,0004
CD95 ×106кл/мл 0,15 (0,058) 0,27 (0,103) 0,0007 0,12 (0,051) 0,142 0,17 (0,083) 0,0011
CD16 ×106кл/мл 0,23 (0,105) 0,31 (0,144) 0,058 0,15 (0,065) 0,0257 0,19 (0,093) 0,0008
CD23 ×106кл/мл 0,18 (0,058) 0,32 (0,131) 0,0004 0,17 (0,113) 0,372 0,22 (0,107) 0,0069
CD25 ×106кл/мл 0,20 (0,061) 0,30 (0,142) 0,0072 0,15 (0,061) 0,0415 0,21 (0,104) 0,0143
CD71 ×106кл/мл 0,19 (0,058) 0,37 (0,163) 0,00002 0,15 (0,072) 0,083 0,21 (0,091) 0,00003

HLA DR ×106кл/мл 0,21 (0,081) 0,32 (0,153) 0,0073 0,18 (0,093) 0,267 0,23 (0,114) 0,0205

IL-1β
пг/мл 5,34 (0,497) 5,88 (0,876) 0,0250 5,36 (0,303) 0,454 5,40 (0,713) 0,0163

IL-6
пг/мл 0,57 (0,416) 1,18 (0,877) 0,0081 1,41 (0,563) 0,0005 1,28 (1,141) 0,365

IL-10
пг/мл 3,04 (1,549) 4,20 (3,159) 0,139 2,90 (2,128) 0,434 3,57 (2,852) 0,225

TNF-α
пг/мл 1,20 (0,867) 2,11 (1,544) 0,0398 2,18 (1,209) 0,0287 2,49 (2,535) 0,279

Примечание. Относительно значений до холодового воздействия *- кластера 1; **- кластера 2.
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преимущественное снижение удельно-
го веса CD16+ клеток-киллеров, CD4+ 
клеток-хелперов и активированных 
CD25+ клеток с рецептором к IL-2 – 
на 5,8, 3,9 и 3% соответственно (рис. 
2). Во второй группе значительно (на 
11,2%) снизилась доля CD4+ клеток, 
удельный вес цитотоксических клеток 
CD8+ и клеток CD71+ с рецептором к 
трансферрину стал меньше на 4,4 и 
4,7% соответственно (рис.2). Для дру-
гих типов клеток различия были мень-
шими как внутри каждой из групп, так и 
между группами.

Обсуждение результатов. Адап-
тивная реакция на холодное воздей-
ствие приводит к индукции так на-
зываемых белков холодового шока. 
Как только организм подвергается 
воздействию низких температур, эти 
специфические белки немедленно 
реагируют, чтобы обеспечить клеткам 
возможность быстро адаптироваться к 

условиям среды. Одним из них явля-
ется индуцируемый холодом РНК свя-
зывающий белок (cold-inducible RNA 
binding protein, CIRP), активность кото-
рого повышенно регулируется при ги-
потермии и, кроме того, CIRP способ-
ствует целевой трансляции некоторых 
специфических мРНК [17]. Установле-
но, что в условиях низких температур, 
вне зависимости от глобального пода-
вления экспрессии белковых молекул, 
транскрипция CIRP мРНК многократ-
но повышается за счет собственной 
CIRP-опосредованной транскрипцион-
ной активации альтернативных промо-
торов. [1]. Усиленная экспрессия CIRP 
приводит к его накоплению в цитоплаз-
ме, где CIRP проявляет свое цитопро-
текторное действие: повышает через 
активацию МАРК/ERK1/2 пути и нукле-
арного фактора NF-kB экспрессию ан-
ти-апоптических белков Bcl-2 и Bcl-x1 
[5] и подавляет каспазный каскад че-

рез супрессию 
про-апоптических 
Вах и Bad фак-
торов [9]. Кро-
ме того, CIRP 
с п о с о б с т в у е т 
активации анти-
оксидантной за-
щиты, снижая не-
гативный эффект 
активных форм 
кислорода, про-
дукция которых 
повышается в 
условиях холодо-
вого стресса [16]. 
В то же время, 
попадая в цир-
куляцию путем 
лизосомальной 
секреции, CIRP 
во внеклеточной 
среде проявляет 
себя как ассо-
циированный с 
повреждениями 
м ол е к ул я р н ы й 
паттерн (Danger-
a s s o c i a t e d 
molecular pattern, 
DAMP), который, 
взаимодействуя 
с TLR4 рецепто-
рами и приводя 
через стимуля-
цию NF-kB пути 
к выработке про-
воспалительных 
цитокинов, спосо-
бен инициировать 
неинфекционный 
воспалительный 

ответ [4,16]. Полученные результаты 
показывают нарастание содержания 
провоспалительных цитокинов (TNF-α 
и IL-6) в крови у волонтеров первой 
группы.

Лимфоциты нуждаются в опреде-
ленном балансе продукции и расхода 
энергии, связанном с их текущим со-
стоянием, дифференцировкой и функ-
ционированием. Обращают на себя 
внимание флуктуации относительного 
содержания фенотипов лимфоцитов 
в группах с разным фоновым уровнем 
АТФ и его изменением в ответ на холод. 
Так, в группе первого кластера, где из-
начальный уровень АТФ лимфоцитов 
был высоким, наибольшим было сни-
жение доли CD16+ клеток-киллеров 
при уменьшении концентрации АТФ в 
лимфоцитах, в то время как в группе 
второго кластера (с изначально низким 
уровнем АТФ) наблюдалось резкое 
снижение доли CD4+ клеток-хелперов 
при росте концентрации АТФ в лим-
фоцитах. АМРК играет важную роль в 
Т-клеточном метаболизме, оказывает 
влияние на Т-клеточное развитие и 
судьбу, проявляет и позитивный, и не-
гативный эффекты в отношении роста, 
дифференцировки и функций Т-клеток 
[15]. Подавляя активность mTOR ком-
плекса 1 и фермента ацетил-коэнзимА 
карбоксилазы, АМРК ингибирует энер-
гозатратные синтезы белков и жирных 
кислот, снижая рост и функциониро-
вание Т-эффекторных клеток [14]. С 
другой стороны, стимулируя процесс 
β-окисления жирных кислот и OXPHOS 
в CD4+ клетках, АМРК направляет 
клеточную дифференциацию от Th17 
к Тreg клеткам [6], оказывает влия-
ние на Т-клеточно-опосредованное 
воспаление через изменение балан-
са Т-эффекторных и Т-регуляторных 
клеток [13]. Также АМРК стимулирует 
процессы аутофагии (через активацию 
ULK1) [2], митофагии (через индукцию 
митохондриального фактора MFF) [11], 
митохондриального биогенеза (че-
рез прямую и НАД+-опосредованную 
SIRT1 регуляцию митохондриального 
модулятора PGC-1α) [4], что способ-
ствует увеличению продукции АТФ 
в клетках. Повышение уровня АТФ в 
лимфоцитах наблюдалось во второй 
группе. 

Заключение. Иммунное реаги-
рование в ответ на действие низких 
температур проявляется количе-
ственными изменениями Т-клеток, 
их фенотипов, цитокинов и сопряже-
но с уровнем внутриклеточного АТФ. 
Полученные результаты показывают, 
что после холодового воздействия в 
группе, где был изначально более вы-

Рис. 1. Изменение количества лимфоцитов и уровня АТФ при холо-
довом воздействии.

Рис. 2. Изменение удельного веса отдельных фенотипов лимфоци-
тов в группах кластеров.
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сокий уровень АТФ, растет уровень 
про-воспалительных цитокинов (IL-6 
и TNF-α), снижается содержание пре-
имущественно CD16+ клеток-килле-
ров, при этом концентрация АТФ в 
лимфоцитах уменьшается и не меня-
ется общее количество лимфоцитов в 
периферической крови. В другой груп-
пе с более низкими значениями АТФ, 
уровень лимфоцитактивирующего IL-
1β падает, значительно снижается со-
держание CD4+ клеток-хелперов и ак-
тивированных CD71+ клеток с рецеп-
тором к трансферрину, а концентрация 
АТФ в лимфоцитах увеличивается при 
уменьшении общего числа лимфоци-
тов в крови. Данные различия могут 
быть обусловлены вариантом реаги-
рования, связанным с энергетическим 
статусом клеток, активностью мета-
болических путей и сигналами транс-
дукции. Можно предположить, что для 
первой группы действие холода приво-
дит к продукции про-воспалительных 
цитокинов через ось TRP – CIRP – 
NF-kB – TNF-α и снижению уровня 
АТФ лимфоцитов. Для второй группы 
возможно срабатывание механизма 
сдерживания активности лимфоцитов 
и Т-клеточно-опосредованного воспа-
ления через АМРК регуляцию, что про-
является повышением концентрации 
АТФ на фоне снижения общего коли-
чества лимфоцитов и их фенотипов. 

Более детальное изучение 
Т-клеточного реагирования на дей-
ствие низких температур поможет луч-
шему пониманию механизмов адап-
тации, установлению мишеней для 
прицельной коррекции возможных на-
рушений иммунитета у людей, прожи-
вающих в условиях Севера.
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ции АААА-А17-117033010124-7.
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