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Ис сле до ва ны суб по пу ля ции ин тра ту мо раль ных лим фо ци тов, вы де лен ных из ма те ри а ла кор-би о псии, у 19 боль-
ных ра ком мо лоч ной же ле зы. Ис поль зо ван ме тод мно го па ра ме т ро вой про точ ной ци то ме т рии с дву мя че ты рех-
цвет ны ми ком би на ци я ми ан ти тел: CD4/CD25/CD3/CD45 и CD8/CD56/CD3/CD45. Пре об ла да ю щим ти пом лим-
фо ци тов в опу хо ле вой тка ни бы ли зре лые Т-клет ки (CD3+) — 88,2%, да лее сле до ва ли CD4+ лим фо ци ты (45,1%) 
и Т-ци то ток си че с кие (CD8+) клет ки (40,4%). Сред нее со дер жа ние NK-кле ток и CD4+CD25+ лим фо ци тов бы ло 
не вы со ким — 1,6% и 4,1% со от вет ст вен но. Со от но ше ние CD8/CD4 в 53% слу ча ев бы ло ме нее 1. Про пор ция CD8+ 
кле ток бы ла бо лее вы со кой в слу ча ях уме рен ной и вы ра жен ной ин филь т ра ции опу хо ли CD45++ лим фо ци та ми 
(р=0,007).
Клю че вые сло ва: рак мо лоч ной же ле зы, суб по пу ля ции ин тра ту мо раль ных лим фо ци тов, кор-би о псия, про точ ная 
ци то ме т рия.
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Study of tumor-infi ltrating lymphocyte subpopulations was performed in 19 patients with breast cancer (core biopsy mate-
rial). Two probes were used in multiparameter fl ow cytometry: CD4/CD25/CD3/CD45 and CD8/CD56/CD3/CD45. Mean 
percentage of different cell types within lymphocytes (CD45++ SSCLow) was as follows: CD3 — 88,2%, CD4 — 45,1%, 
CD8 — 40,4%, NK (CD3-CD56+) — 1,6%, CD4+CD25+ — 4,1%. Ratio CD8/CD4 was less than 1 in 53% of cases. In 
cases of prominent and moderate CD45 infi ltration percentage of CD8+ lymphocytes was signifi cantly higher than in cases 
with low infi ltration, p=0,007.
Key words: breast cancer, subpopulations of tumor-infi ltrating lymphocytes, core-biopsy, fl ow cytometry.

На ря ду с об ще из ве ст ны ми кли ни ко-мор фо ло-
ги че с ки ми ха рак те ри с ти ка ми опу хо ли суб по пу ля-
ци он ный со став ин тра ту мо раль ных лим фо ци тов 
у боль ных ра ком мо лоч ной же ле зы име ет важ ное 
кли ни че с кое зна че ние. Из ве ст но, что при опе ра-
бель ном ра ке мо лоч ной же ле зы с уче том суб по пу-
ля ци он но го со ста ва ин тра ту мо раль ных лим фо ци-
тов мож но вы де лить груп пы па ци ен ток с бла го при-
ят ным и не бла го при ят ным про гно зом [1, 2, 4, 5, 6].

В пре до пе ра ци он ном пе ри о де мы про из во ди ли 
кор-би о псию опу хо ли для мор фо ло ги че с кой ве ри-

фи ка ции ди а гно за, оп ре де ле ния ре цеп то ров эс т ро-
ге нов и про ге с те ро на, экс прес сии HER2/neu и про-
ли фе ра тив но го ин дек са Ki-67. На ря ду с вы ше ука-
зан ны ми кли ни ко-мор фо ло ги че с ки ми кри те ри я ми, 
пре до пе ра ци он ное ис сле до ва ние вклю ча ло оп ре де-
ле ние суб по пу ля ци он но го со ста ва ин тра ту мо раль-
ных лим фо ци тов.

Роль изу че ния ин тра ту мо раль ных лим фо ци тов 
при ра ке мо лоч ной же ле зы бы ла под тверж де на 
им му но ги с то хи ми ей и про точ ной ци то ме т ри ей на 
ма те ри а ле хи рур ги че с ки уда лен ной опу хо ли [1–6]. 
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Ис сле до ва ния кор-би о псии не на шли ши ро ко го 
при ме не ния, так как счи та ет ся, что ма те ри а ла, 
по лу ча е мо го при кор-би о псии, не до ста точ но для 
им му но ло ги че с ко го ана ли за. По на шим дан ным, 
имен но по лу ча е мые ре зуль та ты при кор-би о псии 
мо гут быть ис поль зо ва ны для ле чеб ных ме ро при я-
тий (хи мио те ра пии, им му но те ра пии) в не о адъ ю-
вант ном ре жи ме, что на и бо лее важ но для па ци ен-
тов с не бла го при ят ным про гно зом.

В ра бо те Н.А.Суб бо ти ной и со ав то ров [3] по ка-
за но, что им му но ги с то хи ми че с кий ана лиз ма те ри а-
ла кор-би о псии с ис поль зо ва ни ем лю ми нес цент ной 
ми к ро ско пии поз во ля ет в пол ной ме ре оха рак те ри-
зо вать суб по пу ля ци он ный со став ин тра ту мо раль-
ных лим фо ци тов. Вме с те с тем, ре зуль та ты им му-
но ги с то хи ми че с ко го ана ли за поз во ля ют оп ре де лить 
уров ни ин тра ту мо раль ных лим фо ци тов лишь по лу-
ко ли че ст вен но, что яв ля ет ся ме нее точ но при оцен-
ке эф фек тив но с ти про ве ден но го ле че ния.

Нам ка жет ся край не важ ным то, что ме тод мно-
го па ра ме т ро вой про точ ной ци то ме т рии да ет воз-
мож ность оце нить экс прес сию це ло го ря да мар ке-
ров на уров не од ной клет ки, что от кры ва ет пер-
спек ти вы ис сле до ва ний да же ма лень ких об раз цов 
опу хо ле вой тка ни.

Цель на сто я щей ра бо ты — оцен ка воз мож но с-
ти изу чать суб по пу ля ци он ный со став ин тра ту мо-
раль ных лим фо ци тов у боль ных ра ком мо лоч ной 
же ле зы на ма те ри а ле кор-би о псии.

Ма те ри а лы и ме то ды
Ис сле до ва ние про ве де но у 19 боль ных опе ра-

бель ным ра ком мо лоч ной же ле зы, у ко то рых в про-
цес се ком плекс но го об сле до ва ния для ве ри фи ка ции 
ди а гно за про во ди лась кор-би о псия опу хо ле вой тка-
ни. Ди а гноз ра ка мо лоч ной же ле зы во всех слу ча ях 
был под тверж ден мор фо ло ги че с ки.

Для им му но ло ги че с ких ис сле до ва ний клет ки 
опу хо ли дез аг ре ги ро ва ли с ис поль зо ва ни ем скаль-
пе ля и иг лы, в ря де слу ча ев при ме ня ли ап па рат 
«Medimashin» (Becton Dickinson, США), спе ци аль-
но раз ра бо тан ный для вы де ле ния лим фо ци тов из 
опу хо ле вой тка ни.

Ок ра с ку кле ток про во ди ли ме то дом пря мой 
им му но ф лу о рес цен ции с ис поль зо ва ни ем мо но-
кло наль ных ан ти тел, ме че нных флу о ро хро ма ми. 
Ко ли че ст во проб, изу ча е мых им му но ло ги че с ки, 
бы ло све де но до двух, учи ты вая край не ма лое 
ко ли че ст во ма те ри а ла кор-би о псии: 1. CD4-FITC/
CD25-PE/CD3-ECD/CD45-PE.Cy5. 2. CD8/FITC/
CD56-PE/CD3-ECD/CD45-Pe.Cy5. Эти ком би на ции 
ан ти тел поз во ля ли оце нить об щий уро вень ин филь-

т ра ции опу хо ли лим фо ци та ми, про пор цию Т-кле-
ток сре ди лим фо ци тов, суб по пу ля ции CD4 и CD8 
кле ток, ак ти ва ци он ные мар ке ры (CD25) и, в ча ст-
но с ти, CD4+CD25+ T-ре гу ля тор ные клет ки, TNK-
лим фо ци ты (CD3+CD56+) и ес те ст вен ные кил ле-
ры (CD3-CD56+).

Сбор кле ток про во ди ли на про точ ном ци то ме т-
ре EPICS XL MCL, об щее ко ли че ст во на би ра е мых 
со бы тий — от 75 000 до 500 000.

Ана лиз ци то ме т ри че с ких дан ных про во ди ли 
с ис поль зо ва ни ем про грамм MDI или FCS, вер-
сия 3. Ста ти с ти че с кую об ра бот ку дан ных про во ди-
ли с ис поль зо ва ни ем про грам мы SPSS. 

Ре зуль та ты и об суж де ние
Ча ще все го по лу чен но го ма те ри а ла кор-би о-

псии бы ло до ста точ но для ок ра с ки обе их проб. 
Уро вень лим фо ид ной ин филь т ра ции опу хо ле вой 
тка ни ко ле бал ся от не зна чи тель но го до вы ра жен но-
го. На ри сун ке 1 пред став ле на уме рен ная лим фо ид-
ная ин филь т ра ция тка ни ра ка мо лоч ной же ле зы 
лим фо ци та ми. Ана лиз суб по пу ля ций лим фо ци тов 
про во ди ли в гей те R1, как по ка за но на ри сун ке 1. 

Ко ли че ст вен ная ха рак те ри с ти ка суб по пу ля ций 
лим фо ци тов по ма те ри а лу кор-би о псии пред став ле-
на в таб ли це 1.

В ма те ри а ле кор-би о псии боль ных ра ком мо лоч-
ной же ле зы пре об ла да ли зре лые Т-клет ки (CD3+), 

Рис. 1. Умеренная инфильтрация рака молочной железы 
лимфоцитами (клетками с яркой экспрессией CD45 /ось 
Х/ и низкими уровнями бокового светорассеяния SSC /
ось Y/). В представленном случае общее количество 
накопленных при цитометрии событий — 75 453, из них 
лимфоцитов (CD45++ SSCLOW) — 1216 (1,61%)



55

Онкогинекология № 4’2012

Опухоли молочных желез

ко ли че ст во ко то рых до сти га ло 95% от чис ла лим-
фо ци тов, в сред нем 88,2±1,6%. Ко ли че ст во CD4-
лим фо ци тов не зна чи тель но пре об ла да ло над ко ли-
че ст вом ци то ток си че с ких лим фо ци тов (CD8+) — 
в сред нем 45,1% и 40,4% со от вет ст вен но. Со от но-
ше ние CD8:CD4 в це лом по груп пе со ста ви ло 0,96. 
Уро вень кле ток ес те ст вен ных кил ле ров (CD45+CD3-
CD56+) был, как пра ви ло, не зна чи тель ным и не 
пре вы шал 4,12%. Т-ре гу ля тор ные клет ки на хо ди-
лись в ди а па зо не от 0,58 до 9,13%, в сред нем — 
4,1±0,8%.

По лу чен ные дан ные под тверж да ют ре зуль та ты 
пред ше ст ву ю щих ис сле до ва ний от но си тель но гла-
вен ст ву ю щей ро ли Т-лим фо ци тар но го зве на им му-
ни те та в ин филь т ра ции опу хо ле вой тка ни ра ка 
мо лоч ной же ле зы [1–4]. Вме с те с тем впер вые ко ли-
че ст вен но под тверж де но, что сре ди ту мор-ин филь-
т ри ру ю щих лим фо ци тов пре об ла да ют CD4-клет ки 
(44,1%) над ци то ток си че с ки ми CD8+ лим фо ци та ми 
(40,4%), и со от но ше ние CD8/CD4 не до сти га ет еди-
ни цы (0,96). Учи ты вая, что пре об ла да ние CD4 кле-
ток — фак тор не бла го при ят но го про гно за [5, 6], 
нам ка жет ся це ле со об раз ным при сту пить к раз ра-
бот ке воз мож ных ме то дик, на прав лен ных на по вы-
ше ние уров ней CD8 лим фо ци тов и со от но ше ния 
CD8/CD4 в опу хо ле вой тка ни боль ных ра ком мо лоч-
ной же ле зы.

Учи ты вая осо бен но с ти суб по пу ля ци он но го 
со ста ва лим фо ци тов в тка ни ра ка мо лоч ной же ле-
зы, ста но вит ся оче вид ным, что этот во прос не об хо-
ди мо рас сма т ри вать ин ди ви ду аль но. Дей ст ви тель-
но, у де вя ти из 15 па ци ен ток, у ко то рых бы ло изу-
че но со от но ше ние CD8/CD4 в опу хо ле вой тка ни, 
зна че ние ин дек са бы ло ме нее 1 (ми ни маль но 0,4), 

од на ко в вось ми слу ча ях Т-ци то ток си че с кие лим-
фо ци ты пре об ла да ли — от 1,14 до 1,4. 

Со дер жа ние ТNK-кле ток и ес те ст вен ных кил-
ле ров бы ло, как пра ви ло, не вы со ким. На ри сун ке 2 
пред став ле ны эти суб по пу ля ции ин тра ту мо раль-
ных лим фо ци тов.

Важ ное зна че ние в ис сле до ва ни ях про ти во опу-
хо ле во го им му ни те та при да ет ся ана ли зу Т-ре гу ля-
тор ных кле ток — суб по пу ля ции CD4+CD25++ лим-
фо ци тов, спо соб ных по дав лять им мун ный от вет 

Рис. 2. Субпопуляции ТNK-клеток и естественных кил-
леров в ткани рака молочной железы (материал кор-
биопсии). Анализ в гейте CD45++/SSCLOW лимфоцитов 
(выделение гейта показано на рис.1). Четко видны суб-
популяция TNK-клеток (CD56+CD3+) — 1,0% и субпопу-
ляция естественных киллеров (CD56+CD3-) — 1,07%

Таблица 1

Субпопуляции лимфоцитов ткани рака молочной железы (кор-биопсийный материал)
Описательные статистики

Субпопуляция (CD) Количество
больных

Процент клеток

Минимум Максимум Среднее Стд. ошибка

CD3

CD8

CD4

CD8/CD4

CD4+CD25+

CD3+CD56+

CD3-CD56+

Процент CD45++SSCLow 

18

17

18

17

14

17

17

19

72,90

25,38

24,49

,43

,58

,59

,00

,10

95,00

57,38

60,82

1,43

9,13

28,00

4,12

9,54

88,0578

40,3612

45,1067

,9565

4,0943

4,4676

1,5929

2,1121

1,58944

2,15794

2,36914

,07670

,77425

1,56628

,34319

,67986
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на опу хо ле вые ан ти ге ны. При мер вы ра жен ной про-
пор ции CD4+CD25+ ин тра ту мо раль ных лим фо ци-
тов в ма те ри а ле кор-би о псии ра ка мо лоч ной же ле зы 
пред став лен на ри сун ке 3.

Как вид но на ри сун ке 3, уров ни экс прес сии 
CD25 на CD4+ Т-клет ках при мер но та кие же, как 
и на CD4-не га тив ных Т-клет ках, что не поз во ля ет 
от не с ти их од но знач но к ре гу ля тор ным Т-клет кам. 
По доб ный фе но тип бо лее ха рак те рен для ак ти ви ро-
ван ных CD4+ лим фо ци тов (ак ти ви ро ван ных Т-хел-
пе ров).

На и боль ший ин те рес пред став ля ют слу чаи ра ка 
мо лоч ной же ле зы, ко то рые на ос но ва нии суб по пу-
ля ци он но го со ста ва ин тра ту мо раль ных лим фо ци-
тов мо гут быть рас це не ны как про гно с ти че с ки 
не бла го при ят ные, с ми ни маль ной ин филь т ра ци ей 
опу хо ли лим фо ци та ми и низ ким со дер жа ни ем Т-ци-
то ток си че с ких (CD8+) кле ток. 

Из ве ст но, что боль ные с вы ра жен ным пре об ла-
да ни ем CD4+ лим фо ци тов в опу хо ле вой тка ни 
ха рак те ри зу ют ся не бла го при ят ным про гно-
зом [5, 6]. От бор этих слу ча ев на эта пе ди а гно с ти ки 
(кор-би о псии) поз во ля ет пла ни ро вать ле чеб ные 
ме ро при я тия, на при мер, им му но те ра пев ти че с кие 
в не о адъ ю вант ном ре жи ме.

Та ким об ра зом, ма те ри а ла кор-би о псии в боль-
шин ст ве слу ча ев до ста точ но для оцен ки суб по пу-
ля ци он но го со ста ва ин тра ту мо раль ных лим фо ци-
тов. Для ми ни ми за ции ко ли че ст ва не об хо ди мо го 

для ис сле до ва ния ма те ри а ла сле ду ет ис поль зо вать 
мно го па ра ме т ро вую (че ты рех цвет ную) про точ ную 
ци то ме т рию, поз во ля ю щую ко ли че ст вен но оце-
нить как уров ни ин филь т ра ции опу хо ли Т-лим фо-
ци та ми, так и суб по пу ля ции на и бо лее зна чи мых 
эф фек тор ных кле ток про ти во опу хо ле во го им му ни-
те та: зре лые Т-лим фо ци ты, Т-хел пе ры, ак ти ви ро-
ван ные Т-лим фо ци ты, Т-ре гу ля тор ные клет ки, 
Т-ци то ток си че с кие лим фо ци ты, NKT-клет ки 
и NK-клет ки.

Уров ни ин филь т ра ции ра ка мо лоч ной же ле зы 
лим фо ци та ми на ми бы ли раз де ле ны на низ кие 
(ме нее 0,5% лим фо ци тов от об ще го чис ла со бы-
тий) — семь из 19 боль ных (36,8%), уме рен ные 
(0,5 — 2%) — 8/19 (42,1%) и вы со кие (бо лее 
2%) — 4/19 (21,1%). В ос нов ном пре об ла да ют слу-
чаи с низ кой и уме рен ной лим фо ид ной ин филь т-
ра ци ей (79%). 

До 95% ин тра ту мо раль ных лим фо ци тов ра ка 
мо лоч ной же ле зы со став ля ют зре лые Т-клет ки 
(CD3+). Их суб по пу ля ци он ный со став ха рак те ри зу-
ет ся пре об ла да ни ем в Т-хел пе ров (CD4+) над Т-ци-
то ток си че с ки ми лим фо ци та ми (CD8+), со от но ше-
ние CD8/CD4 ме нее 1 — 53% слу ча ев, бо лее 1 — 
47% слу ча ев. 

При срав не нии груп пы боль ных с низ ки ми 
и очень низ ки ми уров ня ми лим фо ид ной ин филь т-
ра ции ра ка мо лоч ной же ле зы с груп пой боль ных, 
у ко то рых на блю да ет ся уме рен ная и вы ра жен ная 
ин филь т ра ция, по лу че ны ин те рес ные дан ные 
(табл. 2).

Из про ана ли зи ро ван ных суб по пу ля ций ин тра-
ту мо раль ных лим фо ци тов толь ко Т-ци то ток си че с-
кие (CD8+) клет ки име ли вза и мо связь с об щим 
уров нем лим фо ид ной ин филь т ра ции. При уме рен-
ной и вы со кой ин филь т ра ции про цент ное со дер жа-
ние Т-ци то ток си че с ких кле ток бы ло до сто вер но 
бо лее вы со ким: 44,4% и 33%, р=0,007. Это поз во-
ля ет пред по ло жить, что имен но CD8+ лим фо ци ты 
во мно гом оп ре де ля ют об щий уро вень лим фо ид-
ной ин филь т ра ции ра ка мо лоч ной же ле зы. По доб-
ное за клю че ние о су ще ст во ва нии по ло жи тель ной 
вза и мо свя зи меж ду об щим уров нем лим фо ид ной 
ин филь т ра ции ра ка мо лоч ной же ле зы и уров нем 
ин филь т ра ции Т-ци то ток си че с ки ми (CD8+) лим-
фо ци та ми бы ло сде ла но ра нее с ис поль зо ва ни ем 
по лу ко ли че ст вен но го им му но ги с то хи ми че с ко го 
ме то да [1,2], а в на шей ра бо те по лу чи ло стро го 
ко ли че ст вен ное под тверж де ние. Вза и мо от но ше-
ния об ще го уров ня лим фо ид ной ин филь т ра ции 
(CD45++ SSCLow) с про цен том TNK-кле ток бы ли 
ины ми: бо лее вы со кое со дер жа ние TNK-кле ток 

Рис. 3. Экспрессия CD25 на CD4+ Т-лимфоцитах и на 
CD4-негативных Т-клетках. Анализ в гейте CD45++/
SSCLOW CD3-позитивных лимфоцитов. Количество 
CD3+CD4+CD25+ лимфоцитов – 8,09%.



57

Онкогинекология № 4’2012

Опухоли молочных желез

Таблица 2

Процентное содержание субпопуляций клеток в пределах интратуморальных CD45++ 
лимфоцитов в зависимости от общего уровня лимфоидной инфильтрации опухолевой ткани 

(материал кор-биопсии)

Популяция клеток (CD) Уровень инфильтрации N Средний процент Стд. Ошибка среднего Р

CD3 ,00* 7 86,8729 6,63905 0,57

1,00 11 88,8118 7,01793

CD8 ,00 6 32,9833 2,68878 0,007

1,00 11 44,3855 8,51905

CD4 ,00 7 43,8943 12,71022 0,7

1,00 11 45,8782 8,55217

CD8/CD4 ,00 6 ,8500 ,33009 0,32

1,00 11 1,0145 ,30826

CD4+CD25+ ,00 5 5,2640 2,93215 0,28

1,00 9 3,4444 2,82996

CD3+CD56+ ,00 6 8,6467 9,93105 0,045

1,00 11 2,1882 1,10516

CD3-CD56+ ,00 6 1,7150 1,70007 0,81

1,00 11 1,5264 1,32085

* 0 — низкие уровни инфильтрации, 1 — умеренная и высокая инфильтрация.

от ме че но при низ кой лим фо ид ной ин филь т ра ции 
опу хо ли.

Пред став лен ные ре зуль та ты сви де тель ст ву ют 
о воз мож но с ти ко ли че ст вен но го ис сле до ва ния суб-
по пу ля ци он но го со ста ва ин тра ту мо раль ных лим-
фо ци тов ра ка мо лоч ной же ле зы на ма те ри а ле кор-
би о псии. Эти дан ные мо гут быть ис поль зо ва ны 

для раз ра бот ки кри те ри ев им му но кор рек ции в про-
гно с ти че с ки не бла го при ят ных груп пах. Ра зу ме ет-
ся, даль ней шие ис сле до ва ния не об хо ди мо про во-
дить с уче том им му но фе но ти пи че с ких осо бен но с-
тей опу хо ли, в ча ст но с ти, мо ле кул ре цеп то ров, 
опо сре ду ю щих вза и мо дей ст вия с клет ка ми им мун-
ной си с те мы.
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