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Субпопуляции T­хелперов в регионарных лимфатических узлах  
при колоректальном раке

крюкова в.в., цепелев в.л., терешков п.п.

Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Читинская 
государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения Российской Федерации
672000, Чита, ул. Горького, 39а

Исследование субпопуляционного состава Т-хелперов и экспрессии на их поверхности ко-ингибирующих белков в ре-
гионарных лимфатических узлах необходимо для разработки новых методов таргетной терапии колоректально-
го рака (Крр).
цель – изучение субпопуляционного состава Т-хелперов в регионарных лимфатических узлах у больных Крр.
материалы и методы. Методом проточной цитометрии определен субпопуляционный состав Т-хелперов в реги-
онарных лимфатических узлах, а также экспрессия CD4-позитивными клетками ко-ингибирующих молекул (CTLA-4, 
PD-1, TIM-3) у 105 больных Крр III стадии. Контрольную группу составили 75 пациентов, которым выполнена опера-
ция на толстой кишке по поводу неопухолевых заболеваний. 
Результаты. У больных Крр в лимфатических узлах уменьшается количество наивных Т-хелперов 
(СD3+CD4+СD45RA+CCR7+) в 1,7 раза, возрастает относительное содержание Т-хелперов центральной памяти 
(CD3+CD4+CD45RA-CCR7+), снижается количество Т-хелперов эффекторной памяти (CD3+CD4+CD45RA-ССR7-). На по-
верхности Т-хелперов в регионарных лимфатических узлах больных раком толстой кишки увеличивается экспрес-
сия CD57 в 5,6 раза, ко-ингибирующей молекулы CTLA-4 – в 7,9 раза и белка PD-1 – в 1,5 раза. 
выводы. У больных Крр происходят изменения субпопуляционного состава Т-хелперов в регионарных лимфатических 
узлах, что выражается в уменьшении доли наивных клеток и более дифференцированных Т-хелперов эффекторной па-
мяти с одновременным увеличением процентного содержания клеток центральной памяти. При Крр увеличивается 
экспрессия ко-ингибирующих молекул (CTLA-4 и PD-1) на Т-хелперах в регионарных лимфатических узлах.
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Subpopulations of T­helpers in regional lymph nodes in colorectal cancer
Kryukova V.V., Tsepelev V.L., Tereshkov P.P.

Chita State Medical Academy, Gorkogo Str. 39a
Chita 672000, Russian Federation

The study of the subpopulation composition of T-helpers and the expression of co-inhibitory proteins on their surface in regional 
lymph nodes is necessary for the development of new methods of targeted therapy for colorectal cancer (CRC).
Objective – to study the subpopulation composition of T-helpers in regional lymph nodes in patients with CRC.
Materials and methods. The subpopulation composition of T-helpers in regional lymph nodes, as well as the expression of 
co-inhibitory molecules (CTLA-4, PD-1, TIM-3) by CD4-positive cells in 105 patients with stage III CRC were determined by flow 
cytometry. The control group consisted of 75 patients who underwent colon surgery for non-neoplastic diseases.
Results. In patients with colorectal cancer, the number of naive T-helpers (CD3+CD4+CD45RA+CCR7+) in the lymph nodes 
decreases by 1.7 times, the relative content of central memory T-helpers (CD3+CD4+CD45RA-CCR7+) increases, and the number 
of effector memory T-helpers (CD3+CD4+CD45RA-ССR7-) decreases. On the surface of T-helpers in the regional lymph nodes of 
patients with colorectal cancer, the expression of CD57 increases by 5.6 times, the co-inhibitory molecule CTLA-4 – by 7.9 times 
and the PD-1 protein – by 1.5 times.
Conclusions. In patients with CRC, changes in the subpopulation composition of T-helpers in regional lymph nodes occur, 
which is expressed in a decrease in the proportion of naive cells and more differentiated T-helpers of effector memory with 
a simultaneous increase in the percentage of central memory cells. In CRC, the expression of co-inhibitory molecules (CTLA-4 and 
PD-1) on T-helpers in regional lymph nodes increases.
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введение

Колоректальный рак (КРР) является наиболее рас-
пространенной формой злокачественной опухоли и вто-
рой по значимости причиной смерти от рака во всем 
мире [1]. В настоящее время существуют современные 
методы комплексного лечения КРР, включающие хи-
рургический, химио- и иммунотерапию. Между тем, 
подавляющее большинство случаев КРР представляет 
собой опухоли с низким уровнем инфильтрирующих 
иммунных клеток, при которых иммунотерапия пока 
не имеет значимой клинической пользы [2]. В насто-
ящее время при КРР достаточно полно изучены цито-
токсические Т-лимфоциты опухолевого микроокруже-
ния регионарных лимфатических узлов. Показано, что 
они могут истощаться, входить в состояние гипореак-
тивности или становиться дисфункциональными и экс-
прессировать высокие уровни молекул иммунных кон-
трольных точек [3]. 

В настоящее время недостаточно изучен субпопу-
ляционный состав Т-хелперов в регионарных лимфати-
ческих узлах при колоректальном раке (наивные CD4+ 

Т-лимфоциты, клетки эффекторной и центральной па-
мяти). Данные исследования необходимы для понима-
ния механизмов развития опухолевой иммуносупрессии 
при колоректальном раке. Генерация, дифференциров-
ка и поддержание Т-клеток памяти в функциональ-
но оптимальном состоянии имеет решающее значе-
ние в формировании противоопухолевого иммунитета.

Методы иммунотерапии, основанные на применении 
ингибиторов иммунных контрольных точек (ИКТ), внесли 
существенный вклад в лечение некоторых видов рака, та-
ких как меланома и немелкоклеточный рак легких. Ранее 
нами было установлено, что в опухолевой ткани и крови 
увеличивается концентрация растворимой формы иммун-
ных контрольных точек (CTLA-4, TIM-3 и LAG-3), а так-
же их лигандов (B7-2 и Galectin-9), что свидетельствует 
об участии данных ко-ингибирующих молекул в патоге-
незе КРР [4, 5]. Данные исследования требуют дальней-
шего продолжения в плане изучения экспрессии ИКТ на 
иммунных клетках, в том числе Т-хелперах.

Целью нашей работы явилось изучение субпопуля-
ционного состава Т-хелперов в регионарных лимфати-
ческих узлах у больных колоректальным раком. 

материалы и методы исследования

Под нашим наблюдением находилось 105 больных 
колоректальным раком III стадии. Критерии включе-
ния: диагностированный и морфологически верифи-
цированный колоректальный рак, первичный статус 
заболевания. Критерии исключения: больные, по-
лучавшие химио- или лучевую терапию; аутоиммун-
ные; инфекционные заболевания; болезнь Крона; 
язвенный колит. Характеристика пациентов пред-
ставлена в табл. 1. Возраст пациентов основной груп-
пы составил 64,0 [50,0; 69,5] лет. В основной группе 
было 66 (62,9%) женщин и 39 (37,1%) мужчин. Во всех 
случаях опухоль была представлена аденокарциномой. 
Контрольную группу составили 75 больных, которым 
выполнена операция на толстой кишке по поводу не-
опухолевых заболеваний. Возраст обследуемых кон-
трольной группы составил 62,0 [52,5; 68,0] лет. В кон-
трольной группе было 47 (62,7%) женщин и 28 (37,3%) 
мужчин. Основная и контрольная группа больных со-
поставима по полу и возрасту.

Лимфатические узлы, полученные во время опера-
тивного вмешательства, гомогенизировали с примене-
нием реагентов TumorDissociationKit на гомогенизаторе 
GentleMACS Dissociator (Германия). Для получения су-
спензии клеток применяли капроновый фильтр 70 мкм 
(Miltenyi BiotecGmbH, Германия). Все исследования 
проводились в течении 6 часов после забора материала.

Исследование основных популяций лимфоци-
тов, субпопуляций T-хелперов осуществляли методом 
проточной цитометрии. Для этого использовали анти-
тела против CD45 (клон J33); CD3 (клон UCHT1); CD4 
(клон 13B8.2); CD45RA (клон 2H4LDH11LDB9) и CCR7 
(клон G043H7). Распределение антител по каналам флу-
оресценции проводили в соответствии с принципами 
формирования панелей для многоцветных цитофлуо-
риметрических исследований [6]. Протоколы окраши-
вания выполняли в соответствии с рекомендациями 
производителя. Суспензию выделанных клеток в объе-
ме 100 мкл окрашивали вышеуказанными антителами 
при комнатной температуре в течение 15 мин в темно-
те. После окрашивания антителами эритроциты лизи-
ровали, промывали дважды стерильным PBS с исполь-
зованием реактивов Beckman Coulter, США. Далее все 

Таблица 1.
Характеристика пациентов

Критерии Основная группа Контрольная группа

Количество больных, абс. 105 75
Возраст, лет (Me [Q1; Q3]) 64,0 [56,0; 69,5] 62,0 [50,0; 68,0]
мужчины, абс. (%)
женщины, абс. (%)

39 (37,1%)
66 (62,9%)

28 (37,3%)
47 (62,7%)

Наличие колоректального рака, абс. (%) 105 (100) 0 (0)
Гистологическая форма опухоли, абс. (%) Аденокарцинома – 105 (100) —
Стадия рака, абс. (%) III ст. – 105 (100) —
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шение количества наивных Т-хелперов (CD4+Naive, 
CD197+CD45RA+) в 1,7 раза по отношению к контроль-
ной группе (p < 0,001). Одновременно с этим возрастает 
относительное содержание CD4-позитивных лимфоци-
тов центральной памяти (CD4+CM (CD197+CD45RA-) 
с 31,0 [20,9; 41,0] в контроле до 41,9 [34,8; 51,9] у боль-
ных с КРР (p < 0,001). Следует отметить, что в лимфати-
ческих узлах при раке толстой кишки происходит сни-
жение количества более зрелых форм Т-хелперов. Так, 
относительное содержание клеток эффекторной памя-
ти CD4+EM (CD197-CD45RA-) снижается по отноше-
нию к контролю (p = 0,020) (табл. 2). У больных с КРР 
в лимфатических узлах увеличивается в 5,6 раза относи-
тельное содержание CD4-позитивных клеток, экспрес-
сирующих на своей поверхности CD57 (18,0 [10,1; 29,2] 
– в основной группе и 3,2 [1,8; 4,7] – в контрольной 
группе) (p < 0,001).

Наши наблюдения показали, что у больных КРР 
среди изученных ко-ингибирующих молекул, наиболь-
ший вклад в формирование опухолевой иммуносупрес-
сии на уровне функционирования Т-хелперов лимфа-
тических узлов вносит цитотоксический Т-лимфоци-
тарно-ассоциированный белок (CTLA-4) (табл. 3). Так, 
у больных раком толстой кишки в лимфатических уз-
лах 42,9% [25,1; 59,8] CD3+CD4+лимфоцитов экспрес-

образцы подвергли анализу на проточном цитометре 
CytoFLEX LX (Beckman Coulter, США). Из каждого об-
разца отбирали не менее 50000 клеток CD3+ для оцен-
ки иммунных клеток. Обработку данных выполняли при 
помощи программ CytExpert software v.2.0 и Kaluza™ 
v.2.1.1 (США). 

На T-хелперах оценивали уровень поверхност-
ных CD57 (клон NC1), CD152 (CTLA-4) (клон BNI3), 
CD279 (PD-1) (клон EH12.2H7) и CD366 (Tim-3) (клон 
A18087E).

Полученные данные представляли в виде медианы, 
первого и третьего квартилей. Попарное сравнение по-
казателей основной и контрольной групп проводили 
с помощью критерия Манна-Уитни, поскольку в иссле-
дуемых группах наблюдалось распределение признаков 
отличное от нормального [7]. Статистическую обработ-
ку проводили с использованием программ IBM SPSS 
Statistics Version 25.0 (США). 

Результаты исследования

Нами проведено исследование субпопуляционно-
го состава Т-хелперов в регионарных лимфоузлах в за-
висимости от уровня их дифференцировки. Установ-
лено, что в лимфоузлах при КРР происходит умень-

Таблица 2.
Субпопуляции Т-хелперов в регионарных лимфатических узлах при колоректальном раке

Субпопуляции 
Т-хелперов, %

Группа контроля, n = 75 Колоректальный рак, n = 105 Тестовая статистика

Q1 Me Q3 Q1 Me Q3 U p

Т-хелперы (CD3+CD4+) 20,70 33,00 40,00 22,30 29,10 37,00 3712,5 0,514
CD4+Naïve
(СD3+CD4+

СD45RA+CCR7+)
19,00 25,30 34,60 5,90 15,30 25,75 2248,0 <0,001

CD4+CM (CD3+CD4+

CD45RA-CCR7+) 20,90 31,00 41,00 34,80 41,90 51,90 2000,5 <0,001

CD4+EM 
(CD3+CD4+

CD45RA-ССR7-)
25,20 35,90 47,40 19,65 31,90 43,75 3134,5 0,02

CD4+TEMRA (CD3+CD4+

CD45RA+ССR7-) 1,60 3,50 9,50 2,10 4,90 9,30 3479,5 0,184

CD4+CD57+ 1,80 3,20 4,70 10,05 18,00 29,20 379,0 <0,001

Примечание: U – критерий Манна Уитни, p – уровень значимости различий показателей больных колоректальным раком и контрольной 
группы

Таблица 3.
Экспрессия иммунных контрольных точек Т-хелперами в регионарных лимфатических узлах при колоректальном раке

Субпопуляции 
Т-хелперов, %

Группа контроля, n=75 Колоректальный рак, n=105 Тестовая статистика

Q1 Me Q3 Q1 Me Q3 U p

CD4+ CTLA-4+ 2,80 5,40 7,80 25,10 42,90 59,80 94,0 <0,001
CD4+PD-1+ 18,90 31,70 42,70 33,50 46,90 62,90 1759,0 <0,001

CD4+ TIM-3+ 13,20 20,10 28,80 15,15 25,30 29,90 3483,0 0,187

Примечание: U – критерий Манна Уитни, p – уровень значимости различий показателей больных колоректальным раком и контрольной 
группы
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сировали на своей поверхности CTLA-4, что превы-
шало данный показатель контрольной группы (5,4% 
[2,8; 7,8]) в 7,9 раза (p < 0,001). Одновременно с этим 
в 1,5 раза увеличивалась экспрессия PD-1 на Т-хелпе-
рах лимфатических узлов (p < 0,001). Достоверных раз-
личий уровня экспрессии иммунной контрольной точ-
ки TIM-3 CD4-позитивными клетками в регионарных 
лимфоузлах у больных КРР и пациентов контрольной 
группы не обнаружено (p = 0,187) (табл. 3).

Обсуждение

Наши исследования показали, что у больных коло-
ректальным раком в регионарных лимфатических узлах 
увеличивается общее количество лимфоцитов и не из-
меняется относительное содержание Т-лимфоцитов 
и Т-хелперов. Одновременно с этим происходят струк-
турные изменения субпопуляционного состава CD4-по-
зитивных клеток. Нами установлено, что в регионарных 
лимфатических узлах уменьшается доля наивных Т-хел-
перов. Последние представляют собой популяцию кле-
ток, не прошедших этап антиген-зависимой дифферен-
цировки. Особенностью наивных Т-хелперов являет-
ся экспрессия на своей поверхности CD45RA, CD62L 
и CD197 (или CCR7), способствующих миграции этих 
клеток в лимфатические узлы. На поверхности наивных 
клеток зарегистрирована высокая экспрессия ко-стиму-
лирующих белков, в частности CD28 [8]. Данный тип 
клеток синтезирует интерлейкин-2. 

Одновременно с уменьшением количества наи-
вных клеток нами зарегистрировано увеличение отно-
сительного содержания Т-хелперов центральной памя-
ти. Следует отметить, что по мере дифференцировки 
CD4-позитивные клетки изменяют не только фенотип, 
но и свои функциональные характеристики [9]. Т-клет-
ки центральной памяти (СМ) экспрессируют CD45R0, 
CD62L, CD27, CD28. Данные клетки прошли антиген-
зависимую дифференцировку, и они обладают способ-
ностью длительно циркулировать в организме [10, 11].

Более того, результаты наших исследований пока-
зали, что в регионарных лимфатических узлах при КРР 
уменьшается относительное содержание более зрелых 
форм Т-хелперов – Т-клетки эффекторной памяти. 
Последние имеют фенотип CD45RA-CD45R0+CD62L-

CCR7-. По сравнению с клетками СМ, данный тип лим-
фоцитов секретирует ряд цитокинов, определяющих 
онкорезистентность и противоопухолевый иммуни-
тет. Т-хелперы ЕМ являются основными продуцентами 
IFNγ и IL-4. Важнейшим отличием Т-хелперов ЕМ яв-
ляется высокий уровень экспрессии адгезионных моле-
кул, а также рецепторов для провоспалительных хемо-
кинов, способствующих миграции данных клеток в пер-
вичный очаг опухолевого роста [11, 12]. 

До настоящего времени недостаточно изучены 
Т-хелперы регионарных лимфатических узлов, экс-
прессирующие CD57, в отличие от цитотоксических 
Т-лимфоцитов. Нами получены интересные данные, 

свидетельствующие о повышении экспрессии СD57 на 
данных клетках. Роль CD4+CD57+ лимфоцитов в пато-
генезе колоректального рака требует дальнейшего изу-
чения. Между тем уже в настоящее время известно, что 
Т-клетки CD57 + PD − CD4 являются полифункцио-
нальными, продуцируя как IFN-γ, так и TNF-α. Кро-
ме того, все Т-клетки CD57+ CD4 экспрессируют вы-
сокие уровни гранзима B по сравнению с Т-клетками 
CD57 − CD4 [13].

Нами изучена экспрессия трех ко-ингибирующих 
белков на Т-хелперах в регионарных лимфатических 
узлах. Установлено, что у больных КРР наибольший 
вклад в формирование опухолевой иммуносупрессии 
на уровне функционирования Т-хелперов вносит цито-
токсический Т-лимфоцитарно-ассоциированный белок 
(CTLA-4), а также PD-1. При этом достоверных разли-
чий уровня экспрессии иммунной контрольной точки 
TIM-3 CD4-позитивными клетками у данной категории 
пациентов не обнаружено. Полученные результаты име-
ют важное практическое значении при планировании 
таргетной иммунотерапии больных с КРР, основанной 
на использовании моноклональных антител к указан-
ным ко-ингибирующим белкам.

выводы

В регионарных лимфатических узлах при КРР изме-
няется субпопуляционный состав Т-хелперов, что выра-
жается в уменьшении доли наивных клеток и наиболее 
дифференцированных эффекторных клеток с одновре-
менным увеличением процентного содержания клеток 
центральной памяти. У больных с КРР увеличивается 
в 5,6 раза относительное содержание в регионарных лим-
фатических узлах Т-хелперов, экспрессирующих CD57. 

У больных КРР увеличивается экспрессия ко-ин-
гибирующих молекул (CTLA-4 и PD-1) на Т-хелперах 
в регионарных лимфатических узлах.
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