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Резюме
Актуальность. Работа посвящена оценке возможности использования лектинов для 

типирования лимфоидных и нелимфоидных клеток тимуса, а также разделения тимоцитов 
на субпопуляции. 

Материал и методы. В работе использованы 23 лектина, меченых флюоресцеинизо-
тиоцианатом. Исследование проведено на тимоцитах 80 самок мышей линии CBA мето-
дом проточной цитометрии. 

Результаты. Установлено, что ни один лектин не пригоден для идентификации не-
лимфоидных клеток тимуса, при этом результаты окрашивания лектинами подснежника 
и амариллиса практически точно соответствовали результатам использования антител 
к антигену CD45. Также ни один из лектинов не обеспечивал избирательного связыва-
ния с тимоцитами на любом из этапов их дифференцировки, хотя лектины виноград-
ной улитки и белоцветника, но не арахиса, преимущественно связывались с незрелыми 
клетками.

Заключение. По-видимому, применение лектинов для типирования тимоцитов огра-
ничивается областью сравнительной иммунологии и ветеринарии в случае отсутствия 
соответствующих моноклональных антител.
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антитела; проточная цитометрия
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Abstract
Background. The work is devoted to assessing the possibility of using lectins for typing 

lymphoid and non-lymphoid thymus cells, as well as the separation of thymocytes into sub-
populations.

Material and methods. 23 FITC-labeled lectins were used in the work. The study was 
performed on thymocytes of 80 female CBA mice by fl ow cytometry. 

Results. It was found that not one lectin is suitable for identifi cation of non-lymphoid thy-
mus cells, while the results of snowdrop (GNA) and amaryllis (HHA) lectin staining almost 
exactly corresponded to the results of using antibodies to the CD45 antigen. None of the lec-
tins also provided selective binding to thymocytes at any of the stages of their differentiation, 
although the lectins of the Roman snail (HPA) and leucojum spring (LVA), but not peanuts 
(PNA), mainly associated with immature cells.
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Введение
Изменение поверхностного фенотипа в процессе 

дифференцировки играет ключевую роль в дальнейшей 
судьбе клетки. Исследование молекул, представленных 
на поверхности клеток, очень важно для понимания раз-
личных физиологических процессов, в том числе про-
цесса созревания и дифференцировки Т-лимфоцитов 
в тимусе. Однако если для человека и мыши в распо-
ряжении исследователей имеется целый ряд коммер-
ческих реагентов (моноклональных антител, МкАт), 
предназначенных для цитометрических и иммуноги-
стохимических исследований, то переход практически 
к любому другому объекту сопряжен с существенными 
методическими трудностями. 

В ходе созревания и дифференцировки тимоци-
тов изменяется не только состав белковых рецепторов 
и маркеров плазматической мембраны, но и ее углевод-
ная компонента. Комплексные молекулы гликопротеи-
нов и гликолипидов отвечают за разнообразные взаимо-
действия клетки и ее окружения [1]. Почти все ключевые 
молекулы, вовлеченные в реакции врожденного и при-
обретенного иммунитета, являются гликопротеинами, 
а такие процессы, как дифференцировка, активация 
и миграция, сопровождаются запрограммированным 
изменением состава углеводов на поверхности имму-
нокомпетентных клеток [2–4]. Углеводные компоненты 
молекул, задействованных в распознавании антигена, 
возможно, выполняют функцию позиционирования 
Т-клеточных рецепторов и молекул главного комплекса 
гистосовместимости (МНС). Кроме того, углеводы спо-
собствуют стабилизации отдельных белковых молекул, 
ограждая их от действия протеаз [5, 6]. 

Формирование углеводных компонент клетки 
осуществляется за счет работы гликозилтрансфераз 
и гликозидаз – высокоспецифичных ферментов, изби-
рательно модифицирующих углеводные структуры на 
поверхности клетки за счет добавления или удаления 
отдельных моносахаридов. Гены этих белков состав-
ляют более 1% всего генома, а их экспрессия четко ре-
гулируется в соответствии с клеточным метаболизмом, 
активацией, изменением микроокружения и возрастом 
[7, 8] 

Исследование углеводных компонентов мембраны 
является очень важным шагом к пониманию многих 
процессов, происходящих в клетке. Одним из подходов 
к изучению изменения экспрессии тех или иных углевод-
ных детерминант является использование широко рас-
пространенных в природе белков, получившим название 
лектинов, которые можно описать как углевод-связыва-
ющие белки или гликопротеины неиммунной природы, 
агглютинирующие или преципитирующие гликоконъю-
гаты, локализованные на клеточных поверхностях. 

Как и при использовании антител, для визуализа-
ции связывания лектинов с молекулами-мишенями ис-
пользуются их конъюгаты с флюоресцентными краси-
телями, ферментами (например, пероксидазой хрена), 
биотином, ферритином или частицами золота. При этом 
лектины могут использоваться при работе как с суспен-
зиями клеток, так и с гистологическими срезами. Кроме 
того, благодаря способности лектинов к агглютинации, 
возможно их использование для выделения тех или 
иных популяций клеток [9].

Одним из первых лектинов, использованных для вы-
деления различных популяций тимоцитов, был лектин 
арахиса (PNA). Данный лектин было предложено ис-
пользовать для выделения популяции незрелых корти-
кальных тимоцитов, чувствительных к действию ради-
ации и стероидных гормонов [10]. Для лектина соевых 
бобов (SBA) описано связывание с популяцией круп-
ных бластов в субкапсулярной зоне тимуса [11], а также 
с В-лимфоцитами мыши [12]. 

Для типирования разных популяций тимоцитов 
также использовали лектины бузины черной (SNA) 
и акации амурской (MAA), специфичные к различ-
ным сиаловым кислотам (NeuNAc 2,6-Gal и NeuNAc 
2,3-Gal) [13]. С помощью лектиногистохимии было 
показано, что тимоциты, окрашенные лектином SNA, 
располагаются преимущественно в центральной части 
кортекса. Единичные позитивные по SNA клетки обнару-
живаются также в медулле и на кортикально-медулляр-
ной границе. Позитивные по лектину амурской акации 
(МАА) клетки, напротив, сконцентрированы в медулле 
и в небольшом количестве присутствуют на границе 
с кортексом. 

Conclusion. Apparently, the use of lectins for typing thymocytes is limited to the fi eld 
of comparative immunology and veterinary medicine in the absence of the corresponding 
monoclonal antibodies.
Keywords: thymus; thymocytes; stromal cells; subpopulations of thymocytes; lectins; monoclonal antibodies; fl ow 
cytometry
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До разработки и повсеместного внедрения техноло-
гии МкАт лектины различной углеводной специфично-
сти широко использовались для изучения углеводных 
детерминант, присутствующих на поверхности клеток 
тимуса на различных стадиях их созревания, и глико-
протеинов, в состав которых они входят. Кроме того, 
разрабатывались методики использования различных 
лектинов для типирования клеток тимического микро-
окружения и исследования влияния лекарственных 
препаратов на структуру гликокаликса клеток тимуса 
[14–18]. В настоящее время в практике медико-биоло-
гических исследований лектины используются нечасто, 
однако для разработки методов типирования субпопу-
ляций тимоцитов в рамках сравнительно-иммунологи-
ческих и ветеринарных исследований они могут быть 
по-прежнему пригодны. Другой актуальной задачей яв-
ляется оценка эффективности использования лектинов 
по сравнению с МкАт в проточной цитометрии как наи-
более распространенном методе типирования клеточ-
ных популяций в современной иммунологии. В связи 
с этим целью данной работы стало изучение взаимо-
действия лектинов с различными популяциями тимоци-
тов и возможности их использования для типирования 
клеток тимуса и идентификации клеток стромы в ходе 
цитометрического анализа.

Материал и методы
Животные. В качестве объектов исследования были 

использованы самки мышей линии CBA массой 18–20 г, 
полученные из питомника «Рапполово», в количестве 
80 шт. Животных содержали в стандартных условиях по 
температуре и освещенности при неограниченном доступе 
к воде и пище. Условия содержания, экспериментальной 
работы и вывода животных из эксперимента полностью 
соответствовали Европейской Конвенции о защите по-
звоночных животных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях (1986) и российскому законода-
тельству (ГОСТ 33215-2014 «Руководство по содержанию 
и уходу за лабораторными животными» от 01.07.2016).

Лектины. В работе исследовали 23 лектина различной 
углеводной специфичности. Все меченые флюоресцеи-
низотиоцианатом (ФИТЦ) лектины в растворе (табл. 1) 
были приобретены у НПК «Лектинотест» (Украина). 

Выделение тимоцитов и пробоподготовка. Ти-
мусы мышей выделяли после цервикальной дислока-
ции и с помощью гомогенизатора Поттера немедленно 
получали клеточную суспензию. Индивидуальные 
клеточные суспензии фильтровали через нейлоновый 
фильтр и дважды отмывали избытком 0,14 M раствора 
NaCl, забуференного фосфатами, pH 7,2–7,4 (забуфе-
ренный физиологический раствор, ЗФР) путем центри-
фугирования при 330g в течение 8 мин при охлаждении 
до 15 °С. Клеточный осадок ресуспендировали и пере-
водили в 3 мл ЗФР. 

Для оценки возможности связывания различных лек-
тинов с популяциями тимоцитов к 100 мкл суспензии 
клеток добавляли по 10 мкл раствора лектина, получая 
финальную концентрацию лектина 50 мкг/мл. Затем 

в пробы добавляли МкАт против мышиных антиге-
нов CD4 (меченые PE/Cy5, clone GK1.5), CD8 (мече-
ные PE/Cy7, clone 53-6.7) и CD45 (меченые APC/Cy7, 
clone 30-F11; все МкАт производства BioLegend, США). 
Окраску антителами производили в соответствие с ин-
струкцией производителя в течение 20 мин в темноте 
при комнатной температуре. Контрольную пробу окра-
шивали только антителами без добавления лектинов. 
После окрашивания образцы отмывали избытком ЗФР 
с добавлением 2% эмбриональной телячьей сыворотки 
(Биолот, Санкт-Петербург), полученный осадок ресу-
спендировали в 300 мкл ЗФР и анализировали на про-
точном цитометре Navios™ (Beckman Coulter, США). 
Для каждого из образцов анализировали не менее 30000 
одиночных клеток, исключая из анализа клеточные 
агрегаты. Полученный по итогам цитометрического 
учета результат выражали числом процентов позитив-
ных по лектину тимоцитов каждой популяции. 

Статистические методы. В работе применяли сле-
дующие статистические методы: вычисление средних 
арифметических и ошибки среднего, определение нор-
мальности распределения по критерию Колмогорова-
Смирнова. Сравнение выборок производили с помощью 
t-критерия Стьюдента. Обработку данных вели при по-
мощи пакета программ и приложений Microsoft Offi ce 

Таблица 1. Использованные в работе лектины и их специфич-
ность 

Лектин из… Междуна-
родное обо-
значение

Лигандная 
специфич-
ность

коры акации желтой CABA DGalNAc 
канавалии мечевидной ConA αDMan/αDGlс
крокуса CVA αDMan
подснежника GNA αDMan
амариллиса HHA αDMan
виноградной улитки HPA αDGalNAc
коры бобовника анаги-
ролистного

LABA αLFuc

семян лимской фасоли LBA DGalNAc
семян чечевицы LCA αDMan/αDGlс
белоцветника весеннего LVA αDMan/αDGlс
банана MBA αDMan
нарцисса NPA αDMan
семян фасоли PHA-E βGlcNAc
купены многоцветной PMRA αDMan
семян арахиса PNA βDGal
семян гороха PSA αDMan/αDGlс
семян клещевины RCA βDGal
коры бузины черной SNA NeuNAc
коры бузины красной SRA NeuNAc
клубней картофеля STA DGlcNAc
корня крапивы UDA DGlcNAc 
омелы белой VAA βDGal
зародышей пшеницы WGA DGlcNAc

Примечание. Gal – галактоза; Glс – глюкоза; Man – манноза; 
NAc.
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Excel (Microsoft, США). Во всех экспериментах разли-
чия между контролем и опытом считались статистичес-
ки достоверными только для p < 0,05.

Результаты
Оценка возможности использования лектинов 

для идентификации клеток стромы тимуса мыши. 
Анализ связывания лектинов с различными клетками 
тимуса показал, что ни один из лектинов использо-
ванной панели не окрашивает клетки стромы, нега-
тивные по маркеру CD45, и, следовательно, не может 
быть использован для их идентификации (табл. 2). Ко-
личество позитивных по лектину клеток стромы для 
всех лектинов, кроме лектина зародышей пшеницы 
(WGA), не достигает 1% от общего количества про-
анализированных клеток. Клетки стромы, позитив-
ные по лектину WGA, составляют лишь 4,9±2,2% от 
общего количества тимоцитов при контрольном зна-
чении негативных по CD45 клеток, равном 19,0±0,3%, 
что ведет к достоверности отличий от контроля 
(t = 6,3, p < 0,001). 

Количество клеток лимфоидного ряда (CD45+), де-
монстрирующих флюоресценцию по зеленому каналу 
(лектин-ФИТЦ), сильно варьирует. Если для лектинов 
банана (MBA) и омелы белой (VAA) число связавших 
лектин клеток не превышает 1%, то для лектинов под-
снежника (GNA) и амариллиса (HHA) оно равно, со-
ответственно, 83,6±5,5% и 83,3±4,4%, что достоверно 

не отличается от контроля (% CD45+) и указывает на 
возможность использования этих лектинов для типи-
рования тимоцитов мыши (рис. 1). Менее выражен-
ное, но все же заметное связывание демонстрируют 
лектины арахиса – 66,4±3,1%, виноградной улитки – 
44,8±5,7%, зародышей пшеницы – 28,0±4,9%, а также 
лектины коры бузины красной – 15,3±7,2% и крокуса – 
12,3±2,4%. Для остальных лектинов количество связав-
шихся с ними тимоцитов варьирует в диапазоне от 2,5 
до 8,5%, что при контрольном значении CD45+-клеток, 
равном 81,1±0,3%, указывает на выявление этими лек-
тинами лишь небольшой части популяции лимфоид-
ных клеток тимуса и нецелесообразность использо-
вания этих белков для типирования тимоцитов мыши 
(см. табл. 2).

Оценка возможности использования лектинов 
для разделения CD45+-клеток тимуса мыши на суб-
популяции. Данные, полученные в результате совмест-
ного окрашивания тимоцитов мыши лектинами и анти-
телами к антигенам CD4 и CD8, приведены в табл. 3. 
Из приведенных результатов видно, что практически 
все лектины в разной степени взаимодействуют с тимо-
цитами всех основных популяций, однако количество 
позитивных по лектинам клеток различных популяций 
сильно варьирует. 

Лектин подснежника (GNA) демонстрирует макси-
мально близкое к контролю связывание со всеми попу-
ляциями тимоцитов мыши (см. табл. 3). В литературе 
не удалось найти других свидетельств использования 
этого лектина для типирования тимоцитов мыши и про-
явленного им свойства к связыванию всех CD45+-клеток 
тимуса, и хотя данный результат полностью совпадает 
с данными табл. 2, он требует дополнительной экспе-
риментальной проверки. Весьма схожие с GNA свой-
ства показал лектин амариллиса (HHA). Другой инте-
ресной находкой стало свойство лектина банана (MBA) 
связываться со значительной частью субпопуляции DN 
[double negative cells – дважды негативные (CD4–CD8–) 
незрелые тимоциты] при низком связывании с другими 
субпопуляциями. Однако на долю DN приходится всего 
около 1% всей популяции CD45+-тимоцитов, в то время 
как на долю субпопуляции DP [double positive cells – 
дважды позитивные (CD4+CD8+) тимоциты] приходится 
около 90% от числа CD45+-тимоцитов, связывание всего 
с 7,1±1,7% субпопуляции DP способно полностью замас-
кировать меченые MBA DN-тимоциты, что ставит под 
вопрос возможность использования лектина банана для 
идентификации самых незрелых клеток тимуса мыши 
(см. табл. 3). 

Отдельного внимания заслуживают лектины ара-
хиса (PNA) и виноградной улитки (HPA) как много-
кратно упомянутые ранее в литературе инструменты 
для типирования лимфоцитов [19]. Несмотря на раз-
личную лигандную специфичность (αDMan в случае 
GNA и βDGal в случае PNA), лектин арахиса во мно-
гом повторяет характер связывания, описанный выше 
для лектина подснежника, за исключением взаимодей-
ствия с меньшей долей DP, поэтому потенциально при-

Методы

Рис. 1. Связывание лектинов подснежника (GNA), амариллиса 
(HHA) и омелы белой (VАA) с CD45+-клетками тимуса мыши
По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции лектинов, 
конъюгированных с ФИТЦ, усл. ед., по оси ординат – коли-
чество клеток. 1 – неокрашенный образец; 2 – клетки; окра-
шенные VAA; 3 – клетки, окрашенные HHA; 4 – клетки, окра-
шенные GNA.

50

0

103 104 105

100

150

200 2 1 3 4



45

Иммунология ■ Том 40 ■ № 6 ■ 2019

Серебрякова М.К., Кудрявцев И.В., Полевщиков А.В. 
Цитометрическая оценка связывания лектинов с различными популяциями тимоцитов мыши

годен для идентификации и выделения CD45+-клеток, 
но не для разделения тимоцитов на субпопуляции. Не-
сколько иной характер связывания обнаружен для лек-
тина виноградной улитки HPA: за счет слабого связы-
вания с обеими субпопуляциями SP-тимоцитов (single 
positive cells – позитивные по CD4 или по CD8 зрелые 
тимоциты) он может выявлять суммарную фракцию 
DN и DP при очень небольшой примеси обеих субпо-
пуляций SP (рис. 2). Эти данные свидетельствуют о 
том, что PNA и HPA потенциально могут быть исполь-
зованы для идентификации незрелых CD45+-клеток 
тимуса. 

Для всех остальных лектинов процент связывания 
с клетками различных популяций варьировал в доста-
точно широком диапазоне, однако можно проследить 
общую закономерность: как правило, объем связанной 
лектинами доли субпопуляции для DN-тимоцитов го-
раздо выше, чем для DP-тимоцитов (см. табл. 3). Более 
того, на основании приведенных результатов можно 
утверждать, что лектины потенциально пригодны для 

выявления незрелых (DN и DP) тимоцитов, но ни один 
из использованных лектинов не связывается с популя-
циями зрелых SP-тимоцитов сильнее, чем с незрелыми 
клетками. Этот факт наряду с очень слабым связыва-
нием лектинов с высокоспециализированными нелим-
фоидными CD45–-клетками стромы (см. табл. 2) позво-
ляет предполагать, что по мере специализации любых 
тимоцитов (лимфоидных и нелимфоидных) плотность 
гликокаликсовых структур на клетке снижается.

Одним из немногих лектинов, который почти из-
бирательно связывается с одной из субпопуляций ти-
моцитов, является лектин белоцветника LVA: он при 
фоновом связывании с тремя субпопуляциями обладает 
слабым, но все же выраженным связыванием с DP-
клетками. Наконец, интересным свойством обладает 
лектин зародышей пшеницы WGA, который также упо-
минался в литературе как возможный инструмент для 
выделения субпопуляций Т-лимфоцитов [19]. Он выяв-
ляет практически всю популяцию DN, а также CD8+-SP 
на том же уровне, что и соответствующие МкАт 

Рис. 2. Связывание лектина виноградной улитки (НРА) с раз-
ными популяциями тимоцитов мыши
По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции НРА, конъ-
югированного с ФИТЦ, усл. ед.; по оси ординат – количество 
клеток. А – CD4–CD8+-тимоциты; Б – CD4+CD8+-тимоциты; 
В – CD4–CD8–-тимоциты; Г – CD4+CD8–-тимоциты. Свет-
лый пик – клетки, окрашенные НРА; темный пик – биологичес-
кий контроль – клетки, окрашенные VAA, показавшим фоно-
вое связывание (см. рис. 1).

Таблица 2. Взаимодействие лектинов с лимфоидными (CD45+) 
и нелимфоидными (CD45–) клетками тимуса, % от общего ко-
личества клеток, X ± s, n ≥ 8 по каждой точке 

Лектин CD45+-тимоциты CD45–-тимоциты
Без лектина 81,1±0,3 19,0±0,3
CABA 8,4±2,9 0,8±0,2
ConA 4,7±1,6 0,2±0,1
CVA 12,3±2,4 0,1±0,1
GNA 83,6±5,5 0,6±0,1
HHA 83,3±4,4 0,4±0,1
HPA 44,8±5,7 0,3±0,1
LABA 4,6±1,5 0,2±0,1
LBA 5,2±2,0 0,3±0,1
LCA 3,7±0,6 0,3±0,1
LVA 3,2±1,3 0,3±0,1
MBA 1,0±0,1 0,3±0,2
NPA 6,4±2,8 0,2±0,1
PHA-E 7,3±1,7 0,6±0,3
PMRA 2,5±0,7 0,1±0,1
PNA 66,4±3,1 0,5±0,1
PSA 5,0±1,2 0,1±0,1
RCA 4,9±1,3 0,2±0,1
SNA 7,2±2,5 0,4±0,1
SRA 15,3±7,2 0,4±0,2
STA 3,4±0,6 0,2±0,1
UDA 4,8±1,3 0,3±0,1
VAA 0,6±0,3 0,1±0,1
WGA 28,0±4,9 4,9±2,2

Примечание. Здесь и в табл. 3: серый фон ячеек – случаи от-
сутствия достоверных различий от окрашивания МкАт (без 
лектинов); p > 0,05. 
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(см. табл. 3), однако и в этом случае заметное связыва-
ние с самыми многочисленными DP-тимоцитами (около 
35%) резко снижает возможности практического приме-
нения лектина зародышей пшеницы (рис. 3). 

Обсуждение
Полученные в ходе работы результаты во многом 

подтверждают данные литературных источников. Так, 
в работе Balcan и соавторов показано, что лектин под-
снежника равномерно окрашивает тимоциты мыши, 
расположенные как в кортексе, так и в медулле [20]. 
Проведенные нами исследования также показывают, 
что с лектином подснежника связываются практически 
все клетки тимуса, имеющие лимфоидное происхож-
дение, что позволяет использовать данный лектин для 
выделения лимфоцитов тимуса (см. табл. 3). При этом 
заслуживает внимания тот факт, что, согласно имею-
щимся в литературе данным, оба вышеуказанных лек-
тина не окрашивают лимфоидные клетки тимуса кури-
ных эмбрионов [21]. 

На основании приведенных результатов можно 
предполагать, что еще как минимум два исследуемых 
лектина могут быть пригодны для типирования раз-
личных популяций тимоцитов. При этом если лектин 
арахиса окрашивает все субпопуляции CD45+-клеток, 
то для лектина виноградной улитки подтверждаются 
литературные данные о преимущественном связыва-
нии с тимоцитами на ранних стадиях созревания, имея 

в виду суммарную популяцию DN и DP (см. табл. 3 
и [22]). 

Впервые получен результат, согласно которому для 
идентификации DP-клеток может применяться αDMan/
αDGlс-специфичный лектин белоцветника весеннего 
(LVA). С учетом очень большого числа МкАт против 
антигенов CD4 и CD8 человека и мыши на рынке, по-
сле проведения дополнительных исследований данный 
лектин потенциально может найти свое применение 
при изучении структуры популяций тимоцитов рыб, 
земноводных, рептилий, а также сельскохозяйственных 
животных в отсутствие доступных коммерческих моно-
клональных антител. 

Еще одной интересной находкой представляется по-
лучение свидетельств наличия более плотных и разно-
образных структур гликокаликса на созревающих клет-
ках и уменьшение его углеводного разнообразия (но не 
плотности гликокаликса и заряда на нем) при переходе 
к зрелым SP-тимоцитам (см. табл. 3). Методом про-
точной цитометрии с использованием панели лектинов 
этот факт показан впервые. Не исключено, что это спра-
ведливо и для нелимфоидных клеток стромы тимуса 
(см. табл. 2). Здесь речь может идти об общем случае, 
справедливом для различных клеток тканей внутренней 
среды. Изменения состава гликокаликса обычно сопро-
вождают все процессы созревания и дифференцировки, 
активации и гибели клетки в норме и при патологии 
и могут выявляться при помощи лектинов разной 

Таблица 3. Связывание лектинов (lectin+) с различными CD45+-популяциями тимоцитов мыши, % от общего числа CD45+-
тимоцитов, X ± s, n ≥ 4 по каждой точке

Лектин DN DP CD4+ CD8+

Без лектинов 1,1±0,1 89,2±0,6 7,2±0,6 1,2±0,3
CABA 0,2±0,1 6,1±1,2 0,8±0,3 0,2±0,1
ConA 0,4±0,1 5,2±1,9 0,7±0,3 0,2±0,1
CVA 0,4±0,1 10,8±4,3 1,0±0,3 0,2±0,1
GNA 1,0±0,3 89,4±0,8 6,0±0,6 1,0±0,1
HHA 0,8±0,3 79,3±3,6 8,7+2,2 1,0±0,2
HPA 0,8±0,1 57,0±12,4 2,2±0,5 0,3±0,1

LABA 0,2±0,1 7,4±2,2 0,9±0,3 0,2±0,1
LBA 0,1±0,1 4,3±0,9 0,6±0,1 0,1±0,1
LCA 0,1±0,1 2,1±0,6 0,3±0,1 0,1±0,1
LVA 0,1±0,1 0,7±0,3 0,1±0,1 0,1±0,0
MBA 0,8±0,3 7,1±1,7 1,7±0,5 0,4±0,2
NPA 0,1±0,1 2,0±0,6 0,1±0,1 0,0±0,0

PHA-E 0,6±0,1 10,4±3,1 1,3±0,3 0,3±0,1
PMRA 0,2±0,1 2,8±0,5 0,3±0,1 0,1±0,1
PNA 1,1±0,1 75,9±2,4 4,5±1,1 0,7±0,1
PSA 0,5±0,2 6,0±2,2 1,0±0,2 0,2±0,1
RCA 0,4±0,2 12,8±3,3 0,9±0,2 0,2±0,1
SNA 0,4±0,1 26,7±19,6 2,8±1,8 0,3±0,1
SRA 0,5±0,1 15,8±4,7 1,2±0,4 0,2±0,1
STA 0,1±0,1 2,7±0,8 0,4±0,1 0,1±0,1
UDA 0,3±0,1 4,0±1,2 0,9±0,3 0,2±0,1
VAA 0,1±0,1 1,3±1,0 0,2±0,2 0,1±0,1
WGA 0,9±0,2 34,6±4,0 3,3±0,7 0,6±0,2
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углеводной специфичности. Гликокаликс тимоци-
тов играет важную роль в процессах их распозна-
вания стромальными клетками и в первую очередь, 
макрофагами, ответственными за элиминацию погиба-
ющих в ходе селекции клеток. Литература дает осно-
вания предполагать справедливость такого обобщения 
[11, 23, 24].

При аутоиммунных заболеваниях увеличивается 
количество эффекторных Т-клеток, несущих на своей 
поверхности терминальные NAcGal и Galβ(1-4)NAcGlc 
[25–27]. Например, GalNAc-T1-трансфераза, исполь-
зующая в качестве акцепторного субстрата неглико-
зилированные пептиды, наиболее активна в незрелых 
тимоцитах кортекса, а в медуллярных тимоцитах также 
появляется GalNAc-T2-трансфераза, способная про-
дуцировать de novo дисахаридные О-гликопептиды 
[28, 29]. 

Важным семейством углеводов, вовлеченных 
в процесс созревания тимоцитов, являются сиаловые 
кислоты (NeuNAc). Чаще всего производные нейрами-
новой кислоты располагаются в терминальных положе-
ниях и, благодаря отрицательному заряду, оказываются 
задействоваными в процессах распознавания, миграции 
и других межклеточных взаимодействиях. Кроме того, 
сиаловые кислоты маскируют гликаны, лежащие в гли-
кокаликсе ниже, и таким образом блокируют связыва-
ние с ними эндогенных лектинов, выполняя важную 
регуляторную функцию [30].

Сиалотрансфераза ST3Gal I вовлечена в процесс 
созревания тимоцитов, поскольку является одним из 
факторов выживания Т-клеток. Отсутствие ее экспрес-
сии приводит к повышению уровня апоптоза и замет-
ному снижению количества CD8+-Т-клеток на перифе-
рии [31]. С ее помощью осуществляется сиалирование 
О-гликанов на маркерах дифференцировки Т-клеток 
CD45 и CD8, а ее отсутствие может влиять на способ-
ность корецептора CD8 связываться с комплексом ан-
тиген/МНС на поверхности антиген-презентирующей 
клетки [32]. Другая сиалотрансфераза тимоцитов – 
С2GnT – экспрессируется на стадиях DN и DP. В клет-
ках субкапсулярной зоны ее активность подавляется 
ST3Gal I [33].

Заключение
Использование проточной цитометрии лишь час-

тично подтвердило возможность применения мече-
ных лектинов для типирования тимоцитов мыши. 
Ни один из лектинов не обеспечивал избирательного 
окрашивания клеток стромы тимуса, при этом ре-
зультаты окрашивания лектином подснежника (GNA) 
и лектином амариллиса (HHA) практически точно соот-
ветствовали результатам применения МкАт к антигену 
CD45. Также ни один из лектинов не обеспечивал из-
бирательного связывания с клетками на любом из эта-
пов дифференцировки тимоцитов (DN, DP, CD4+-SP, 
CD8+-SP). Лишь один лектин белоцветника (LVA) пре-
имущественно связывался с популяцией DP-тимоцитов, 
хотя связывание было очень слабым и затрагивало не 

более 1% от всей субпопуляции DP. Частично подтвер-
дились литературные данные о возможности использо-
вания лектинов арахиса (PNA) и виноградной улитки 
(HPA) для типирования тимоцитов: лектин арахиса 
связывает все DN-клетки, а лектин виноградной улитки 
преимущественно взаимодействует с незрелыми (DN 
и DP) тимоцитами. По-видимому, применение лекти-
нов для типирования тимоцитов ограничивается об-
ластью сравнительной иммунологии и ветеринарии 
в случае отсутствия соответствующих моноклональных 
антител.
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Рис. 3. Связывание лектина зародышей пшеницы (WGA) 
с разными популяциями тимоцитов мыши
По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции WGA, конъ-
югированного с ФИТС, усл. ед., по оси ординат – количество 
клеток. А – CD4–CD8+-тимоциты, Б – CD4+CD8+-тимоциты, 
В –  CD4–CD8–-тимоциты, Г – CD4+CD8–-тимоциты. Свет-
лый пик – клетки, окрашенные WGA, темный пик – биологи-
ческий контроль (см. подпись к рис. 2). 
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