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Патогенез колоректального рака (КРР) тесно связан с развитием противоопухо-
левого иммунного ответа. Важная роль в регуляции иммунного ответа отводится 
регуляторным Т-клеткам (Treg), которые могут препятствовать эффективному рас-
познаванию и элиминации клеток опухоли. Целью работы было исследование со-
держания периферических CD8+ и CD4+ Treg-клеток на разных стадиях КРР. Анализ 
экспрессии мембранных и внутриклеточных маркеров осуществляли методом мно-
гоцветной проточной цитометрии. У пациентов с КРР наблюдалось накопление пе-
риферических CD8+ и CD4+ Тreg-лимфоцитов на всех стадиях КРР. Наряду с этим 
происходило достоверное снижение числа активированных Т-хелперов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: колоректальный рак; CD8; FOXP3; Treg-клетки; иммуносу-
прессия; лимфоциты.
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The pathogenesis of colorectal cancer (CRC) is closely associated with the development 
of antitumor immune response. An important role in the regulation of the immune re-
sponse belongs to regulatory T cells (Treg), which may interfere with effective recognition 
and elimination of tumor cells. The aim of this study was to investigate the stage-specific 
content of peripheral CD8+ Treg cells in patients with CRC. The expression of membrane 
and intracellular markers was analyzed by multicolor flow cytometry. Patients with CRC 
exhibited an accumulation of peripheral CD8+ and CD4+ Treg lymphocytes at all stages 
of the disease. Along with this, there was a significant decrease in the number of activated 
T-helpers.
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cytes.

Введение

Колоректальный рак (КРР) – одна из распро-
страненных форм злокачественных заболева-

ний. В 2018 году в мире было зарегистриро-
вано свыше 1,8 миллиона случаев первичного 
КРР, 881 000 из которых оказались летальными. 
В целом КРР занимает третье место по заболе-
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ваемости и второе по смертности [Bray et al., 
2018].

Развитие КРР связано с инфильтрацией 
опухоли клетками иммунной системы [Salama 
et al., 2009; Nosho et al., 2010]. В частности, ряд 
исследований демонстрируют, что усиление 
инфильтрации Т-клетками, экспрессирующими 
маркеры CD8+ и CD45RO+, коррелирует с бла-
гоприятным прогнозом течения КРР. В этом 
случае высокое содержание в опухоли CD8+ 
и CD45RO+ Т-клеток тесно связано с низким ин-
вазивным потенциалом злокачественной опу-
холи, ранней стадией заболевания и лучшей 
выживаемостью пациентов [Galon et al., 2006; 
Vlad et al., 2015].

Роль регуляторных Т-клеток (Тreg) в па-
тологии КРР до сих пор обсуждается и четко 
не определена. Исследования показали, что 
Treg-клетки человека фенотипически и функ-
ционально разнообразны, что позволяет 
разделить их на ряд субпопуляций [Sakagu-
chi et al., 2010; Byrne et al., 2011; Yoshii et al., 
2012]. FOXP3 (forkhead box P3) экспресси-
рующие Treg, как правило, подразделяются 
на CD4+CD25+ естественные Treg, развиваю-
щиеся в тимусе, и индуцированные Treg, гене-
рируемые на периферии [Zhang et al., 2015]. 
Высокое содержание опухоль-инфильтриру-
ющих Treg-клеток при КРР ассоциировано с 
плохим клиническим прогнозом и низкой вы-
живаемостью пациентов [Terme et al., 2013]. 
Высокое содержание инфильтрирующих опу-
холь FOXP3+ Treg-клеток обеспечивает супрес-
сию Т-лимфоцитов, специфичных к антигенам 
опухоли. Таким образом, в случае преобла-
дания Treg-клеток происходит ослабление 
противоопухолевого иммунного ответа [Betts 
et al., 2012]. Между тем выделяют FOXP3– Treg-
клетки, к которым относят Tr1, Th3, CD8+CD28+/– 
и Qa1-рестриктированные T-клетки [Zhang et al.,  
2015].

Несмотря на то что CD8+ регулятор-
ные Т-клетки (CD8+ Treg) были открыты 
в 1970 году, до сих пор остается спорной их 
роль в иммунном ответе. Считается, что CD8+ 
Treg, как и CD4+FOXP3+ Treg-клетки, оказыва-
ют иммуносупрессорное действие [Yu et al.,  
2018].

Учитывая текущее состояние проблемы, 
изучение функционирования Treg-клеток 
у пациентов с КРР является важным для де-
тального изучения патогенеза заболевания 
и создания более эффективных подходов 
к иммунотерапии. Целью работы было ис-
следование содержания периферических 
CD8+ и CD4+ Treg-клеток на разных стадиях  
КРР.

Материалы и методы

В ходе работы проведен анализ 35 образ-
цов периферической крови пациентов с КРР 
(средний возраст 66 ± 10,5 года) и 46 здоровых 
доноров (средний возраст 57,7 ± 20,1 года). 
В исследование были включены пациенты обо-
их полов в возрасте 18–70 лет с установлен-
ным, на основе морфологических, клинических 
и эндоскопических методов исследования, ди-
агнозом «колоректальный рак». Критериями 
исключения послужили иные формы новообра-
зований и иммуновоспалительных заболеваний 
в анамнезе. Пациенты были разделены на две 
группы (по стадиям КРР): в первую вошли лица 
с I и II стадиями, во вторую – с III и IV стадиями.

Забор крови для лабораторного анализа 
осуществлялся из локтевой вены натощак и, 
в случаях с КРР, до начала терапии. Для взя-
тия материала использовали стандартные ва-
куумные пробирки с антикоагулянтом ЭДТА-К3 
(4 мл). Экспрессию молекул клетками анали-
зировали на проточном цитометре Cytomics 
FC500 (Beckman Coulter, США) с добавлением 
моноклональных антител к CD4, CD8, CD25, 
FOXP3 и соответствующих изотипических 
контролей. Сначала проводили окрашивание 
клеток цельной крови моноклональными анти-
телами к поверхностным антигенам, а после 
использовали протокол для внутриклеточно-
го окрашивания FOXP3. Для внутриклеточного 
окрашивания предварительно выделяли мо-
нонуклеары крови на градиенте плотности фи-
колла (1,077 г/мл), а затем применяли набор 
буферов с возможностью фиксации и перме-
абилизации клеток производства eBioscience  
(США).

Статистическую обработку массива данных 
проводили в пакете программ Statistica 6.0. До-
стоверность различия между группами рассчи-
тывали с применением критерия Манна – Уит-
ни (уровень значимости р < 0,05). Полученные 
данные представлены в виде M ± SD.

Исследование выполнено на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук».

Результаты и обсуждение

В настоящее время используются различ-
ные маркеры для идентификации Тreg-клеток. 
Как правило, применяют CD25, CD39, CD73, 
CD127 и FOXP3. Среди них ключевым марке-
ром является FOXP3, экспрессия и функции 
которого тесно связаны с функциональной ак-
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тивностью Тreg-клеток. Известно, что FOXP3 
экспрессируется как в CD4+CD25+ T-клетках, 
так и в CD8+ T-клетках [Yu et al., 2018]. В ра-
боте был проведен анализ количества Treg-
клеток с фенотипами CD8+FOXP3+, CD4+FOXP3+ 
и CD4+CD25+. Полученные данные представле-
ны в таблице.

При прогрессировании КРР были установ-
лены значительные изменения в популяцион-
ном составе Treg-клеток. Наиболее высокий 
уровень CD8+ Т-клеток, экспрессирующих мар-
кер FOXP3, отмечался в периферической кро-
ви больных КРР на III–IV стадии заболевания 
(табл.). Также было отмечено снижение числа 
активированных CD4+CD25+ Т-хелперов на всех 
стадиях онкогенеза. Показано сокращение чи-
сленности CD4+CD25+ в 1,5 раза на поздних ста-
диях по сравнению с контролем (табл.). Вместе 
с тем по мере прогрессирования КРР наблю-
даются значительные колебания в содержании 
CD4+FOXP3+ Treg-клеток. На ранних стадиях за-
болевания (I–II) число CD4+FOXP3+ клеток было 
выше по сравнению с контролем и составило 
6,88 ± 2,02 %, а по мере прогрессирования (III–
IV стадия) – 5,20 ± 2,33 % против 4,52 ± 1,70 % 
в контроле (р < 0,05) (табл.).

Противоопухолевый иммунитет – многоком-
понентный процесс, основанный на взаимо-
действии звеньев адаптивного и врожденного 
иммунитета, включая множество типов клеток 
и их продуктов. Патогенез онкозаболеваний, 
в том числе КРР, сопровождается дисбалан-
сом основных субпопуляций лимфоцитов [Кит 
и др., 2012]. Важную роль в регуляции иммун-
ных функций играют Treg-клетки. Было показа-
но, что CD8+ Treg-клетки пациентов с КРР на-
ряду с детально изученными CD4+ Тreg также 
способны эффективно подавлять пролифера-
цию T-клеток и секрецию Th1-цитокинов in vi‑
tro [Chaput et al., 2009; Ward-Hartstonge, Kemp, 
2017].

По полученным данным, при КРР происхо-
дит значительное увеличение доли CD8+ Тreg-
клеток на всех стадиях развития КРР, в особен-
ности на III и IV стадиях (табл.). Число CD4+ Treg 
было повышенным на начальных этапах разви-
тия КРР, после чего наблюдался спад в содер-
жании клеток данного фенотипа. Вероятнее 
всего, подобные изменения связаны с тем, что 
CD4+ Treg играют более важную роль на ранних 
стадиях развития опухоли, в то время как CD8+ 

Treg – на более поздних [Elpek et al., 2007].
В настоящее время доказано, что Treg-

клетки принимают непосредственное учас-
тие в механизмах канцерогенеза [Schott et al., 
2010; Watanabe et al., 2010; Zhang et al., 2015; 
Чуров и др., 2019]. Увеличение содержания 
Treg-клеток в периферической крови и ткани 
опухоли ряд авторов связывают с неблагопри-
ятным прогнозом для больных со злокачест-
венными новообразованиями различной ло-
кализации [Schott et al., 2010; Watanabe et al., 
2010]. В то же время имеются сведения, указы-
вающие на благоприятный прогноз у онкологи-
ческих больных при высоком содержании опу-
холь-инфильтрирующих CD8+ Treg-клеток [Yu 
et al., 2018].

В работе продемонстрировано изменение 
Т-клеточного состава в периферической крови 
пациентов с КРР, которое выражается в сниже-
нии числа активированных CD4+CD25+ Т-хел-
перов и увеличении содержания CD4+CD25+ 

FOXP3+ и CD8+CD25+FOXP3+ Тreg-клеток, что 
свидетельствует о развитии системной имму-
носупрессии у больных КРР.

Заключение

Полученные данные показывают, что при 
КРР происходит значительное изменение ба-
ланса субпопуляций регуляторных клеток. 
Нами выявлено повышенное содержание попу-

Содержание Тreg-клеток у здоровых доноров и у больных КРР на разных стадиях заболевания (% от CD4+ 

Т-клеток)
The content of Treg-cells in the healthy donors and in patients with CRC at different stages of the disease (% of CD4+ 
Т cells)

Фракция
Fraction

Здоровые доноры
Healthy donors

Больные КРР
Patients with CRC

I–II стадии
Stage I–II

III–IV стадии
Stage III–IV

CD4+CD25+ 20,92 ± 8,7 18,28 ± 8,61* 13,85 ± 4,46*
CD4+CD25+FOXP3+ 4,52 ± 1,7 6,88 ± 2,02* 5,20 ± 2,33*
CD8+CD25+FOXP3+ 0,32 ± 0,2 0,94 ± 0,54* 1,42 ± 0,88*

Примечание. *Различия достоверны по сравнению с контролем; КРР – колоректальный рак; данные представлены в виде 
М ± SD (где М – среднее значение выборки, SD – стандартное отклонение).
Note. *The differences are significant compared with the control; CRC – colorectal cancer; the data are presented in the form M ± SD 
(where M is the mean and SD is the standard deviation).
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ляций CD8+ и CD4+ Treg-клеток, экспрессирую-
щих транскрипционный фактор FOXP3 у боль-
ных КРР на ранних и поздних стадиях заболе-
вания. Отмечена тенденция к снижению числа 
CD4+CD25+ активированных Т-хелперов.

В целом эти данные свидетельствуют 
об увеличении уровня иммунной супрессии 
при КРР. Для детального понимания роли раз-
личных субпопуляций Treg-клеток в патоге-
незе КРР требуется проведение дальнейших 
исследований, направленных на изучение 
функциональной роли и молекулярных меха-
низмов супрессорной активности Treg-клеток, 
а также поиск маркеров для идентификации 
Treg-клеток с целью разработки подходов к их 
практическому использованию в клинических  
целях.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0083).
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