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Целью исследования явилось изучение 
особенностей зависимости количества и фе-
нотипа цитотоксических Т-лимфоцитов и 
NKT-клеток от содержания Т-регуляторных 
клеток в крови у больных раком почки. об-
следованы больные раком почки (Т3N0М0, 
светлоклеточный тип) в возрасте 40-55 лет 
до хирургического лечения. иммунофено-
типирование лимфоцитов проводили мето-
дом проточной цитометрии. Установлено, 
что в периферической крови у больных 
раком почки на фоне повышения относи-
тельного содержания Т-регуляторных кле-
ток наблюдается снижение содержание ци-
тотоксических Т-лимфоцитов и увеличение 
уровня NKT-клеток. предполагается, что 
отсутствие изменений в количестве активи-
рованных Т-регуляторных и цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов определяется миграци-
ей клеток из крови. повышение количества 
NKT-клеток при раке почки определяется 
увеличением эффекторных и активирован-
ных клеток, но при снижении уровня регу-
ляторной субпопуляции. У здоровых людей 
содержание Т-регуляторных клеток слабо 
взаимосвязано с эффекторными субпопуляци-
ями Т-лимфоцитов. У больных раком почек 
количество активированных Т-регуляторных 
клеток тесно взаимосвязано с различными 
фракциями NKT-лимфоцитов. причем, если 
с регуляторной и зрелой субпопуляцией NKT-
клеток выявляются отрицательные связи, то 
с NKT-клетками, экспрессирующими мар-
керы CD28 и CD57, – положительные, что 
характеризует сонаправленную динамику 
уровней активированных регуляторных и 
эффекторных субпопуляций Т-лимфоцитов 
на фоне опухолевого роста. с помощью ка-
нонического анализа доказано, что наиболь-
шей значимостью у больных раком почек 
обладают активированные Т-регуляторные 
клетки, цитотоксические Т-лимфоцитов и 
NKT-клетки.
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т-регуляторные клетки (Tregs) представляют 
собой отдельную фракцию CD4+ т-лимфоцитов, 
конститутивно экспрессирующих a-субъединицу 
рецептора интерлейкина-2 (CD25) [3,8]. Уста-
новлено, что при активации Tregs не проли-
ферируют и не продуцируют IL-2, но приоб-
ретают способность подавлять пролиферацию 
т-лимфоцитов и синтез ими цитокинов. До-
казана супрессирующая роль Tregs в системе 
противоопухолевого иммунитета, которая также 
реализуется преимущественно через ингибиро-
вание функции цитотоксических т-лимфоцитов 
(ЦтЛ) [1,5,13].

Значительный интерес в рамках развития 
противоопухолевого иммунитета вызывают 
NKT-клетки. Данную популяцию лимфоцитов 
относят к клеткам врожденного иммунитета, 
они представляют собой минорную популяцию 
т-лимфоцитов, которая благодаря своей ауторе-
активности и способности быстро продуциро-
вать различные цитокины, обеспечивает связь 
между врожденным и адаптивным звеньями 
иммунитета и играет важнейшую роль в регу-
ляции иммунного ответа при различных пато-
логических состояниях, в том числе, и при опу-
холевом росте [2,6]. Доказано, что NKT-клетки 
помимо цитотоксической функции выполняют 
роль основного источника цитокинов (в первую 
очередь, IFNγ) на начальных этапах развития 
иммунного ответа [9,20].

Супрессорная активность Tregs на эффек-
торы противоопухолевого иммунитета реали-
зуется тремя механизмами: прямой контакт 
активированными эффекторными клетками, 
секреция ингибирующих цитокинов (транс-
формирующий ростовой фактор-β и интерлей-
кин-10) и цитолитическая активность [3,19]. 
т-регуляторные клетки могут снижать эффек-
тивность проявления функциональной актив-
ности эффекторных т-лимфоцитов: синтез и 
секреция цитокинов, экспрессия активацион-
ных, адгезионных и хемокиновых рецепторов, 
цитолитическое действие на клетки-мишени 
[1,20]. В целом, особенности взаимодействия 
Tregs с эффекторными клетками определяет 
активность противоопухолевого иммунитета, а 
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также эффективность терапии и, соответствен-
но, исход заболевания.

Целью исследования явилось изучение осо-
бенностей зависимости количества и фенотипа 
цитотоксических т-лимфоцитов и NKT-клеток 
от содержания Tregs в крови у больных раком 
почки.

Материалы и методы

на базе КГБУЗ «Красноярский краевой клинический 
онкологический диспансер имени а.И. Крыжановского» об-
следованы больные ПКр (т3N0м0, светлоклеточный тип) 
в возрасте 40-55 лет до хирургического лечения (n=92). 
Диагноз ПКр у всех больных верифицирован гистологи-
чески. В качестве контрольной группы были обследованы 
78 практически здоровых людей аналогичного возрастного 
диапазона.

Иммунофенотипирование лимфоцитов проводили мето-
дом проточной цитометрии (пятицветная иммунофлуорес-
ценция) цельной периферической крови с использованием 
моноклональных антител (Beckman Coulter, USA), мечен-
ных FITC (fluoresceinisothiocyanate), PE (phycoerythrin), 
ECD (phycoerythrin-TexasRed-X), PC5 (phycoerythrin-cyanin 
5) и PC7 (phycoerythrin-cyanin 7) в следующих панелях: 
CD62L-FITC/CD127-PE/CD3-ECD/CD25-PC5/CD4-PC7, 
CD16-FITC/CD56-PE/CD8-ECD/CD3-PC5/CD11b-PC7, 
CD57-FITC/CD28-PE/CD3-ECD/CD16+56-PC5/CD45-PC7. 
распределение антител по каналам флуоресценции прово-
дили в соответствие с принципами формирования панелей 
для многоцветных цитофлуориметрических исследований 
[4]. Подготовку образцов периферической крови для анали-
за осуществляли по стандартной методике [7]. Лизис эри-
троцитов проводили по безотмывочной технологии с ис-
пользованием реагента VersaLyse (Beckman Coulter, Сша). 
анализ окрашенных клеток проводили на проточном ци-
тофлуориметре FC-500 (Beckman Coulter, USA) [14]. В 
каждой пробе анализировали не менее 50000 лимфоцитов.

Все исследования выполнены с информированного со-
гласия испытуемых и в соответствии с хельсинкской де-
кларацией Всемирной ассоциации «Этические принципы 
проведения научных медицинских исследований с участи-
ем человека» с поправками 2000 г. и «Правилами клиниче-
ской практики в российской Федерации», утвержденными 
Приказом минздрава рФ от 19.06.2003 г. № 266.

описание выборки производили с помощью подсчета 
медианы (ме) и интерквартильного размаха в виде 1 и 3 
квартилей (Q1 и Q3). Достоверность различий между пока-
зателями независимых выборок (сравнение с показателями 
контрольной группы) оценивали по непараметрическому 
U-критерию манна-Уитни. Для исследования силы взаи-
мосвязей показателей вычислялся коэффициент ранговой 
корреляции по Спирмену. Для оценки комплексной взаи-
мосвязи уровней т-регуляторных клеток с количеством ци-
тотоксических т-лимфоцитов и NKT-клеток использовали 
канонический анализ с подсчетом коэффициента канониче-
ской корреляции (R) и канонических весов коррелируемых 
параметров. Статистическая значимость коэффициента ка-
нонической корреляции оценивалась по c2. Статистиче-
ский анализ осуществляли в пакете программ Statistica 7.0 
(StatSoftInc. 2004).

результаты и обсуждение

При исследовании содержания Tregs и эф-
фекторных фракций т-лимфоцитов обнаруже-
но, что в периферической крови больных ра-

ком почки повышено относительное количество 
CD3+CD4+CD25HighCD127Low-клеток (табл. 1). У 
обследованных пациентов снижено абсолют-
ное и относительное содержание CD3+CD8+-
лимфоцитов.

Значительные изменения при раке почки об-
наружены в фенотипическом составе NKT-клеток 
(см. табл. 1). так, на фоне повышения абсолют-
ного количества CD3+CD16/56+-лимфоцитов уве-
личивается процентное содержание клеток с дан-
ным фенотипом, а также CD3+CD16/56+CD28+-, 
CD3+CD16/56+CD57+- и CD3+CD56-CD16+-клеток. 
При этом у больных лиц в крови снижается 
относительный уровень CD3+CD56+CD16+- и 
CD3+CD56+CD16--лимфоцитов.

анализируя количественные изменения при 
раке почек, можно заключить, что в перифе-
рической крови больных повышается содер-
жание т-регуляторных клеток с фенотипом 
CD3+CD4+CD25HighCD127Low. однако уровень 
Tregs с экспрессией CD62L остается неизме-
ненным относительно контрольных значений. 
CD62L является мембранным гликопротеином, 
принадлежащим к семейству L-селектинов, ко-
торый экспрессируется на широком спектре 
клеток иммунной системы [5,18,21]. рецептор 
обеспечивает слабые межклеточные взаимо-
действия, благодаря которым движение клеток 
вдоль сосудистой стенки замедляется и проис-
ходит их миграция из сосудистого русла. мож-
но предположить, что регуляторные клетки, экс-
прессирующие CD62L, мигрируют из крови в 
лимфоидную ткань, что и приводит к стабили-
зации количества активированных Tregs в крови 
на контрольном уровне.

В крови больных раком почки снижается 
процентное и абсолютное количество цитоток-
сических т-лимфоцитов с фенотипом CD3+CD8+. 
Содержание цитотоксических клеток, экспресси-
рующих CD11b, остается на уровне контроль-
ного диапазона. молекула CD11b представляет 
собой αM цепь интегрина Mac-1, которая повы-
шает миграционный и эффекторный потенциал 
цитотоксических клеток [6,12].

При исследовании фенотипического состава 
NKT-клеток обнаружено, что у больных раком 
почки повышено абсолютное и процентное со-
держание общих NKT-клеток и NKT-клеток, 
экспрессирующих молекулы маркеров CD28 
и CD57. CD28 – мембранный белок, участву-
ющий в костимуляции необходимой для акти-
вации лимфоцитов. Доказано, что стимуляция 
клеток через CD28 в дополнении к стимуля-
ции т-клеточного рецептора обеспечивает силь-
ный костимулирующий сигнал, приводящий 
к выработке различных цитокинов, активации 
и запуску пролиферации клона антиген-спец-
ифических т-клеток [10,16,17]. рецептор CD57 
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обеспечивает клеточную миграцию посредством 
выполнения контактов клетка-клетка и клетка-
матрикс. Доказано, что лимфоциты, экспресси-
рующие на своей мембране CD57, не способны 
входить в пролиферативный цикл даже под вли-
янием сильнейших стимуляторов, эта молекула 
является маркером зрелости клона. Кроме того, 
экспрессия CD57 на поверхности цитотоксиче-
ских клеток связана со способностью этих кле-
ток накапливать в составе цитоплазматических 
гранул перфорин и гранзимы [5,11,15].

Исследование субпопуляционного состава 
NKT-клеток позволило установить, что у боль-
ных раком почки снижено содержание зрелых 
(CD3+CD56+CD16+) и регуляторных фракций 
(CD3+CD56+CD16-) NKT-клеток, но при повы-
шении количества эффекторной субпопуляции 
(CD3+CD56-CD16+).

С помощью корреляционного анализа ис-
следованы особенности взаимосвязи количе-
ства т-регуляторных клеток с уровнем ци-
тотоксических т-лимфоцитов и NKT-клеток. 
обнаружено, что у лиц контрольной груп-
пы выявляется единственная корреляцион-
ная связь – между относительным уровнем 
CD3+CD4+CD25HighCD127Low-клеток и процент-
ным количеством CD3+CD16/56+-лимфоцитов 
(r=-0,32, р=0,015). В то же время у больных 
раком почек выявляются взаимосвязи только 
между количеством активированных Tregs и со-
держанием NKT-клеток. так, относительный уро-
вень CD3+CD4+CD25HighCD127LowCD62L+-клеток 
отрицательно коррелирует с процентным коли-
чеством CD3+CD56+CD16+- (r=-0,28, р=0,007) и 
CD3+CD56+CD16--лимфоцитов (r=-0,23, р=0,026), 
а также положительно с CD3+CD16/56+CD28+- 
(r=0,24, р=0,023) и CD3+CD16/56+CD57+-клеток 
(r=0,21, р=0,047).

С помощью канонического анализа иссле-
дованы особенности комплексной взаимосвязи 
уровней т-регуляторных клеток с количеством 
цитотоксических т-лимфоцитов и NKT-клеток. 
Выбор канонического анализа связан с тем, что 
данный метод позволяет оценить взаимосвязь 
двух наборов показателей с определением зна-
чимости вклада каждого параметра в канониче-
скую корреляцию, выраженную в каноническом 
весе. Установлено, что все канонические корре-
ляции Tregs с фенотипическим составом цито-
токсических т-лимфоцитов и NKT клеток явля-
ются статистически значимыми и с характерным 
распределением весов по исследуемым показате-
лям у лиц контрольной группы и больных раком 
почек (табл. 2 и 3). так, если у лиц контроль-
ной группы Tregs вносят отрицательный вклад 
в каноническую корреляцию с количеством ци-
тотоксических т-клеток, а активированные Tregs 
– положительный, то у больных раком почек обе 

фракции Tregs вносят отрицательный вклад (см. 
табл. 2). При этом в обеих обследуемых группах 
вес цитотоксических т-лимфоцитов в системе 
канонической корреляции является положитель-
ным, тогда как активированных клеток – отри-
цательный. У лиц контрольной группы Tregs с 
фенотипом CD3+CD4+CD25HighCD127Low вносят 
больший вклад (по величине весов) в канони-
ческую корреляцию, тогда как цитотоксические 
т-лимфоциты – практически равный. У больных 
раком почки наибольший вклад в данную кано-
ническую корреляцию вносят активированные 
Tregs и более выраженное – активированные 
цитотоксические т-лимфоциты. 

аналогичный вклад Tregs с фенотипом 
CD3+CD4+CD25HighCD127Low вносят в канони-
ческую корреляцию с фракциями NKT-клеток: 
у лиц контрольной группы – положительный 
вклад, у больных раком почки – отрицатель-
ный (см. табл. 3). У лиц контрольной группы 
и больных раком почки значительно различает-
ся вклад NKT-клеток в данную каноническую 
взаимосвязь. так, если у лиц контрольной груп-
пы активированные NKT-клетки вносят отрица-
тельный вклад в каноническую корреляцию с 
т-регуляторными клетками, то у больных раком 
почки – положительный. Зрелые и регуляторные 
NKT-клетки у лиц контрольной группы также 
вносят отрицательный вклад в указанную кано-
ническую корреляцию, у больных раком почки 
– положительный. У лиц контрольной группы 
обе фракции т-регуляторных клеток вносят рав-
ный вклад (по величине весов) в каноническую 
корреляцию с NKT-клетками, с другой стороны 
– максимальные значения весов выявляются у 
регуляторных (CD3+CD56+CD16-), активирован-
ных клеток (с экспрессией CD28 и CD57) и 
общей фракции (CD3+CD16/56+) NKT-клеток. У 
больных раком почки наибольший вклад в ка-
ноническую корреляцию вносят активированные 
Tregs с одной стороны, а с другой – только NKT-
клетки с фенотипом CD3+CD16/56+CD28+.

Исходя из результатов корреляционного и 
канонического анализа, можно сделать сле-
дующие заключения. Взаимосвязь уровней 
т-регуляторных клеток с количеством NKT-
клеток более выражена, чем с содержанием ци-
тотоксических т-лимфоцитов. Корреляционные 
связи между т-регуляторными клетками и цито-
токсическими т-лимфоцитами отсутствуют как 
у здоровых людей, так и у больных раком поч-
ки. Вес т-регуляторных клеток в канонической 
корреляции с цитотоксическими т-лимфоцитами 
значительно ниже и сама каноническая кор-
реляция слабее, чем с NKT-клетками (также 
в обеих обследуемых группах). Кроме того, 
если у здоровых людей с содержанием NKT-
клеток взаимосвязан уровень Tregs с фенотипом 
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Таблица 1. Количество Т-регуляторных, цитотоксических Т- и NKT-клеток у больных раком почки (Ме, Q
1
 - Q

3
)

Показатели
Контроль
n=78

Больные раком почки
n=92 p

Ме Q
1
 - Q

3
Ме Q

1
 - Q

3

Т-регуляторные клетки

CD3+CD4+, 109/л 0,83 0,57 – 1,16 0,82 0,60 – 1,00

CD3+CD4+CD25High

CD127Low, % 5,4 4,0 – 6,8 6,3 4,3 – 8,3 0,048

CD3+CD4+CD25High

CD127LowCD62L+, % 3,8 2,9 – 4,8 4,2 2,6 – 7,3

Цитотоксические Т-лимфоциты

CD3+CD8+, 109/л 0,55 0,38 – 0,80 0,40 0,31 – 0,53 <0,001

CD3+CD8+, % 27,0 21,6 – 32,0 20,8 16,3 – 27,5 <0,001

CD3+CD8+CD11b+, % 23,4 17,7 – 28,1 24,6 19,3 – 37,7

nKt-клетки

CD3+CD16/56+, 109/л 0,046 0,018 – 0,101 0,072 0,019 – 0,120 0,049

CD3+CD16/56+, % 2,6 0,8 – 5,4 4,1 1,5 – 6,4 0,026

CD3+CD16/56+CD28+, % 1,5 0,8 – 3,2 2,8 0,9 – 5,6 0,021

CD3+CD16/56+CD57+, % 1,3 0,6 – 2,3 2,2 0,8 – 5,8 0,012

CD3+CD56+CD16+, % 3,7 2,1 – 5,7 2,7 1,1 – 4,7 0,022

CD3+CD56-CD16+, % 4,1 2,8 – 5,3 5,4 2,5 – 9,6 0,039

CD3+CD56+CD16-, % 10,3 7,5 – 15,2 8,0 3,4 – 15,3 0,017

Таблица 2. Каноническая корреляция между количеством Т-регуляторных клеток и цитотоксических Т-лимфоцитов  
в контроле и у больных раком почки

Показатели
Веса показателей

Контроль, n=78 рак почки, n=92

Слева

CD3+CD4+CD25HighCD127Low, % -1,925 -0,053

CD3+CD4+CD25HighCD127LowCD62L+, % 1,093 -0,980

Справа

CD3+CD8+, % 1,799 0,617

CD3+CD8+CD11b+, % -1,921 -0,932

Показатели канонической корреляции

Каноническая R 0,46 0,83

c2 12,146 56,441

p 0,016 <0,001

Таблица 3. Каноническая корреляция между количеством Т-регуляторных клеток и NKТ-лимфоцитов в контроле  
и у больных раком почки

Показатели
Веса показателей

Контроль, n=78 рак почки, n=92

Слева

CD3+CD4+CD25HighCD127Low, % 2,612 -0,024

CD3+CD4+CD25HighCD127LowCD62L+, % -2,621 -0,991

Справа

CD3+CD16/56+, % 0,708 0,146

CD3+CD16/56+CD28+, % -0,809 1,137

CD3+CD16/56+CD57+, % -0,829 0,130

CD3+CD56+CD16+, % -0,008 0,035

CD3+CD56-CD16+, % -0,006 -0,038

CD3+CD56+CD16-, % -1,454 0,259

Показатели канонической корреляции

Каноническая R 0,70 0,96

c2 33,698 215,924

p 0,002 <0,001
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CD3+CD4+CD25HighCD127Low, то при раке почек 
с данной популяцией эффекторных клеток кор-
релируют только активированные Tregs, причем 
с активированными NKT-клетками (с экспрес-
сией CD28- и CD57-молекул) выявляется поло-
жительные корреляционные связи. результаты 
канонического анализа также показывают, что 
у больных раком почек наибольший вес имеют 
активированные регуляторные и эффекторные 
т-лимфоциты: активированные Tregs в обеих 
канонических корреляциях, активированные ци-
тотоксические т-лимфоциты и NKT-клетки, экс-
прессирующие CD28. 

таким образом, в периферической крови у 
больных раком почки на фоне повышения количе-
ства т-регуляторных клеток наблюдается сниже-
ние содержания цитотоксических т-лимфоцитов 
и увеличивается уровень NKT-клеток. Предпола-
гается, что отсутствие изменений в количестве 
активированных т-регуляторных и цитотокси-
ческих т-лимфоцитов определяется миграцией 
клеток. Повышение количества NKT-клеток при 
раке почки определяется увеличением эффек-
торных и активированных клеток, но при сни-
жении уровня регуляторных популяций. С помо-
щью корреляционного анализа установлено, что 
у здоровых людей содержание т-регуляторных 
клеток слабо взаимосвязано с эффекторными 
субпопуляциями т-лимфоцитов. В то же время, 
у больных раком почек количество активирован-
ных т-регуляторных клеток тесно взаимосвяза-
но с различными фракциями NKT-лимфоцитов. 
Причем, если с регуляторной и зрелой субпопу-
ляцией NKT-клеток выявляются отрицательные 
связи, то с NKT-клетками, экспрессирующими 
маркеры CD28 и CD57, – положительные, что 
характеризует сонаправленную динамику уров-
ней активированных регуляторных и эффектор-
ных субпопуляций т-лимфоцитов на фоне опухо-
левого роста. аналогичные результаты получены 
с помощью канонического анализа. Доказано, что 
наибольшей значимостью в канонических корре-
ляциях у больных раком почек обладают акти-
вированные т-регуляторные клетки, цитотокси-
ческие т-лимфоциты и NKT-клетки. Выявленные 
особенности взаимосвязи т-регуляторных клеток 
с цитотоксическими т-лимфоцитами и NKT-
клетками характеризуют иммунопатогенез рака 
почек и могут быть использованы при разработке 
иммунотерапевтических методов, направленных 
на стимуляцию противоопухолевой активности 
иммунной системы.
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The aim of the study was to investigate the features of 
the relation to the number and the phenotype of the cytotoxic 
T-lymphocytes and NKT-cell from regulatory T-cells content 
in the blood by patients with renal cell carcinoma. The study 
included patients with renal cell carcinoma (T3N0M0, clear 
cell type) at the age of 40-55 years before surgery. Lymphocyte 
immunophenotyping was performed by flow cytometry. It is 
found that in the peripheral blood of the patients with renal cell 
carcinoma accompanied by increased number of T-regulatory 
cells observed decrease content of the cytotoxic T-lymphocytes 
and increased levels of the NKT-cells. It is assumed that no 
change in the number of activated T-regulatory cells and cy-
totoxic T-lymphocyte determined migration from the blood. 
Increasing the amount of the NKT-cells in renal cancer is de-
termined by the increase of activated and effector cells but 
at lower levels of the regulatory subpopulation. The content 
of the T-regulatory cells in healthy people weakly correlated 
with the effector subpopulations of T-lymphocytes. In patients 
with renal cancer the number of the activated T-regulatory 
cells is closely correlated with the various NKT-lymphocytes 
fractions. Moreover, if the mature and regulatory NKT-cells 
subset detected negative relations, so with the NKT-cells ex-
pressing CD28 and CD57 markers found positive correlations 
that characterizes the codirectional dynamics the activated of 
the regulatory and effector T-lymphocyte subpopulations lev-
els in the background of tumor growth. A canonical analysis 
demonstrated that the highest significance kidney cancer pa-
tients have activated regulatory T-cells, cytotoxic T cells and 
NKT-cells. A canonical analysis demonstrated that the highest 
significance by renal cancer patients have activated regulatory 
T-cells, cytotoxic T-cells and NKT-cells.

Key words: renal cancer, T-regulatory cells, cytotoxic T-
cells, NKT-cells, subset, relationship




