
259

Медицинская иммунология
2016, Т. 18, № 3, стр. 259-268
© 2016, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2016, Vol. 18,  3, pp. 259-268
© 2016, SPb RAACI

Оригинальные статьи
Original articles

1 page

Адрес для переписки:

Кудрявцев Игорь Владимирович
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины»
197376, Россия, Санкт-Петербург,  
ул. акад. Павлова, 12.
Тел.: 8 (812) 234-29-29
E-mail: igorek1981@yandex.ru

Address for correspondence:

Kudryavtsev Igor’ V.
Institute of Experimental Medicine
197376, Russian Federation, St. Petersburg,  
Acad. Pavlov str., 12.
Phone: 7 (812) 234-29-29.
E-mail: igorek1981@yandex.ru

Образец цитирования: 

А.А. Савченко, А.Г. Борисов, А.А. Модестов,  
И.В. Кудрявцев, А.В. Мошев, И.И. Гвоздев,  
О.Г. Тоначева, «Особенности взаимосвязи фенотипа 
и хемилюминесцентной активности нейтрофильных 
гранулоцитов у больных раком почки» // Медицинская 
иммунология, 2016. Т. 18, № 3. С. 259-268.  
doi: 10.15789/1563-0625-2016-3-259-268 

© Савченко А.А. и соавт., 2016

For citation: 

A.A. Savchenko, A.G. Borisov, A.A. Modestov, I.V. Kudryavtsev, 
A.V. Moshev, I.I. Gvozdev, O.G. Tonacheva, “Phenotypic 
features and chemiluminescent activity of neutrophilic 
granulocytes in the patients with renal cancer”, Medical 
Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2016, 
Vol. 18, no. 3, pp. 259-268.  
doi: 10.15789/1563-0625-2016-3-259-268 

DOI: http://dx.doi.org/10.15789/1563-0625-2016-3-259-268 

ОСОБЕННОСТИ ВЗАИМОСВЯЗИ ФЕНОТИПА 
И ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ АКТИВНОСТИ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ РАКОМ 
ПОЧКИ
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Резюме. Целью исследования явилось изучение особенностей взаимосвязи между фенотипом и ак-
тивностью «респираторного взрыва» нейтрофильных гранулоцитов у больных раком почки. Обсле-
дованы больные раком почки (Т3N0М0, светлоклеточный тип) в возрасте 40-55 лет до хирургическо-
го лечения (n = 73). Диагноз рака почки у всех больных верифицирован гистологически. В качестве 
контрольной группы было обследовано 50 практически здоровых людей аналогичного возрастного 
диапазона. Исследование фенотипа нейтрофильных гранулоцитов крови проводили методом про-
точной цитометрии. Уровень «респираторного взрыва» в нейтрофильных гранулоцитах определяли 
с помощью спонтанной и зимозан-индуцированной люцигенин- и люминол-зависимой хемилюми-
несценции. У больных раком почки обнаружены изменения во взаимосвязях между показателями 
«респираторного взрыва» и фенотипом нейтрофилов. При раке наблюдается полная потеря взаимос-
вязей показателей синтеза первичных и вторичных активных форм кислорода с количеством CD11b+, 
CD62L+ и CD64+ нейтрофилов, но, как и у лиц контрольной группы, корреляционные связи выяв-
ляются с уровнем содержания HLA-DR+ клеток. Только у больных выявляется взаимосвязь уровня 
синтеза супероксид-радикала нейтрофилами, находящимися в состоянии относительного покоя, 
и экспрессией CD62L. При антигенной индукции «респираторного взрыва» данные взаимосвязи 
исчезают. Взаимосвязи синтеза первичных и вторичных активных форм кислорода с количеством 
CD11b+, CD62L+ и CD64+ нейтрофилов, выявляемые у здоровых людей, характеризуют положитель-
ную зависимость между показателями «респираторного взрыва» и функциональной активацией кле-
ток, которая выражается в экспрессии адгезионных и функциональных рецепторов. Можно пред-
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положить, что нарушение взаимосвязи между показателями «респираторного взрыва» и фенотипом 
нейтрофилов у больных раком почки определяется различными факторами. Во-первых, при раке 
меняется фенотип нейтрофилов крови (снижается содержание CD11b+, CD62L+, CD64+, HLA-DR+ 
и HLA-DR+CD64+ нейтрофилов, повышается уровень экспрессии CD16- и HLA-DR-рецепторов), 
что, возможно, связано с миграцией клеток в опухоль. Во-вторых, у больных наблюдается увели-
чение интенсивности «респираторного взрыва» в нейтрофилах за счет повышения уровней синтеза 
первичных и вторичных активных форм кислорода, что может быть связано с действием различных 
опухолевых факторов (антигенов, регуляторных молекул). Выявленные особенности взаимосвязей 
между фенотипом и «респираторным взрывом» нейтрофилов характеризуют особенности иммуно-
патогенеза рака почки и могут быть использованы при разработке иммунотерапевтических методов, 
направленных на стимуляцию противоопухолевой активности фагоцитирующих клеток.

Ключевые слова: рак почки, нейтрофилы, фенотип, функциональная активность, маркеры активации, рецепторы 
адгезии, респираторный взрыв
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Abstract. The aim of our study was to investigate the relationship between phenotype and «respiratory burst» 
activity of neutrophilic granulocytes in patients with renal cancer. The study included 73 patients with renal cell 
carcinoma (T3N0M0, clear-cell type) before surgical treatment at the age of 40-55 years. The diagnosis of renal 
cancer was histologically verified in all the patients. Fifty healthy age-matched persons were involved as a control 
group. Phenotyping of blood neutrophilic granulocytes was performed by flow cytometry. The respiratory 
burst in blood neutrophilic granulocytes was evaluated using spontaneous and zymosan-induced luminol- and 
lucigenin-dependent chemiluminescence. Some changes in relationships between the phenotypic indicators 
of neutrophils and «respiratory burst» were detected in patients with renal cancer. The patients exhibited a 
loss of relationship between induction of primary and secondary reactive oxygen species, and numbers of 
CD11b+, CD62L+, and CD64+ neutrophils. These correlations are detected with HLA-DR+ cell levels, like in 
control group. The patients’ samples showed a correlation between the superoxide radical synthesis by resting 
neutrophils, and CD62L expression. These relationships disappear when assessing antigen-induced «respiratory 
burst» response. The correlations between primary and secondary reactive oxygen species, and the numbers of 
CD11b+, CD62L+ and CD64+ neutrophils found in healthy people characterize a positive relationship between 
the «respiratory burst» indexes and activation of cells as reflected by expression of adhesive and functional 
receptors. It may be assumed that altered relationship between the «respiratory burst» indicators and neutrophil 
phenotype in the patients with renal cell carcinoma is determined by various factors. Firstly, cancer-associated 
phenotypic changes of blood neutrophils (decreased content of CD11b+, CD62L+, CD64+, HLA-DR+, and 
HLA-DR+ CD64+ neutrophils, increased expression of CD16, and HLA-DR receptors) thus, possibly, being 
connected with intra-tumor migration of the cells. Secondly, the patients show an increase in «respiratory burst» 
intensity in neutrophils, due to enhanced synthesis of primary and secondary reactive oxygen species, which 
may be connected to the action of various tumor factors (antigens, regulatory molecules). 

The relationships revealed between phenotype and «respiratory burst» of neutrophils may specifically 
characterize immunopathogenesis of kidney cancer and can be used in development of immunotherapeutic 
approaches aiming to stimulate anti-tumor activity of phagocytic cells.

Keywords: renal cancer, neutrophils, phenotype, functional activity, activation markers, adhesion receptors, respiratory burst
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Нейтрофилы при раке почки
Neutrophils in renal cancer2016, Vol. 18,  3
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Введение
Рак почки (РП) составляет 3% от всех злока-

чественных заболеваний и 97% от всех опухолей 
почек [1, 7, 17, 18]. Ведущая роль в лечении ло-
кализованного РП, безусловно, принадлежит 
хирургическому методу. Однако уже на момент 
постановки диагноза у значительной части боль-
ных выявляется диссеминированная форма РП, 
что определяет необходимость использования 
комбинированного лечения, включающего по-
мимо хирургического метода, иммунотерапевти-
ческий.

Вопросам иммунопатогенеза онкологических 
заболеваний и РП в частности уделяется много 
внимания. Доказана ведущая роль различных 
субпопуляций Т-лимфоцитов [25, 31]. Много-
численные исследования последних лет посвя-
щены механизмам инициации противоопухо-
левого иммунитета дендритными клетками [16, 
22]. В последние годы значительный интерес 
вызывают исследования роли нейтрофильных 
гранулоцитов в онкогенезе [4, 5, 10, 28]. С одной 
стороны, это связано с тем, что нейтрофилы, яв-
ляясь высокореактивными клетками, реагируют 
практически на любые изменения внутренней 
среды организма, в том числе и на опухолевый 
рост [4, 10]. При этом доказано цитотоксическое 
действие нейтрофильных гранулоцитов на ра-
ковые клетки [4, 6, 14]. С другой стороны, по-
являются исследования, в которых представлена 
неоднозначная роль нейтрофилов в онкогенезе. 
Обнаружено, что на ранних стадиях развития 
опухоли нейтрофилы реализуют противоопухо-
левую стратегию [6, 29]. В то же время на поздних 
стадиях онкогенеза выявляется проопухолевая 
активность нейтрофилов, которая определяется, 
в частности, синтезом различных факторов, сти-
мулирующих ангиогенез в опухоли и, соответ-
ственно, метастазирование, а также ингибиру-
ющих миграцию макрофагов и цитотоксических 
Т-лимфоцитов [26, 29].

Функциональная активность нейтрофильных 
гранулоцитов формируется механизмами фаго-
цитоза и внешнего киллинга и зависит от уровня 
экспрессии различных рецепторов [4, 8, 29]. Так, 
миграция клеток из кровеносного русла в опу-
холь определяется экспрессией адгезионных мо-
лекул (например, CD11b) [12, 13, 21]. Экспрессия 
рецепторов для Fc-фрагмента иммуноглобулинов 
на поверхности нейтрофилов формирует пул ар-
мированных фагоцитов, участвующих в процессе 
антителозависимой цитотоксичности [21, 29]. 
Доказано, что хемилюминесцентная активность 
нейтрофильных гранулоцитов характеризует со-
стояние «респираторного взрыва», который раз-
вивается при взаимодействии клеток с объектами 
фагоцитоза [2, 4, 8]. Обсуждается значение син-
теза ряда активных форм кислорода (например, 
супероксид-радикала) в механизмах внешнего 

киллинга [4, 28]. Однако зависимость между фе-
нотипическими особенностями нейтрофилов 
и состоянием «респираторного взрыва» при раз-
личных онкологических заболеваниях до сих пор 
не исследована.

Таким образом, целью исследования явилось 
изучение особенностей взаимосвязи между фе-
нотипом и активностью «респираторного взры-
ва» нейтрофильных гранулоцитов у больных РП.

Материалы и методы
На базе КГБУЗ «Красноярский краевой кли-

нический онкологический диспансер имени 
А.И. Крыжановского» обследованы больные РП 
(Т3N0М0, светлоклеточный тип) в возрасте 40-
55 лет до хирургического лечения (n = 73). Диа-
гноз рака почки у всех больных верифицирован 
гистологически. В качестве контрольной группы 
было обследовано 50 практически здоровых лю-
дей аналогичного возрастного диапазона.

Исследование фенотипа нейтрофильных 
гранулоцитов крови проводили методом про-
точной цитометрии с использованием прямой 
иммунофлуоресценции цельной перифериче-
ской крови с использованием моноклональ-
ных антител (Beckman Coulter, USA), меченных 
FITC (fluorescein isothiocyanate), PE или RD1 
(phycoerythrin), ECD (phycoerythrin-Texas Red-X), 
PC5 (phycoerythrin-cyanin 5) и PC7 (phycoerythrin-
cyanin 7): CD11b, CD62L, CD16, CD23, CD64 
и HLA-DR. По средней интенсивности флуо-
ресценции (MFI – Mean Fluorescence Intensity) 
оценивались уровни экспрессии поверхностных 
рецепторов. Пробоподготовку осуществляли 
по стандартной методике [20]. Лизис эритроци-
тов проводили по безотмывочной технологии 
с использованием реагента VersaLyse (Beckman 
Coulter, США). Анализ окрашенных клеток про-
водили на проточном цитофлуориметре FC-500 
(Beckman Coulter, USA) [9, 19]. В каждой пробе 
анализировали не менее 50 000 нейтрофилов.

Нейтрофильные гранулоциты выделяли 
из цельной гепаринизированной крови центри-
фугированием в двойном градиенте плотности 
фиколл-урографина: ρ = 1,077 г/см3 – для отде-
ления лимфоцитов, ρ = 1,119 г/см3 – для выде-
ления нейтрофилов. Реакционная смесь для хе-
милюминесцентной реакции состояла из 20 мкл 
донорской сыворотки AB(IV)Rh(-), 50 мкл лю-
цигенина или люминола (“Sigma”, США) в кон-
центрации 10-5 М, 40 мкл опсонизированного 
зимозана (в случае определения индуцирован-
ной хемилюминесценции), 200 мкл взвеси ней-
трофилов (2 млн/мл) и 240 мкл раствора Хэнкса 
(«ПанЭко», Россия) для определения спонтан-
ной хемилюминесценции или 200 мкл раствора 
Хенкса – для индуцированной [3]. Выбор двух 
хемилюминесцентных индикаторов определяет-
ся необходимостью выделения в общем пуле ак-
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тивных форм кислорода (оценивается с помощью 
люминола) объема синтеза супероксид-радикала 
(определяется с помощью люцигенина) [2, 3, 4]. 
Оценку спонтанной и зимозан-индуцированной 
хемилюминесценции осуществляли в течение 90 
минут на 36-канальном хемилюминесцентном 
анализаторе “CL3606” (СКТБ «Наука», г. Крас-
ноярск). Определяли следующие характеристи-
ки хемилюминесцентной кривой: время выхода 
на максимум (Тmax), характеризующее скорость 
развития хемилюминесцентной реакции, мак-
симальное значение интенсивности (Imax), от-
ражающее максимальный уровень синтеза ак-
тивных форм кислорода (АФК), а также площадь 
под кривой (S) хемилюминесценции, характе-
ризующую суммарный синтез АФК за 90 минут 
исследования [4, 8]. Усиление хемилюминесцен-
ции, индуцированной зимозаном, оценивали от-
ношением площади индуцированной хемилюми-
несценции к площади спонтанной и определяли 
как индекс активации (ИА).

Все исследования выполнены с информиро-
ванного согласия испытуемых и в соответствии 
с Хельсинкской декларацией Всемирной ассоци-
ации «Этические принципы проведения научных 
медицинских исследований с участием человека» 
с поправками 2000 г. и «Правилами клинической 
практики в Российской Федерации», утвержден-
ными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г.  
№ 266.

Описание выборки производили с помощью 
подсчета медианы (Ме) и интерквартильно-
го размаха в виде 1 и 3 квартилей (Q0,25 и Q0,75). 
Достоверность различий между показателями 
независимых выборок (сравнение с показате-
лями контрольной группы) оценивали по не-
параметрическому U-критерию Манна–Уитни. 
Для исследования силы взаимосвязей показате-
лей вычислялся коэффициент ранговой корре-
ляции по Спирмену (r). Статистический анализ 
осуществляли в пакете программ Statistica 6.1 
(StatSoft Inc., 2007). 

Результаты 
В результате проведения цитометрического 

анализа обнаружено, что у больных РП в перифе-
рической крови снижается относительное содер-
жание нейтрофильных гранулоцитов, экспрес-
сирующих CD11b и CD62L (табл. 1). В 3,1 раза 
у больных РП снижается процентный уровень 
CD64+ нейтрофилов. На 2,9% при раке почки по-
нижается относительное количество HLA-DR+ 
нейтрофилов. При этом относительное содержа-
ние HLA-DR+CD64+ клеток у больных РП пони-
жается в 1,8 раза. Средняя интенсивность флуо-
ресценции CD16 в нейтрофилах больных РП 
в 1,45 раза выше, чем у лиц контрольной группы. 
HLA-DR+ нейтрофилы при РП на 11,4% флуо-
ресцируют выше контрольного уровня.

При исследовании особенностей хемилю-
минесцентной активности нейтрофильных 
гранулоцитов у больных РП установлено, что 
время выхода на максимум спонтанной люциге-
нин-зависимой хемилюминесценции снижает-
ся на фоне онкологического процесса (табл. 2). 
У обследованных больных повышается макси-
мум интенсивности и площадь под кривой спон-
танной люцигенин-зависимой хемилюминес-
ценции. При индукции «дыхательного взрыва» 
нейтрофильных гранулоцитов у больных РП так-
же увеличивается площадь под кривой зимозан-
индуцированной хемилюминесценции. Однако 
площадь под кривой индуцированной хемилю-
минесценции повышается менее выраженно, 
чем площадь под кривой спонтанной хемилюми-
несценции, что приводит к снижению величины 
индекса активации люцигенин-зависимой хеми-
люминесценции.

У больных РП увеличивается время выхода 
на максимум при повышении максимума ин-
тенсивности и площади под кривой спонтанной 
люминол-зависимой хемилюминесценции (см. 
табл. 2). Также у обследованных больных на-
блюдается пропорциональное повышение мак-
симума интенсивности и площади под кривой 
зимозан-индуцированной люминол-зависимой 
хемилюминесценции относительно контрольных 
значений, что приводит к отсутствию изменений 
величины индекса активации.

С помощью корреляционного анализа ис-
следованы особенности взаимосвязи между 
фенотипическим состоянием нейтрофильных 
гранулоцитов и активностью «респираторного 
взрыва». Обнаружено, что у лиц контрольной 
группы средняя интенсивность флуоресценции 
CD11b (MFICD11b) отрицательно взаимосвязана 
с временем выхода на максимум зимозан-ин-
дуцированной люминол-зависимой (r = -0,52; 
р = 0,017), спонтанной и индуцированной лю-
цигенин-зависимой (соответственно, r = -0,72; 
р < 0,001 и r = -0,55; р = 0,010) хемилюминес-
ценции. Относительное количество CD62L+ 
нейтрофилов только положительно коррелирует 
с максимумом интенсивности спонтанной и ин-
дуцированной (соответственно, r = 0,58; р = 0,003 
и r = 0,47; р = 0,022) и площадью спонтанной 
(r = 0,59; р = 0,003) люцигенин-зависимой хеми-
люминесценции. MFICD62L также положительно 
коррелирует с площадью под кривой зимозан-
индуцированной люминол-зависимой хемилю-
минесценции (r = 0,44; р = 0,033). Процентное 
содержание CD64+ нейтрофилов в крови у здоро-
вых людей отрицательно коррелирует с временем 
выхода на максимум индуцированной люциге-
нин-зависимой (r = -0,45; р = 0,004) и спонтан-
ной и индуцированной люминол-зависимой 
(соответственно, r = -0,51; р < 0,001 и r = -0,50; 
р = 0,001) хемилюминесценции. В то же время 
со всеми остальными исследуемыми показате-
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ТАБЛИЦА 1. ФЕНОТИП НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ РП, Ме (Q0,25-Q0,75)

Показатели Контроль (n = 50) РП (n = 73) p
Нейтрофилы, 109/л 3,22 (2,53-3,99) 3,27 (2,44-4,49)
CD11b+, % 99,9 (99,8-100,0) 99,8 (99,7-99,9) 0,032
CD11b+, 109/л 3,00 (2,50-3,58) 3,07 (2,29-4,37)
CD62L+, % 99,5 (98,6-99,8) 97,2 (90,4-99,4) < 0,001
CD62L+, 109/л 2,92 (2,55-3,52) 2,85 (1,95-4,00)
CD16+, % 92,4 (88,4-96,7) 90,1 (85,8-95,4)
CD16+, 109/л 2,63 (2,23-3,25) 3,12 (2,29-4,11)
CD23+, % 8,3 (4,4-12,4) 5,6 (4,3-11,1)
CD23+, 109/л 0,27 (0,16-0,38) 0,25 (0,19-0,51)
CD64+, % 22,8 (12,9-33,2) 7,4 (4,1-15,5) 0,008
CD64+, 109/л 0,40 (0,14-1,45) 0,22 (0,11-0,62)
HLA-DR+, % 96,2 (85,8-98,8) 89,8 (59,7-97,7) 0,020
HLA-DR+, 109/л 2,77 (2,21-3,35) 2,66 (1,42-3,85)
HLA-DR+CD64+, % 10,1 (6,0-22,0) 5,7 (2,8-9,6) 0,002
HLA-DR+CD64+, 109/л 0,20 (0,07-0,36) 0,18 (0,10-0,36)

Средняя интенсивность флуоресценции (MFI), о.е.
CD11b+ 110,40 (59,33-214,09) 128,92 (71,96-211,46)
CD62L+ 5,78 (3,94-8,27) 5,11 (3,46-6,68)
CD16+ 108,50 (79,80-177,00) 157,00 (93,20-230,00) 0,048
CD23+ 6,16 (4,43-7,78) 6,91 (5,06-8,33)
CD64+ 2,10 (1,55-3,45) 2,17 (1,71-7,68)
HLA-DR+ 1,66 (1,47-1,87) 1,85 (1,63-2,76) 0,004

ТАБЛИЦА 2. ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ РП, Ме (Q0,25-Q0,75)

Показатели Контроль (n = 50) РП (n = 73) p
Спонтанная люцигенин-зависимая хемилюминесценция

Tmax, сек. 2103 (1435-2904) 1711 (1253-2141) 0,001
Imax, о.е. × 103 7,95 (2,87-16,63) 12,79 (3,54-24,99) 0,049
S, о.е.× сек.× 106 15,49 (3,99-42,12) 39,78 (11,95-89,08) < 0,001

Зимозан-индуцированная люцигенин-зависимая хемилюминесценция
Tmax, сек. 1738 (1389-2342) 1588 (1282-2119)
Imax, о.е. × 103 14,16 (7,59-29,49) 14,71 (5,93-32,66)
S, о.е.× сек.× 106 25,46 (10,7-65,54) 48,69 (21,52-102,37) 0,004
ИА 1,76 (1,17-3,05) 1,41 (0,77-2,35) 0,026

Спонтанная люминол-зависимая хемилюминесценция
Tmax, сек. 969 (549-1559) 1518 (1172-2228) < 0,001
Imax, о.е. × 103 10,83 (4,19-32,04) 21,96 (10,03-52,18) < 0,001
S, о.е.× сек.× 106 15,31 (4,72-51,51) 83,24 (33,19-160,15) < 0,001

Зимозан-индуцированная люминол-зависимая хемилюминесценция
Tmax, сек. 1072 (787-1461) 1092 (857-1496)
Imax, о.е. × 103 21,35 (7,68-64,54) 60,01 (18,03-156,32) < 0,001
S, о.е.× сек.× 106 24,59 (9,21-87,06) 185,21 (48,29-449,73) < 0,001
ИА 1,89 (1,34-2,87) 2,14 (1,21-3,24)
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лями «респираторного взрыва» относительное 
количество CD64+ нейтрофилов взаимосвяза-
но положительно (r в диапазоне от 0,33 до 0,50). 
MIFCD64 также положительно коррелирует с ин-
дексом активации люцигенин-зависимой хеми-
люминесценции (r = 0,39; р = 0,015). Относи-
тельный уровень HLA-DR+ нейтрофилов в крови 
у здоровых людей положительно взаимосвязан 
с временем выхода на максимум зимозан-ин-
дуцированной люцигенин-зависимой хемилю-
минесценции и отрицательно со следующими 
параметрами «респираторного взрыва»: с макси-
мумами спонтанной (r = -0,41; р = 0,045) и инду-
цированной (r = -0,49; р = 0,014) люцигенин-за-
висимой хемилюминесценции, с площадью под 
кривой индуцированной люцигенин-зависимой 
хемилюминесценции (r = -0,41; р = 0,045), с мак-
симумами спонтанной (r = -0,51; р = 0,010) и ин-
дуцированной (r = -0,50; р = 0,013) люминол-за-
висимой хемилюминесценции, с площадью под 
кривой спонтанной люминол-зависимой хеми-
люминесценции (r = -0,41; р = 0,046).

У больных РП значительно снижается коли-
чество корреляционных связей между фенотипи-
ческими параметрами нейтрофилов и показате-
лями «респираторного взрыва». Обнаружено, что 
MFICD62L нейтрофилов крови у больных раком 
положительно взаимосвязан с максимумом ин-
тенсивности (r = 0,26; р = 0,039) и площадью под 
кривой (r = 0,28; р = 0,027) спонтанной люциге-
нин-зависимой хемилюминесценции, но отри-
цательно с индексом активации при данном ин-
дикаторе (r = -0,27; р = 0,032). У больных MFICD64 
положительно коррелирует с временем выхода 
на максимум спонтанной люцигенин-зависимой 
хемилюминесценции (r = 0,28; р = 0,046).

Так же как и у лиц контрольной группы, 
у больных РП выявляются корреляционные вза-
имосвязи относительного количества HLA-DR+ 
нейтрофилов с показателями «респираторного 
взрыва»: с максимумом интенсивности (r = -0,32; 
р = 0,016) и площадью под кривой (r = -0,31; 
р = 0,019) индуцированной люцигенин-зависи-
мой хемилюминесценции, с максимумом ин-
тенсивности (соответственно, r = -0,31; р = 0,019 
и r = -0,27; р = 0,045) и площадью (соответствен-
но, r = -0,31; р = 0,018 и r = -0,28; р = 0,039) под 
кривой спонтанной и зимозан-индуцированной 
люминол-зависимой хемилюминесценции.

Обсуждение
Анализ фенотипа нейтрофильных грануло-

цитов у больных РП позволяет отметить следую-
щее. В периферической крови при данном онко-
логическом заболевании снижается количество 
нейтрофилов, экспрессирующих адгезионные 
молекулы – CD11b и CD62L. CD11b является 
субъединицей интегрина CR3, относящегося 
к подсемейству β2-интегринов и опосредующе-

го хемотаксис, адгезию и трансмиграцию кле-
ток [23, 24, 29]. CD62L является мембранным 
гликопротеином, принадлежащим к семейству 
L-селектинов, который экспрессируется на ши-
роком спектре клеток иммунной системы [23]. 
Рецептор обеспечивает слабые межклеточные 
взаимодействия, благодаря которым движение 
клеток вдоль сосудистой стенки замедляется 
и происходит их миграция из сосудистого русла.

Также при РП наблюдается снижение со-
держания нейтрофилов с фенотипом CD64+,  
HLA-DR+ и HLA-DR+CD64+. CD64 (FcγRI) 
является высокоаффиным рецептором к Fc-
фрагментам иммуноглобулинов G. Это един-
ственный тип Fcγ-рецепторов, который связы-
вает свободные антитела [21]. Фагоцитирующие 
клетки при экспрессии данного рецептора могут 
удерживать на своей поверхности большое число 
молекул антител одной специфичности, что обе-
спечивает специфическое распознавание патогена 
клетками. Такой механизм реализуется и по отно-
шению к опухолевым клеткам [12, 21]. Причем ге-
нерацию армированных фагоцитов предлагается 
использовать как метод иммунотерапии рака [21]. 
HLA-DR-рецептор является продуктом главного 
комплекса гистосовместимости II класса, прини-
мает участие в презентации антигенов [30].

Необходимо отметить, что у больных РП вы-
является не только изменение количества ней-
трофильных гранулоцитов, экспрессирующих 
адгезионные и функциональные рецепторы, но 
и уровня экспрессии некоторых поверхностных 
молекул. Так, при РП снижается уровень MFICD16 
(уровень экспрессии CD16). Гликопротеин CD16 
является низкоаффинным рецептором для IgG 
(FcgRIIIb), с помощью которого также осущест-
вляется механизм антителозависимой клеточной 
цитотоксичности [15]. Кроме того, при сниже-
нии количества нейтрофилов у больных РП с фе-
нотипом HLA-DR+ и HLA-DR+CD64+ уровень 
экспрессии HLA-DR повышается.

Снижение количества нейтрофильных грану-
лоцитов, экспрессирующих адгезионные и функ-
циональные молекулы, может быть связано с ми-
грацией клеток в опухоль. Так, в исследовании 
Cortez-Retamozo V. et al. (2012) показано, что 
все опухоль-ассоциированные нейтрофилы уже 
на ранних стадиях онкогенеза экспрессируют 
адгезионные рецепторы, наблюдается повыше-
ние содержания армированных фагоцитов [13]. 
В работе Swierczak A. et al. (2015) представлены 
данные, что в опухоли увеличивается количе-
ство CD11b+ нейтрофилов [29]. Однако данная 
адгезионная молекула фагоцитов способствует 
метастазированию опухоли на поздних этапах 
канцерогенеза. Следовательно, активированные 
нейтрофилы, экспрессирующие адгезионные ре-
цепторы (CD11b и CD62L) и функциональные 
молекулы (HLA-DR и FcγRI), способны выходить 
из кровотока и мигрировать в ткань для реализа-
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ции своей функции. В этом случае оставшиеся 
клетки (возможно, менее зрелые) будут в боль-
шей степени экспрессировать CD16- и HLA-DR-
рецепторы. Доказано, что нейтрофилы с высо-
ким уровнем экспрессии CD16 менее способны 
к фагоцитозу и киллингу [15], тогда как высокий 
уровень экспрессии HLA-DR-рецептора харак-
терен для незрелых клеток [30].

Функциональная активность нейтрофиль-
ных гранулоцитов также реализуется механиз-
мами фагоцитоза и киллинга [4, 5, 8, 29]. Актив-
ность «респираторного взрывы» определяется 
уровнями синтеза первичных и вторичных АФК 
и опосредует процессы фагоцитоза и киллинга 
[2, 4, 10]. Состояние «респираторного взрыва» 
в нейтрофильных гранулоцитах у больных РП 
мы исследовали с помощью двух хемилюминес-
центных индикаторов: люцигенина и люминола. 
Люцигенин окисляется и люминесцирует толь-
ко под влиянием супероксид-радикала, который 
определяется как первичная активная форма 
кислорода и синтезируется в системе НАДФН-
оксидазы [2]. Люцигенин не проходит через 
мембрану клеток и связывается с супероксид-ра-
дикалом только во внеклеточном пространстве. 
Соответственно, исследование люцигенин-за-
висимой хемилюминесценции нейтрофилов 
позволяет охарактеризовать состояние актив-
ности НАДФН-оксидазы и уровень выделения 
супероксид-радикала для реализации механизма 
внешнего киллинга у больных РП. Обнаружено, 
что при РП значительно повышается уровень 
синтеза супероксид-радикала нейтрофилами, 
находящимися в состоянии относительного по-
коя (спонтанная люцигенин-зависимая хемилю-
минесценция). При этом также снижается время 
выхода на максимум спонтанной хемилюминес-
ценции. Время выхода на максимум характери-
зует скорость развития «респираторного взрыва» 
в случае регуляторного или антигенного воздей-
ствия на клетку [8]. Снижение времени выхода 
на максимум спонтанной люцигенин-зависимой 
хемилюминесценции при РП характеризует вы-
сокую чувствительность нейтрофилов к регу-
ляторному воздействию. При дополнительной 
индукции «респираторного взрыва» с помощью 
опсонизированного зимозана выявляется только 
менее выраженное повышение площади под кри-
вой индуцированной хемилюминесценции, что 
приводит к снижению величины индекса актива-
ции, характеризующего уровень метаболических 
резервов для синтеза соответствующих АФК. 

Цитотоксическая активность нейтрофильных 
гранулоцитов определяется уровнем продук-
ции как первичных, так и вторичных АФК (ги-
дроксильный радикал, перекись водорода и др.). 
В формировании пула вторичных форм кисло-
рода в нейтрофильных гранулоцитах принимают 
участие такие ферменты, как супероксиддисму-
таза, каталаза, миелопероксидаза и др. [2, 4]. Лю-

минол способен вступать в хемилюминесцент-
ную реакцию и с первичными, и с вторичными 
АФК, причем как во внеклеточном пространстве, 
так и внутри клеток, вступая в реакцию в фаголи-
зосомах. При РП наблюдается пропорциональ-
ное повышение уровня спонтанного и индуци-
рованого синтеза вторичных АФК, что приводит 
к сохранению величины индекса активации лю-
минол-зависимой хемилюминесценции в кон-
трольном диапазоне. Необходимо отметить, что 
гипохлорная кислота, синтезируемая миелопе-
роксидазой и являющаяся одной из вторичных 
АФК, принимает ведущее участие в лизисе опу-
холевых клеток [6, 27].

С помощью корреляционного анализа нами 
проанализирована зависимость интенсивности 
«респираторного взрыва» от фенотипа нейтро-
фильных гранулоцитов у здоровых лиц и больных 
РП. Установлено, что у лиц контрольной группы 
интенсивность «респираторного взрыва» нейтро-
филов положительно взаимосвязана с уровнем 
содержания клеток, экспрессирующих адгези-
онные рецепторы и CD64. Так, в клетках, экс-
прессирующих CD11b, снижается только время 
выхода на максимум люцигенин- и люминол-за-
висимой хемилюминесценции, что характеризует 
повышение скорости развития «респираторного 
взрыва» за счет синтеза как первичных, так и вто-
ричных АФК. Синтез первичных АФК находит-
ся в прямой зависимости от количества CD62L+ 
нейтрофилов. Содержание CD64+ клеток по-
ложительно взаимосвязано с уровнем синтеза 
и первичных, и вторичных АФК, что также про-
является в ускорении скорости развития «респи-
раторного взрыва». В то же время количество 
HLA-DR+ нейтрофилов у здоровых людей от-
рицательно взаимосвязано с уровнем интенсив-
ности «респираторного взрыва». Причем данный 
комплекс взаимосвязей является единственным, 
совпадающим у лиц контрольной группы и боль-
ных РП. В отличие от группы здоровых людей 
при РП выявляются положительные взаимосвя-
зи между уровнем экспрессии CD62L и синтезом 
супероксид-радикала нейтрофилами, находящи-
мися в состоянии относительного покоя. Также 
у больных РП обнаружена положительная кор-
реляционная связь между уровнем экспрессии 
CD64-молекулы и величиной индекса актива-
ции люцигенин-зависимой хемилюминесценции 
нейтрофилов, что отражает зависимость между 
экспрессией функционального маркера и актив-
ностью НАДФН-оксидазы. В немногочисленных 
исследованиях представлены особенности синте-
за АФК нейтрофилами в зависимости от экспрес-
сии ряда антигенов. Так, в исследовании Bayat B. 
et al. (2015) показано, что на фоне экспрессии 
CD11b повышаются адгезионные способности 
нейтрофилов и увеличивается уровень синтеза 
АФК [11]. Verschoor C.P. et al. (2015) доказал, что 
морфологически незрелые нейтрофилы активно 
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экспрессируют HLA-DR-рецептор и синтези-
руют внутриклеточные АФК [30]. Кроме того, 
в работе Swierczak A. et al. (2015) показано, что 
функциональные свойства (в том числе и синтеза 
АФК) в нейтрофилах меняются при воздействии 
различных регуляторных факторов, синтезируе-
мых в опухолевых клетках [29].

Таким образом, у больных РП обнаружены 
изменения во взаимосвязях между показате-
лями «респираторного взрыва» и фенотипом 
нейтрофилов. При РП наблюдается полная по-
теря взаимосвязей показателей синтеза первич-
ных и вторичных АФК с количеством CD11b+, 
CD62L+ и CD64+ нейтрофилов, но, как и у лиц 
контрольной группы, корреляционные связи 
выявляются с уровнем содержания HLA-DR+ 

клеток. Только у больных РП выявляется вза-
имосвязь уровня синтеза супероксид-радикала 
нейтрофилами, находящимися в состоянии от-
носительного покоя, и экспрессией CD62L. При 
антигенной индукции «респираторного взры-
ва» данные взаимосвязи исчезают. Взаимосвязи 
синтеза первичных и вторичных АФК с количе-
ством CD11b+, CD62L+ и CD64+ нейтрофилов, 
выявляемые у здоровых людей, характеризуют 
положительную зависимость между показателя-

ми «респираторного взрыва» и функциональной 
активацией клеток, которая выражается в экс-
прессии адгезионных и функциональных рецеп-
торов. Можно предположить, что нарушение вза-
имосвязи между показателями «респираторного 
взрыва» и фенотипом нейтрофилов у больных 
РП определяется различными факторами. Во-
первых, при РП меняется фенотип нейтрофилов 
крови (снижается содержание CD11b+, CD62L+, 
CD64+, HLA-DR+ и HLA-DR+CD64+ нейтро-
филов, повышается уровень экспрессии CD16- 
и HLA-DR-рецепторов), что, возможно, связано 
с миграцией клеток в опухоль. Во-вторых, у боль-
ных РП наблюдается увеличение интенсивности 
«респираторного взрыва» в нейтрофилах за счет 
повышения уровней синтеза первичных и вто-
ричных АФК, что может быть связано с действи-
ем различных опухолевых факторов (антигенов, 
регуляторных молекул). Выявленные особенно-
сти взаимосвязей между фенотипом и «респи-
раторным взрывом» нейтрофилов характеризу-
ют особенности иммунопатогенеза рака почки 
и могут быть использованы при разработке им-
мунотерапевтических методов, направленных 
на стимуляцию противоопухолевой активности 
фагоцитирующих клеток.
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