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Резюме. Исследована морфология, топография, иммуногистохимия лейкоцитарных инфильтра-
тов в различных участках печени больных с метастатическим процессом и поражением вирусами ге-
патита В и С разной степени активности, а также печени мышей линии СВА с имплантированной 
опухолью САО-1. Изучены  гистохимические, иммунофенотипические и функциональные особен-
ности составляющих их клеток.

Установлено, что основную часть лейкоцитарных инфильтратов, наиболее распространенных 
у экспериментальных мышей с имплантированной опухолью и в паратуморальных областях у он-
кологических больных, а также при наиболее высокой активности вирусного гепатита формируют 
лимфоциты. Они представлены большим количеством активированных пролиферирующих и диффе-
ренцирующихся клеток, несущих антигены и натуральных киллеров, и Т-лимфоцитов и обладающих 
высоким уровнем киллерной активности как по отношению к НК-чувствительным, так и аутоло-
гичным линиям опухолевых клеток. Таким образом, результаты наших исследований подтверждают 
литературные данные о наличии в пораженной вирусом гепатита или опухолевым процессом печени 
человека и мышей особой субпопуляции лимфоцитов — НКТ-клеток. Полученные данные о функ-
циональных свойствах данных клеток могут быть использованы для разработки методов иммунотера-
пии вирусных и осложненных метастазированием в печень онкологических заболеваний. 
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Natural killer t cells iN hepatic leucocyte iNfiltrates iN patieNts  

with maligNaNt process aNd viral hepatitis
abstract. Morphology, topography, and immunohistochemical features of leukocyte infiltrates were studied 

in various sites of the liver samples from the patients with metastatic disease, been affected by hepatitis B and C 
viruses at different degree of activity. Liver of СВА mice with implanted САО-1 tumour was also under study. 
Histochemical, and functional features, as well as immune phenotype of these cells were investigated. It has been 
shown that the major fraction of leukocyte infiltrates, mostly associated with implanted tumours in experimental 
mice, and in the areas adjacent to the tumor in humans, like as on the peak of viral hepatitis activity, is composed 
of lymphocytes. They are presented by large numvers of activated proliferating and differentiating cells bearing 
specific antigens, as well as natural killers and T-lymphocytes, possessing high-level killer activity towards  

NK-sensitive, and autologous lines of cancer cells. 
Hence, the results of our study, generally, confirm the 
data from literature reporting on existence of a special 
lymphocyte subpopulation, NKT cells, in human or 
murine liver affected by hepatitis virus or malignant 
tumors. The data concerning functional properties  
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Введение
Выделенный в последнее десятилетие уни-

кальный подтип лимфоидных клеток – нату-
ральные киллеры Т-клетки (NKT) – определяют 
как лимфоциты, которые в отличие от натураль-
ных киллеров (NK) экспрессируют рецепторы 
Т-клеток (TCR), и в то же время имеют на своей 
поверхности маркеры NK, такие как CD161c или 
NK1.1 у мышей, или NKR-P1 [8]. Вариантами  
NKT-клеток являются Т-лимфоциты, несущие 
на своей поверхности CD4+CD8+, CD4-CD8-, а так-
же НК-клетки с высоким уровнем экспрессии та-
ких маркеров, как CD56 и/или CD69 [22, 26]. 

Два подтипа натуральных киллеров Т-клеток 
(CD4+ или CD4-) обнаруживаются везде, где су-
ществуют и другие типы Т-клеток, хотя относи-
тельное количество их варьирует в зависимости 
от ткани и вида животных [9]. У мышей наи-
большее количество NKT выявляется в печени  
(10-40% лимфоцитов органа). Тканевое распреде-
ление NKT у человека широко исследуется, хотя 
они встречаются значительно реже, чем у мышей 
(< 1% лимфоцитов печени) [5, 12].

Активированные NKT отвечают выражен-
ной продукцией цитокинов Th1-типа, включая 
интерферон (IFNγ) и фактор некроза опухолей 
(TNFα), а также Th2-типа – IL-4, IL-10 и IL-13 
[24, 27, 31]. Выявлено, что при стимуляции in vivo 
индивидуальные NKT способны одновременно 
продуцировать цитокины Th1- и Th2-типа [2, 18]. 
Возможные последствия активации NKT не всег-
да известны, так как они в одних условиях они 
способны вовлекать иммуносупрессивные клет-
ки, а в других могут выступать в качестве стиму-
ляторов клеточного ответа [24, 31]. 

NKT способны оказывать влияние на разно-
образные типы иммунных реакций [1, 21, 23, 28].  
Большое количество исследований, проводи-
мых в экспериментах на мышах, показало, что 
именно NKT-клетки печени играют наиболее 
важную роль в формировании противоопухо-
левого иммунитета [14, 24]. В частности, обна-
ружена инфильтрация NKT-клетками ткани 
печени, пораженной опухолевым процессом, 
особенно параметастатических участков этого 
органа [6, 11, 29, 30]. NKT рекрутируют и акти-
вируют другие эффекторы посредством IFNγ, 
a-GalCer-активированные NKT могут стимули-
ровать как натуральные киллеры, так и цитоток-
сические лимфоциты [25, 27]. Стимуляция NKT 
может усиливать противоопухолевый иммунитет 
за счет активации антигенпрезентирующих кле-
ток и продукции ими IL-12, а также стимуляции 

CD40 лиганда [7, 15, 29]. Таким образом, на опу-
холевых моделях NKT действуют чаще как акти-
ваторы, а не как супрессоры иммунного ответа 
в отличие от CD25+CD4+ Treg, которые всегда 
выступают в качестве супрессорных клеток. 

Количественная или функциональная не-
достаточность NKT определяется при многих, 
но далеко не всех формах злокачественных ново-
образований [3, 20]. Остается неясным, являет-
ся это причиной или последствием опухолевого 
процесса. Более того, a-GalCer-активированные 
NKT способны непосредственно лизировать опу-
холевые клетки или угнетать их рост in vitro [14, 20], 
а также могут активировать NK посредством 
IL-2-зависимых механизмов [19], что выдвигает 
на первый план стимуляцию NKT при проведе-
нии иммунотерапии.

Ряд авторов показали, что NKT принимают 
участие в защите мышей от различных бакте-
риальных, вирусных и паразитарных патоге-
нов, хотя многие результаты данных исследова-
ний противоречивы [16]. Значительно меньше 
данных о роли NKT при инфекции у человека, 
но имеются сообщения о развитии диссемини-
рованных процессов после вакцинации у детей 
на фоне дефицита NKT без других дефектов им-
мунитета [17]. В обзоре Exley M.A. и Koziel M.J. 
представлены также данные о защитной роли 
NKT-клеток при остром гепатите и их значение 
в патогенезе хронической гепатотропной инфек-
ции и фиброзном процессе в печени [4, 10] 

Следовательно, тот факт, что NKT облада-
ют высоким иммунорегуляторным потенциа-
лом, имеют специфические маркеры, позволяет 
считать их весьма привлекательными для целей 
иммунотерапии. Однако необходимы дополни-
тельные исследования для их безопасного и эф-
фективного клинического применения, учиты-
вая двойственную сущность данных клеток.

Цель данного исследования – выявление на-
туральных киллеров Т-клеток среди лимфоцитов 
лейкоцитарных инфильтратов печени онкологи-
ческих больных и пациентов с гепатитом В и С, 
а также печени мышей линии СВА с импланти-
рованной опухолью и исследование их морфоло-
гических, иммунофенотипических и функцио-
нальных особенностей.

Материалы и методы
Кровь и пробы печени онкологических боль-

ных и пациентов с вирусным гепатитом. Иссле-
дования проведены на 30 пробах перифериче-
ской крови больных колоректальным раком  

of these cells may be used for development of immunotherapy methods of viral diseases and oncological 
conditions complicated by liver metastases. (Med. Immunol., vol. 12, N 1-2, pp 29-40)

Keywords: natural killers, natural T-killer cells, liver, leicocyte infiltrates, tumor process, viral hepatitis.
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с метастатическим процессом в печени (в возрас-
те от 18 до 69 лет), нескольких больных с другой 
локализацией первичного очага; 20 пробах мате-
риала резекции пораженной метастазами печени 
тех же больных (табл. 1); 20 пробах биопсийного 
материала печени больных гепатитом В и С раз-
ной интенсивности процесса и 5 пробах интакт-
ной печени, резецированной при травме после 
проникающих ранений печени. Все пробы пече-
ни и крови взяты с соблюдением этических норм 
и с разрешения пациентов, находящихся на лече-
нии (онкологических – в Российском онкологи-
ческом научном центре им. Н.Н. Блохина РАМН, 
больных гепатитом – в городской инфекционной 
больнице № 2 Москвы и травмированных – в го-
родской клинической больнице № 7 Москвы).

Выделение мононуклеарных лейкоцитов из пе-
риферической крови больных. Мононуклеарные 
лейкоциты (МЛ) выделяли из стабилизирован-
ной гепарином (25 Ед/мл) периферической крови 
на одноступенчатом градиенте фиколла (Sigma, 
США, р = 1,077 г/см3) центрифугированием при 
400 g в течение 30 мин. Лимфоидные клетки, об-
разовавшие интерфазное кольцо, собирали пи-
петкой и трехкратно отмывали в среде 199. После 
каждой отмывки в 10-кратном объеме среды клет-
ки осаждали центрифугированием при 200 g в те-
чение 10 мин, затем переводили в полную культу-
ральную среду (ПКС), включающую RPMI-1640 
(Sigma, США) с добавлением 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки, 2 мМ глютамина, стрептоми-
цина с пенициллином по 5000 МЕ/мл. 

Модели опухолей и методика их перевивки. 
В качестве моделей опухолей использовали опу-
холевые клетки рака ячников CаО-1. Опухолевые 
клетки СаО-1 вводили подкожно или внутри-
брюшинно в дозе 500 тыс./мышь. На 14 сутки 
после имплантации клеток в печени обнару-
живались опухолевые узлы овальной формы от  
3 до 15 мм в диаметре, прорастающие окружаю-
щие ткани. В этот срок мышей забивали с помо-
щью внутривенного введения гексенала в апноэ-
тической дозе. Волосяной покров выщипывали, 
кожные покровы обрабатывали 70% этанолом 
и надрезали стерильным инструментом. Опухоле-
вый узел удаляли и помещали в стерильную чаш-
ку Петри со средой Хенкса. Опухоль измельчали  

ножницами, а затем тщательно пипетизировали 
для получения клеточной взвеси. Клетки под-
считывали, осаждали центрифугированием и ре-
суспендировали в среде RPMI-1640 с добавками 
(HEPES, L-глютамин, гентамицин) в концентра-
ции 1 х 106/мл. Часть клеток перевивали мышам, 
а остальные помещали в культуральные флаконы 
с добавлением 10% фетальной сыворотки и ин-
кубировали в СО2-инкубаторе. Культивируемые 
клетки использовали для тестирования цитоток-
сической активности лимфоцитов мышей и им-
плантации мышам.

Выделение мононуклеарных лейкоцитов из пе-
чени больных и печени мышей с привитой опухо-
лью. Из фрагментов печени, полученных после 
ее резекции или биопсии, была получена клеточ-
ная суспензия. Гепатоциты отделяли от МЛ путем 
4-кратного центрифугирования при 50 g в тече-
ние 5 мин МЛ выделяли с помощью центрифу-
гирования в градиенте фиколла (Pharmacia, Шве-
ция, плотностью 1,077 г/см3) по описанной выше 
методике. Клетки дважды отмывали средой 199 
и ресуспендировали в ПКС. Аналогичным обра-
зом обрабатывали клеточную взвесь печени мы-
шей с имплантированной опухолью.

Выделение мононуклеарных лейкоцитов из се-
лезенки мышей СВА. Популяцию мононукле-
арных лейкоцитов выделяли из спленоци-
тов центрифугированием в Percoll-градиенте. 
Клетки отбирали, отмывали в растворе Хенкса 
и ресуспендировали в 40%-м Перколле с до-
бавлением среды RPMI-1640 (Sigma, США). За-
тем суспензию клеток осторожно наслаивали  
на 70%-й Перколл и центрифугировали 20 мин 
при 750 g. МЛ отбирали из интерфазы. Клет-
ки отмывали дважды PBS и ресуспендировали 
в полной культуральной среде.

Определение цитотоксической активности лим-
фоцитов больных. Цитотоксическую активность 
лимфоцитов человека и мышей определяли 
на NK-чувствительной линии эритробластного 
лейкоза человека К-562 с использованием теста 
восстановления (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил) 
2,5-дифенилтетразолия бромида) – МТТ-теста. 
МЛ печени больных и мышей с имплантиро-
ванной опухолью инкубировали с опухолевыми 
клетками (3 x 104/мл) в ПКС в соотношениях 

Таблица 1. РаспРеделение онкологических больных по локализации пеРвичного очага

Локализация первичного очага Кол-во больных
Колоректальный рак 10
Гепатоцеллюлярный рак печени (ГЦР) 4
Рак молочной железы 2
Рак почки 2
Первично-множественная злокачественная опухоль (ПМЗО): рак сигмовидной  
кишки + меланома кожи спины + метастазы рака сигмовидной кишки в печень 2
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клетки-мишени/эффекторы: 1:5, 1:2, 1:1 и 1:0,5 
в плоскодонных 96-луночных микропланше-
тах (Costar, Франция) 48 часов. По истечении 
срока инкубации в лунки добавляли тетразо-
лиевую соль МТТ (Sigma, США), которая мета-
болизировалась жизнеспособными клетками, 
превращаясь в нерастворимый в воде формазан 
и изменяя оптическую плотность раствора про-
порционально количеству выживших клеток. Для 
последующей количественной оценки кристал-
лы формазана растворяли диметилсульфоксидом  
(ДМСО – «ПанЭко», Россия). Результат оце-
нивали спектрофотометрически по оптической 
плотности при длине волны 540 нм на мульти-
скане МS (Labsystems, Финляндия). Долю лизи-
рованных опухолевых клеток – цитотоксический 
индекс (ЦИ) в % – рассчитывали по формуле:

где ОПЭ+М – значение оптической плотности 
в опытных сериях;

ОПЭ – значение оптической плотности в лун-
ках с эффекторами;

ОПМ – значение оптической плотности в лун-
ках с мишенями.

Среднеэффективное соотношение клетки-
мишени/эффекторы (ЭС50), при котором отмеча-
ется лизис 50% опухолевых клеток, рассчитывали 
при помощи программы Biostat.

Определение цитотоксической активности 
мононуклеарных лейкоцитов печени мышей 
с привитой опухолью. Цитотоксическую актив-
ность МЛ печени мышей линии СВА определя-
ли на NK-зависимой линии клеток мышиной 
лимфомы YAK-1 и аутологичных опухолевых 
клетках (CаO-1) в МТТ-тесте. Опухолевые клет-
ки (3 х 104/мл) инкубировали в культурной среде 
с МЛ в соотношении 1:5 в плоскодонных 96-лу-
ночных микропланшетах 18 часов при 37 °С 
и 4% СО2. Затем в лунки добавляли витальный 
краситель МТТ. Результат оценивали спектрофо-
метрически и рассчитывали процент лизиса опу-
холевых клеток (процент цитотоксичности), как 
указано выше.

Культивирование опухолевых клеток. Клет-
ки опухолевой линий эритробластного лейкоза 
человека K562, мышиной лимфомы YAC-1, мы-
шиной опухоли яичников СаО-1 культивировали 
в среде RРМI-1640 с добавлением глютамина,  
5% эмбриональной телячьей сыворотки и ген-
тамицина при 37  °С и 4% СО2. Среду заменяли 
через 72 часа инкубации. Клетки поддерживали 
в логарифмической фазе роста постоянным пас-
сированием культуры через каждые 2-3 суток.

Проточная цитометрия (facs-анализ). Опре-
деление экспрессии поверхностных маркеров 
МЛ проводили при помощи моноклональных ан-
тител против соответствующих антигенов (Caltag 
Laboratories, США), результаты учитывали ме-
тодом проточной цитофлюорометрии на про-
точном цитометре FACScan (Becton Dickinson, 
США). На МЛ исследовали уровни экспрессии 
дифференцировочных антигенов CD3, CD4, 
CD8, CD16; активационных антигенов CD25, 
CD38, HLA-DR; молекул адгезии CD57, CD58. 
Гейт (окно) популяции клеток устанавливали 
на основе комбинации прямого и бокового све-
торассеяния и размера клеток. При учете резуль-
татов подсчитывали 10 000 клеток в гейте. Ста-
тистическая обработка материала проведена при 
помощи программного пакета WinMDI 2.8.

Цитологическое и гистологическое исследова-
ние. Фазово-контрастная микроскопия клеток, 
меченых соответствующими антителами, прово-
дилась с помощью системы AxioVision 4 (Carl Zeiss, 
Германия). Мазки, полученные из взвеси клеток, 
фиксировали метиловым спиртом и окрашива-
ли эозин-азуром по Романовскому–Гимза, ме-
тиловым зеленым-пиронином по Браше на РНК 
с контрольной обработкой РНК-зой и Шифф-
реактивом по Шабадашу с контролем амилазой 
на гликоген и гликозаминогликаны. Проводили 
гистологические и гистохимические исследова-
ния пораженной метастатическим процессом пе-
чени онкологических больных, печени больных 
гепатитом В и С и печени мышей с привитой опу-
холью на парафиновых срезах описанными выше 
методами. Фотографирование меченых клеток, 
окрашенных мазков и гистологических препа-
ратов производилось с использованием системы 
Axiovision 4 (Carl Zeiss, Германия). 

Иммуногистохимические методы. Иммуноги-
стохимическое исследование проводили на до-
крашенных гематоксилином парафиновых 
срезах печени онкологических больных, паци-
ентов с гепатитом В и С различной интенсивно-
сти и мышей с привитой опухолью с помощью 
авидин-биотинового метода. Использовали мо-
ноклональные антитела (Novocastra, Швейца-
рия) к α-фетопротеину, CD3, OLA-LCA-DACO 
(клоны 2В11 и PD7126) – общему лейкоцитар-
ному антигену, CD10 – стволово-клеточному 
антигену, TdT – антигену предшественников 
Т- и В-лимфоцитов, WIM (виментин) – мар-
керу клеток мезенхимального происхождения, 
CD15 – нормальных гранулоцитов, CD20 – об-
щему В-клеточному антигену, CD68 – антигену 
макрофагов, гистиоцитов, Ki-67 – маркеру про-
лиферации, BCL-2 – белка – негативного регу-
лятора апоптоза.
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Фиксацию, заливку и получение гистологи-
ческих срезов осуществляли обычным спосо-
бом. Подготовленные срезы помещали в тер-
мостат при температуре 56  °С на 30 мин. После 
распарафирования и промывки производили 
блокирование эндогенной пероксидазы, поме-
щая в 3%-й водный раствор перекиси на 10 мин 
с последующей промывкой в трис-буфере. За-
тем последовательно проводили инкубацию 
во влажной камере: с нормалъной (неиммунной) 
сывороткой (50-100 мкл) – 30 мин при комнат-
ной температуре, с первыми (специфичными) 
антителами (50-100 мкл) – 1 час в термостате при 
37 °С, со вторыми (биотинилированными) анти-
телами (50-100 мкл) – 30 мин при комнатной 
температуре, с авидин (стрептавидин)-биотин-
пероксидазным комплексом (50-100 мкл) 30 мин 
при комнатной температуре с двукратной про-
мывкой в трис-буфере после каждого этапа. 
Далее производили выявление пероксидазы 
хрена диаминобензидином (раствор готовили 
ех tempore по инструкции, прилагающейся к на-
бору), контролируя реакцию под микроскопом. 
Окрашенные таким образом срезы просветляли 
и заключали в бальзам. Интенсивность иммуно-
цитохимической окраски оценивали по 4-балль-
ной шкале с помощью светового микроскопа. 
Комплекс антиген–антитело, окрашенный в ко-
ричневый цвет с помощью DAB-хромогенной 
субстратной смеси, выявлялся в клеточной цито-
плазме и на цитоплазматической мембране.

Статистические методы. Статистическую об-
работку данных проводили с использованием 
t-критерия Стьюдента при помощи стандартно-
го пакета статистических программ Windows 2000 
(StatSoft 6), SPSS 13.0 MS Excel и WinMdi. Данные 
результатов обработки представлены как M±m. 
Различия считались значимыми при p < 0,05.

Результаты 
Проведено морфологическое и иммуноци-

тохимическое исследование лейкоцитарных 
инфильтратов, выявленных в интактных и па-
ратуморальных участках пораженной метастати-
ческим опухолевым процессом печени онкологи-
ческих больных. 

Сравнительная характеристика особенностей 
лейкоцитарных инфильтратов различных участ-
ков печени онкологических больных показала, что 
в зависимости от локализации они имеют разные 
размеры и клеточный состав. В интактных участ-
ках печени больных лейкоцитами инфильтрирует-
ся преимущественно междольковая соединитель-
ная ткань, а среди клеток преобладают макрофаги, 
моноциты и гранулоциты. В параметастатических 
областях печени более крупные и распространен-
ные лейкоцитарные инфильтраты расположены 

как в соединительной ткани вокруг портальных 
сосудов, так и среди гепатоцитов в нарушенных 
дольках. Клеточный состав инфильтратов пред-
ставлен всеми видами клеток мезенхимного про-
исхождения (WIM+) и лейкоцитов (OLA+), среди 
которых обязательно присутствуют лимфоциты 
(CD3+) и размножающиеся клетки (Ki67+). Макро-
фаги в стенке синусоидных капилляров, меченные 
маркером CD68, выявляются как в интактных, 
так и в околометастатических участках. Незна-
чительное количество слабо окрашивающихся 
CD10+ и Tdt+ бластных клеток-предшественников 
определяется внутри синусоидных капилляров 
тех и других областей. Следовательно, паратумо-
ральные участки пораженной метастазами печени 
онкологических больных содержат большее, чем 
интактные, количество мононуклеарных лейко-
цитов, включающих размножающиеся и зрелые 
клетки лимфоидного ряда. 

Для того чтобы выяснить, какие субпопуля-
ции лимфоидных клеток формируют инфиль-
траты в паратуморальных и интактных участках 
печени онкологических больных, были проведе-
ны исследования морфологии, иммунофенотипа 
и функциональных особенностей МЛ, выделен-
ных из различных участков органа с локализаци-
ей первичного очага, указанного в таблице 1.

Морфогистохимические исследования МЛ, 
выделенных из различных участков поражен-
ной опухолевым процессом печени (см. 3-ю об-
ложку – рис. 1), продемонстрировали, что орган 
инфильтрирован лимфоидными клетками типа 
пролимфоцитов и иммунобластов (наиболее 
многочисленных в параметастатических обла-
стях), которые взаимодействуют с макрофагами 
и дендритными клетками (рис. 1А). Среди моно-
нуклеаров выявляется значительное количество 
лимфоцитов, имеющих яркую пиронинофиль-
ную окраску цитоплазмы и ядрышек, исчезаю-
щую после обработки РНК-азой, что свидетель-
ствует о повышенном содержании РНК в клетках 
и, следовательно, их высокой синтетической 
активности. Пиронинофильные лимфоциты об-
наруживаются как в параметастической области, 
так и в ткани метастатического узла (рис. 1Б).  
Пролимфоциты и иммунобласты, согласно 
данным цитологического анализа, составля-
ют 24,7% МЛ интактных участков печени, при 
этом количество пиронифильных лимфоцитов 
достигает 15,7%. В параметастатической обла-
сти абсолютное большинство мононуклеарных 
клеток (91,3%) представлено активированными 
клетками лимфоидного ряда: пролимфоцитами, 
иммунобластами и пиронинофильными лимфо-
цитами.

Сравнительный анализ иммунофенотипа мо-
нонуклеарных лейкоцитов различных областей 
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печени онкологических больных показал, что 
процентное содержание клеток, экспрессирую-
щих на своей поверхности дифференцировочные 
антиген СD4 (9,1 и 10,4%), СD8 (42,2 и 50,9%), 
СD3 (60,5 и 79,9%), CD16 (10,4 и 12,2%), при-
мерно одинаково в интактном и паратумораль-
ном участках (табл. 2). Однако следует отметить, 
что интенсивность флюоресценции при детек-
тировании данных молекул на поверхности МЛ, 
выделенных из параметастатических участков,  
в 1,2-1,3 раза выше, чем у МЛ интактных участков.

Различия иммунофенотипа МЛ двух исследо-
ванных областей печени по уровню экспрессии 
активационных антигенов СD25 (5,7 и 6,6%), 
СD38 (42,2 и 35,9%) и НК-маркера CD57 (31,9 
и 37,1%) также незначительны. В то же время 
число мононуклеаров паратуморальной области, 
экспрессирующих на поверхности молекулы ад-
гезии (СD58), почти в 3 раза превышает их про-
центное содержание в интактном участке печени 
(табл. 2). В случае использования двойной метки 
при фенотипировании МЛ параметастатических 
участков печени выявляется значительный про-
цент CD3+/CD16+ клеток (рис. 2).

При сравнении иммунофенотипа монону-
клеарных лейкоцитов периферической крови 
(МЛПК) больных и мононуклеаров пораженной 
опухолью печени выявлено, что наибольшие раз-
личия наблюдаются между МЛПК и МЛ, выде-
ленными из паратуморального участка (табл. 2). 
Как следует из таблицы, у МЛ пораженной ме-

тастазами печени значительно повышены уров-
ни экспрессии дифференцировочного маркера 
СD8 (в 1,5 раза), активационных антигенов СD38 
(в 2,6 раза), НК-маркера СD57 (в 1,7 раза) и мо-
лекул адгезии СD58 (в 4,6 раза). В то же время 
процентное содержание CD4+ клеток, напротив, 
у МЛПК почти в 4 раза превышает их число среди 
МЛ печени.

Тестирование на NK-чувствительной линии 
К-567 (рис. 3) показало, что цитотоксическая 
активность МЛ из интактного и паратумораль-
ного участков печени не имеет достоверных от-
личий (табл. 3). В то же время по отношению 
к аутологичным опухолевым клеткам киллерная 
активность МЛ из паратуморальной области поч-
ти в 3 раза выше цитотоксической активности 
мононуклеарных лейкоцитов интактного участка 
печени (62 и 25% соответственно).

Мононуклеарные лейкоциты перифериче-
ской крови больных по сравнению с МЛ печени 
характеризуются достоверно меньшим уровнем 
NK-активности, приближающимся к степени ак-
тивности МЛПК здоровых доноров, и практиче-
ски не обладают киллерной способностью по от-
ношению к аутологичным опухолевым клеткам 
(табл. 3). Их способность эффективно лизировать 
опухолевые клетки в 1,7 и 2,3 раза ниже активно-
сти МЛ интактной и паратуморальной областей 
печени по отношению к линии К-562 и соот-
ветственно в 2,3 и 5,6 раза по отношению к ау-
тологичной опухолевой линии. Следовательно, 

Таблица 2. иммунологический феноТип мононуклеаРных лейкоциТов, выделенных из поРаженной 
меТасТаТическим пРоцессом печени и пеРифеРической кРови онкологических больных (%)

CD-маркер

Количество мононуклеарных лейкоцитов, %

интактный 
участок печени (1)

паратуморальная 
область печени (2)

периферическая 
кровь (3)

достоверность 
различий между 

группами

CD3 60,5±14,0 79,9±24,0 76,9±18,0
p1, 2 > 0,05
р1, 3 > 0,05
р2, 3 > 0,05

CD4 9,1±1,7 10,4±4,4 36,6±13,0
р1, 2 > 0,05
р1, 3 < 0,05
р2, 3 < 0,05

CD8 42,2±4,7 50,9±12,0 35,0±12,0 р1, 2 > 0,05
р1, 3 > 0,05
р2, 3 > 0,05

CD16 10,4±4,2 12,2±1,1 19,1±6,0
CD25 5,7±1,7 6,6±1,4 4,5±1,6

CD38 42,2±12,0 35,9±4,3 13,8±2,7
р1, 2 > 0,05
р1, 3 < 0,05
р2, 3 < 0,05

CD57 31,9±5,2 37,1±4,9 24,3±3,4
р1, 2 > 0,05
р1, 3 > 0,05
р2, 3 > 0,05

CD58 24,0±9,0 71,5±19,0 15,6±3,8
р1, 2 < 0,05
р1, 3 > 0,05
р2, 3 > 0,01
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наибольшую цитотоксическую активность по от-
ношению к аллогенным и аутологичным опухоле-
вым клеткам демонстрируют мононуклеары, вы-
деленные из паратуморальных участков печени. 

Морфологическое изучение серийных срезов 
печени мышей линии СВА, которым была привита 
опухоль яичника СаО-1, показало, что интактные 
участки печени экспериментальных животных 
по содержанию лейкоцитарных инфильтратов 
практически не отличаются от соответствующих 
областей печени онкологических больных. Лей-
коциты инфильтрируют в основном соединитель-
нотканные прослойки вокруг сосудов портальных 
трактов. Инфильтраты невелики по размеру, со-
держат умеренное количество лейкоцитарных кле-
ток, а патоморфологические изменения в большей 
степени касаются паренхимы печени (белковая 
и очаговая жировая дистрофия гепатоцитов, холе-
стаз, кариорексис, расширение синусоидов).

Иная картина наблюдается в паратумораль-
ных участках печени мышей с привитой опу-
холью. В области портальных трактов видны 
обширные сливные, а среди печеночных кле-
ток – умеренные по размеру, но концентри-
рованные скопления лимфоцитов с примесью 
макрофагов, нейтрофилов, эозинофилов и оди-
ночных плазмоцитов. Особенно много нейтро-
филов отмечено в околонекротических участках. 
Некоторые синусоидные капилляры измененных 
печеночных долек заполнены группами лейко-
цитарных клеток.

Иммуноцитохимическое исследование пора-
женной опухолевым процессом печени мышей 

выявило следующее. Клетки, экспрессирующие 
молекулы CD15 (созревающие моноциты, ней-
трофилы и эозинофилы), активно инфильтри-
руют как соединительнотканные прослойки, 
так и печеночную ткань долек. В печени мышей 
появляются отсутствующие в печени больных  
CD20+ клетки (незрелые В-лимфоциты) в боль-
шом количестве в междольковых прослойках 
и отдельные клетки – внутри синусоидных ка-
пилляров. Стволовоклеточный антиген – CD10 
(CALLA-«common») – дает высокий уровень по-
ложительной реакции на поверхности клеток, 
инфильтрирующих соединительную ткань, и от-
дельных клеток в просвете синусоидов. Маркер 
предшественников Т- и В-лимфоцитов (Tdt) так-
же выявляется в многочисленных клетках лей-
коцитарных инфильтратов соединительной тка-
ни. Высокий уровень положительной реакции  
с pan-Т-маркером (CD3) наблюдается на по-
верхности и на ядерной оболочке клеток во всех 
участках печени мышей с привитой опухолью.  
WIM-маркер, выявляющий все клетки мезенхим-
ного происхождения, определяет яркую окраску 
клеток в крупных лейкоцитарных инфильтратах 
и между печеночными дольками, и внутри до-
лек – вокруг и внутри синусоидных капилля-
ров. По периферии опухолевой ткани антитела  
ОЛА-LCA-DAKO (клоны 2B11 и PD7126), являю-
щиеся маркерами общего лейкоцитарного антиге-
на, средне положительно окрашивают те участки 
печени, где имеется лейкоцитарная инфильтрация. 
Также среднеположительный уровень экспрессии 
CD68 отмечается на макрофагах и гистиоцитах, 

Рисунок 2. цитофлюорограммы, характеризующие экспрессию поверхностных молекул CD3 (FITC),  
CD16 (Ре) мононуклеарных лейкоцитов (мл), выделенных из параметастатического участка печени больного 
колоректальным раком, представленные в режиме «DotPlot»
примечание. а – распределение МЛ печени; б – распределение МЛ печени при двойном прижизненном окрашивании 
(CD3/СD16).
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расположенных в инфильтратах соединительной 
ткани, но довольно высокий – в лейкоцитарных 
клетках, граничащих непосредственно с опухоле-
выми клетками. Инфильтраты паратуморальных 
участков печени мышей с привитой опухолью со-
держат большое количество пролиферирующих 
Ki-67+ клеток.

Итак, морфологические исследования проде-
монстрировали, что лейкоцитарные инфильтра-
ты имеют большую распространенность в парату-
моральных участках печени экспериментальных 
животных с имплантированной опухолью, чем 
в печени больных с метастатическим процессом. 
Данные таблицы 4, полученные на основании им-
муногистохимического анализа, свидетельству-
ет о более высоком уровне экспрессии маркеров 
на клетках лейкоцитарных инфильтратов печени 
мышей и большем количестве и разнообразии со-

ставляющих их лимфоидных элементов по срав-
нению с печенью онкологических больных.

Проведенный иммунофлюоресцентный ана-
лиз показал, что МЛ, выделенные из печени мы-
шей с имплантированной опухолью, экспресси-
руют на своей мембране антигены Т-лимфоцитов 
(CD3) и маркеры NK (рис. 4). Лимфоциты, выде-
ленные из пораженной опухолью печени, образу-
ют две субпопуляции, в одной из которых обна-
руживаются практически только Т-лимфоциты 
(35%), а в другой – NK (18%). Содержание 
NKT, несущих одновременно маркеры Т-клеток 
и NK, в обеих исследованных субпопуляциях 
колеблется от 1 до 3% (рис. 4 (Б, В)). Лимфоци-
ты селезенки интактных и зараженных опухо-
лью мышей экспрессируют на своей поверхно-
сти только CD3+ лимфоциты, содержание NK 

а б в

Рисунок 3. клетки эритробластного лейкоза к-562 в культурах 
привечание. а – до добавления выделенных из печени мононуклеарных лейкоцитов (МЛ). б – после добавления МЛ, 
выделенных из интактного участка печени больного колоректальным раком. в – после добавления МЛ, выделенных из 
параметастатического участка печени больного колоректальным раком.  
Соотношение клетка – мишень/клетка – эффектор – 1:5. Микрофотографии культуральной взвеси. Фазовоконтрастная 
микроскопия в темном (а, б), светлом (в) поле. Ок. 10, об. 20.

Таблица 3. циТоТоксическая и нк-акТивносТь мононуклеаРных лейкоциТов поРаженной 
меТасТаТическим пРоцессом печени и пеРифеРической кРови онкологических больных 

№ гр. Источник МЛ*

Цитотоксический индекс, %

К-562
достоверность 
различий между 

группами

аутологичные 
опухолевые 

клетки

достоверность 
различий между 

группами

1 Интактный участок печени 83,0±22,0 p2 > 0,05
p3, 4 < 0,05 25,0±9,8 p2, 3 < 0,05

p4 > 0,05

2 Паратуморальная область 90,0±24,0 p1 > 0,05
p3, 4 < 0,05 62,0±16,0 p1 < 0,05

p3, 4 < 0,01

3 Кровь больных 43,0±14,0
p1, 2 < 0,05

p4 > 0,05
11,0±3,3

p1 < 0,05
p2 < 0,01
p4 > 0,05

4 Кровь здоровых доноров 37,0±12,0 p1, 2 < 0,05
p3 > 0,05 19,0±4,2 p1, 3 > 0,05

p2 < 0,01

примечание. Соотношение клеток эффекторов и мишеней составляло 1:5.
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не превышает 2,5%, и практически отсутствуют 
лимфоциты, несущие на поверхности оба марке-
ра (рис. 4 Д).

Как следует из представленных в таблице 5 
результатов, МЛ, выделенные из пораженной 
опухолью печени мышей, обладают высокой 
спонтанной NK-активностью и почти в 2 раза 
превосходят киллерные свойства лимфоцитов 
селезенки. В отличие от МЛ селезенки монону-
клеары печени характеризуются способностью 
эффективно лизировать аутологичные опухо-
левые клетки (цитоксичность рассматриваемых 
клеток-эффекторов составляет 43 и 18% соот-
ветственно). Из интактной печени мышей кон-
трольной группы не удалось выделить значимого 
количества лимфоцитов, необходимого для про-
ведения цитоксического теста.

Морфологическое и иммунофенотипиче-
ское исследование печени больных вирусным 
гепатитом В и С с различной интенсивностью 
процесса (минимальной, низкой, умеренной 
и высокой) показало следующее. При пораже-
нии печени вирусами гепатитов В и С вначале 
происходит инфильтрация лейкоцитами соеди-
нительной ткани в области портальных трактов, 
а затем, при активизации процесса, – внутри 
измененных печеночных долек. При гепатите С 
лейкоцитарная инфильтрация является более 
выраженной и раньше распространяется внутрь 
долек. В лейкоцитарных инфильтратах преоб-
ладают клетки лимфоидного ряда, при активи-
зации процесса в них появляется все большее 
количество бластных форм и макрофагов. Вну-
тридольковые синусодные капилляры расши-
рены, в них выявляются в большом количестве 
лимфоциты, макрофаги и активированные куп-
феровские клетки. При иммуногистохимическом 
и цитоиммунохимическом методах исследова-
ния участков печени с наиболее выраженной 
лейкоцитарной инфильтрацией выявлено, что 
популяция лимфоидных клеток представле-
на в основном Т-лимфоцитами, натуральными 
киллерами и NKT-клетками. Большой процент 
лимфоцитов, выделенных из инфильтратов и ме-

ченых флюоресцирующими антителами, имеют 
иммунофенотип CD3+/CD16+/CD56+ клеток.

Обсуждение
Таким образом, паратуморальные участки по-

раженной метастазами печени онкологических 
больных содержат более многочисленные и рас-
пространенные лейкоцитарные инфильтраты, 
чем интактные области. Мононуклеарные клет-
ки лейкоцитарных инфильтратов печени онко-
логических больных по иммунологическому фе-
нотипу и уровню NK-активности существенно 
отличаются от МЛПК тех же пациентов. Исходя 
из полученных данных, они являются преиму-
щественно СD3+Т-лимфоцитами, но в отличие 
от мононуклеаров периферической крови актив-
но экспрессируют на своей поверхности антиге-
ны натуральных киллеров (СD57), а также метят-
ся как CD3+/CD16+ клетки. 

Морфологически популяция МЛ пораженной 
метастазами печени, особенно в паратуморальных 
областях, состоит в основном из размножающих-
ся молодых и синтетически активных клеток лим-
фоидного ряда, что свидетельствует о процессах 
бласттрансформации, дифференцировки и акти-
вации лимфоцитов, приводящих, по-видимому, 
к формированию субпопуляции NKT-клеток. Эта 
субпопуляция лимфоцитов характеризуется высо-
кой NK-активностью, повышенной экспрессией 
молекул адгезии (что обеспечивает их фиксацию 
в области поражения и взаимодействие с антиген-
презентирующими дендритными и с опухолевыми 
клетками), увеличенным количеством активаци-
онных антигенов на поверхности. Данные лимфо-
циты обладают достоверно большей цитотоксиче-
ской активностью по отношению к аутологичным 
опухолевым клеткам, чем лимфоциты перифери-
ческой крови больных. 

Образование опухолевого узла в пече-
ни у мышей так же, как и у онкологических 
больных, вызывает инфильтрацию паренхи-
мы мононуклеарными лейкоцитами. Они об-
ладают не только значительным уровнем 
спонтанной NK-активности при испытании  
на NK-чувствительной линии YАС-1, но и более 

Таблица 4. уРовень иммуноциТохимических Реакций в печени онкологических больных  
и мышей Cва с пРивиТой опухолью

Уровень реакции

Маркеры

Объекты

АФП CD3

ОЛА-LCA-
DAKO 
(клоны 
2B11  

и PD7126)

TdT CD15
CD10 

(CALLA-
«common»)

CD20 CD68 ВИМ Ki-67 BCL-2

Печень человека ++ + + + ++ + – + ++ + –
Печень мыши ++ + ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ –
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Рисунок 4. цитофлюорограммы, характеризующие экспрессию поверхностных молекул CD3 (FITC),  
NK (Ре) мононуклеарных лейкоцитов (мнл), выделенных из печени (а-в) и селезенки (г, д) мышей с опухолевым 
имплантатом сао-1, представленные в режиме «DotPlot»
примечание. а – распределение МНЛ печени. б – распределение МНЛ печени при двойном прижизненном окрашивании 
(CD3/NK) в регионе R2. в – распределение МНЛ печени (CD3/NK) при двойном прижизненном окрашивании в регионе R1. 
г – распределение МНЛ селезенки. Д – распределение МНЛ селезенки при двойном прижизненном окрашивании (CD3/NK).
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высоким цитоксическим потенциалом по от-
ношению к аутологичным опухолевым клет-
кам, чем лимфоциты селезенки. Данные клетки  
практически не обнаруживаются в печени ин-
тактных животных. Проведение исследования 
свидетельствует о том, что инфильтрация парен-
химы печени лимфоцитами на фоне опухолевого 
роста является реакцией местного иммунитета 
на злокачественно трансформированные клет-
ки. Согласно литературным данным, эти лим-
фоидные элементы по иммунофенотипу могут 
быть отнесены к NKT, поскольку одновременно 
экспрессируют на своей поверхности маркеры  
Т- и NK-клеток. Аналогичные результаты полу-
чены при исследовании лимфоидных инфильтра-
тов печени больных вирусным гепатитом В и С.

Таким образом, лимфоциты, вероятно, ре-
крутируются в печень при метастатическом 
опухолевом процессе и поражении вирусом, 
формируя основную часть лейкоцитарных ин-
фильтратов, наиболее распространенных у экс-
периментальных мышей с имплантированной 
опухолью и в паратуморальных областях у онко-
логических больных, а также при наиболее вы-
сокой активности вирусного гепатита. Они пред-
ставлены большим количеством активированных 
пролиферирующих и дифференцирующихся кле-
ток, несущих антигены и натуральных киллеров, 
и Т-лимфоцитов и обладающих высоким уров-
нем киллерной активности как по отношению  
к NK-чувствительным, так и аутологичным лини-
ям опухолевых клеток. Следовательно, результаты 
проведенных исследований подтверждают лите-
ратурные данные о наличии в пораженной виру-
сом гепатита или опухолевым процессом печени 
человека и мышей с имплантированной опухолью 
особой субпопуляции лимфоцитов – NKT-клеток 
[5, 6, 10, 12, 13]. Полученные данные о функцио-
нальных свойствах данных клеток могут быть ис-
пользованы для разработки методов иммунотера-
пии вирусных и осложненных метастазированием 
в печень онкологических заболеваний. 
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Б

Рисунок 1. Мононуклеарные лейкоциты (МЛ) во взвеси клеток, взятых из параметастатического  
и метастатического участков печени онкологических больных
Примечание. А – микрофотография МЛ в мазках взвеси клеток из параметастической области печени 
онкологического больного; окр. азуром II-эозином по Романовскому–Гимза; ок. 10, об. 90.  
Б – микрофотография пиронинофильных лимфоцитов, бластных форм и дендритных клеток в мазках 
взвеси клеток из метаза печени онкологического больного; окр. метиловым зеленым-пиронином по Браше; 
ок. 10, об. 40.
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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «НАТУРАЛЬНЫЕ КИЛЛЕРЫ Т-КЛЕТКИ ЛЕЙКОЦИТАРНЫХ ИНФИЛЬТРАТОВ ПЕЧЕНИ 
БОЛЬНЫХ С ОПУХОЛЕВЫМ ПРОЦЕССОМ И ВИРУСНЫМ ГЕПАТИТОМ» (АВТОРЫ: ЛЕБЕДИНСКАЯ О.В., 
КАБАНОВСКАЯ И.Н., АХМАТОВА Н.К., ЛЕБЕДИНСКАЯ Е.А., ЛАЗАРЕВА А.В., КИСЕЛЕВСКИЙ М.В.) (с. 29-40)


