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Проведено исследование содержания субпопуляций NK- и NKT-клеток в периферической крови 
у 123 больных хроническим лимфолейкозом. Количественное содержание NK- и NKT-клеток оценивали ме-
тодом проточной цитометрии. Установлено снижение уровня исследуемых субпопуляций NK-клеток у всех 
пациентов с впервые выявленным хроническим лимфолейкозом по сравнению со здоровыми лицами. Пока-
зано, что наиболее высокое количество NK- и NKT-клеток наблюдается у пациентов со стадией А, в период 
ремиссии заболевания и у больных с «застывшей» формой хронического лимфолейкоза. Наиболее низкие 
показатели NK- и NKT-клеток свойственны пациентам с продвинутыми стадиями и прогрессирующим 
течением хронического лимфолейкоза, а также с рецидивом заболевания. Выявлена взаимосвязь уровня 
NK-клеток с некоторыми иммунологическими параметрами. Результаты исследования позволяют использо-
вать NK- и NKT-клетки в качестве дополнительного критерия прогноза хронического лимфолейкоза.
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The investigation of the content of subpopulations of NK-and NKT-cells in peripheral blood was researched 
among 123 patients with chronic lymphocytic leukemia. The quantitative content of NK-and NKT-cells was assessed 
with fl ow cytometry. A reduction in the level of the researched subpopulations of NK-cells has found out among all 
patients with newly diagnosed chronic lymphocytic leukemia compared with healthy individuals. It is shown that 
the highest number of NK-and NKT-cells was observed in patients with stage A disease in remission and in patients 
with the smoldering form of chronic lymphocytic leukemia. The lowest rates of NK-and NKT-cells are characteristic 
of patients with advanced and progressive course of chronic lymphocytic leukemia, and the relapse of disease. The 
interrelation of the level of NK-cells, with some immunological parameters was revealed. The results of the study 
allow to use NK-and NKT-cells as an additional criterion for the prognosis of chronic lymphocytic leukemia.
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Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) – лим-
фопролиферативное заболевание, субстра-
том которого является клон морфологически 
зрелых лимфоцитов с иммунофенотипом, 
соответствующим В-лимфоцитам поздних 
стадий дифференцировки [3]. Клиническое 
течение ХЛЛ крайне гетерогенно.

Как показывает практика, стратифика-
ция больных ХЛЛ непроста и нуждается 
в совершенствовании. Вместе с тем на се-
годняшний день в распоряжении врачей 
имеются, по крайне мере, две взаимодо-
полняющие классификации, позволяющие 
разделить больных в зависимости от стадии 
опухолевого процесса. Одна из них пред-
ложена в 1975 г. K. Rai [7] и активно ис-
пользуется в США. Вторая была опублико-
вана J. Binet в 1981 г. [9] и общепризнанна 
в Европе и в нашей стране. В обеих клас-
сификациях используется один и тот же 
принцип стадийности ХЛЛ и учитывается 
степень риска прогрессирования лейкоза, 
тесно связанная с продолжительностью 
жизни больных. В основе этих классифика-

ций лежит величина опухолевой массы, ко-
торая оценивается по уровню лейкоцитоза, 
лимфоцитоза, размеров лимфатических уз-
лов и степени увеличения размеров печени 
и селезенки. Кроме того, учитывается факт 
наличия анемии или тромбоцитопении. Та 
и другая классификации с определенной 
долей вероятности предсказывают прогноз 
заболевания и ориентирует врача на выбор 
наиболее рациональной терапии. Больные 
со стадией А по J. Binet или 0-I по K. Rai 
в 15–25 % случаев, как правило, долгие 
годы (7–20 лет) не нуждаются в терапии до 
момента появления признаков прогресси-
рования болезни. Однако не менее 40–50 % 
пациентов имеют короткую выживаемость, 
свободную от лечения, и требуют неотлож-
ного назначения лечебных мероприятий. 
Болезнь быстро прогрессирует и проходит 
всего 2–4 года с момента установления 
диагноза до смерти больного, несмотря на 
интенсивную терапию. У других больных 
болезнь характеризуется вялотекущим те-
чением, необходимость в терапии возника-



58

FUNDAMENTAL RESEARCH    №4, 2012

MEDICAL SCIENCES

ет в ближайшие 3–5 лет от момента поста-
новки диагноза. Медиана выживаемости 
больных со стадией А составляет 10 лет, 
со стадией В – 5 лет, со стадией С – 2 года. 
Прогностическое значение каждой ста-
дии неодинаково и используемые системы 
стадирования, к сожалению, не различают 
быстропрогрессирующую и индолентную 
формы ХЛЛ. Особенно неоднородна груп-
па больных, имеющая стадию А. Именно 
в этой группе для выделения пациентов вы-
сокого риска необходимы дополнительные 
факторы прогноза.

Известно, что злокачественный рост во 
многом обусловлен взаимодействием опу-
холи с иммунокомпетентными клетками. 
Особенностью ХЛЛ является непосред-
ственное вовлечение в опухолевый про-
цесс клеток иммунной системы. Данные 
литературы и наши собственные наблю-
дения указывают на разнообразные нару-
шения иммунного ответа у больных ХЛЛ. 
Исследования последних лет демонстри-
руют изменения физиологической актив-
ности важнейших эффекторных клеток не 
только системы адаптивного иммуните-
та – CD3+CD4+ Т-хелперов, CD3+CD8+ ци-
тотоксических Т-лимфоцитов, но и систе-
мы естественной резистентности организ-
ма – натуральных киллерных клеток 
(NK- и NKT-клеток) [2, 5, 10, 14].

Естественные киллеры относятся 
к большим гранулярным лимфоцитам. Они 
обладают уникальной способностью бы-
стро и без предварительной иммунизации 
лизировать клетки-мишени, инфицирован-
ные вирусами и другими внутриклеточны-
ми агентами, а также мутировавшие клет-
ки, независимо от антител и комплемента 
[1, 4, 6, 8]. NK- и NKT-клетки признаны фак-
торами, определяющими вариабельность 
противоопухолевого иммунитета [4, 11, 13]. 
Несмотря на возрастающий интерес к осо-
бенностям функциональной активности 
NK-и NKT-клеток и их участию в противо-
опухолевом иммунитете, в настоящее время 
количество и динамика этих минорных суб-
популяций лимфоцитов у онкогематологи-
ческих больных изучены недостаточно.

Целью настоящей работы явилась 
оценка содержания NK- и NKT-клеток 
у больных ХЛЛ в зависимости от стадии, 
варианта течения заболевания и определе-
ние их прогностического значения.

Материалы и методы исследования
В исследование включено 123 больных ХЛЛ, из 

них – 76 (62 %) мужчин и 47 (38 %) женщин. Возраст 
обследуемых колебался от 35 до 82 лет (медиана – 
59,5 лет).

Диагноз заболевания верифицирован соглас-
но общепринятым критериям, включавшим данные 

клинического анализа крови, иммунофенотипирова-
ния лимфоидных элементов периферической крови 
и костного мозга, миелограммы пунктата грудины, 
гистологического исследования биоптата лимфати-
ческого узла и трепанобиоптата подвздошной кости 
с иммуногистохимией [12]. Кроме того, проводились 
ЭХО-кардиоскопия, рентгенография органов грудной 
клетки, УЗИ или компьютерная томография органов 
брюшной полости и забрюшинного пространства. 
Определение стадии заболевания проводилось соот-
ветственно классификации J. Binet.

У 72 (59 %) больных заболевание было диагно-
стировано впервые, из них у 48 (67 %) пациентов 
установлена стадия А, у 24 (33 %) больных – стадия 
В или С. Среди обследованных больных 27 (22 %) 
имели ремиссию заболевания, у 24 (19 %) пациентов 
наблюдался рецидив ХЛЛ. Группу сравнения соста-
вили 100 первичных доноров крови.

Материалом при определении иммунофенотипа 
лимфоцитов служила мононуклеарная фракция пе-
риферической крови. Определение иммунофенотипа 
лимфоидных элементов проводили на проточном ци-
тометре «Epics XL» (Beckman Coulter, Miami, Florida) 
с использованием специфических моноклональных 
антител («DAKO», Дания). Оценивали относительное 
содержание следующих популяций клеток: зрелых 
Т-лимфоцитов (CD3+CD19–), Т-хелперов (CD3+CD4+), 
цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+), 
В-лимфоцитов (CD19+CD3–), а также NK-клеток (CD3-

CD16/56+) и NKT-клеток (CD3–CD16/56+). Клетки 
опухолевого клона определяли по экспрессии анти-
генов CD19+, CD5+, CD23+, слабой экспрессии CD20 
и CD79b, отсутствию CD10 и FMC7, а также рестрик-
ции легких цепей иммуноглобулинов – κ или λ.

При анализе полученных данных использовали 
метод сравнения выборок (U-критерий Манна-Уит-
ни) и корреляционный анализ (коэффициент кор-
реляции Спирмена). Нормальность распределения 
количественных показателей определяли с помощью 
критерия Колмогорова-Смирнова. В связи с тем, что 
распределение изучаемых параметров отличалось от 
нормального, результаты представлены в виде медиа-
ны и интерквартильного размаха (25 и 75 % проценте-
ли). Критический уровень значимости при проверке 
статистических гипотез принимали равным 0,05. Об-
работку данных проводили с использованием стати-
стической программы STATISTICA (версия 6.1).

Результаты исследования 
и их обсуждение

При исследовании субпопуляционно-
го состава лимфоцитов периферической 
крови установлено, что относительное со-
держание естественных киллерных кле-
ток у пациентов с впервые выявленным 
ХЛЛ, независимо от стадии заболевания, 
было в 2,3 раза ниже, чем у здоровых лиц. 
В контрольной группе медиана уровня 
NK-клеток в периферической крови соста-
вила 12,4 % (9,0–17,1), тогда как у больных 
ХЛЛ – 5,3 % (3,8–7,2). Наблюдавшиеся 
различия оказались статистически значи-
мыми (р < 0,001). Минимальное количе-
ство NK-клеток у больных ХЛЛ равнялось 
1,2 %, максимальное значение достигало 
18,1 %.
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Изменения относительного содержа-
ния NKT-клеток в периферической крови 
у больных ХЛЛ были аналогичны име-
ющимся изменениям уровня NK-клеток. 
Так, в группе здоровых доноров медиана 
содержания NKT-клеток составила 5,2 % 
(4,6–6,0). У больных с впервые выявлен-
ным ХЛЛ медиана количества этих кле-
ток оказалась ниже, чем в группе контроля 
и равнялась 2,7 % (1,6–4,2), (р < 0,001).

На первом этапе данной работы была 
проведена оценка содержания NK- и NKT-
клеток в зависимости от стадии ХЛЛ. У па-
циентов с продвинутыми стадиями заболе-
вания (В и С по Binet) наблюдалось более 
значительное снижение количества NK- 
и NKT-клеток по сравнению с больными, 
имеющими стадию А (табл. 1). Известно, 
что естественные киллерные клетки играют 
основную роль в распознавании и уничтоже-
нии опухолевых клеток. Вероятно, более низ-
кое количество NK- и NKT-клеток у больных 
со стадиями В и С не способно сдерживать 
прогрессирование опухолевого процесса.

Таблица 1
Относительное содержание NK- 
и NKT-клеток у больных ХЛЛ 

в зависимости от стадии заболевания

Показатель
Стадии заболевания 

рА (n = 48) B и C 
(n = 24)

NK-клетки, 
% 6,0 (4,1–7,6) 4,0 (2,8–5,3) 0,001

NKT-клетки, 
% 3,7 (2,6–4,6) 1,4 (0,9–1,8) < 0,001

Особое внимание было обращено на то, 
что у пациентов, имеющих стадию А ХЛЛ, 
содержание NK- и NKT-клеток колебалось 

в значительных пределах: от нормального 
до очень низкого. В связи с этим представля-
ло интерес изучить уровень NK- и NKT-кле-
ток у больных данной группы в зависимо-
сти от варианта течения заболевания. По ха-
рактеру течения ХЛЛ все больные со стади-
ей А были разделены на 3 группы. Первую 
группу составили 12 (25 %) пациентов с «за-
стывшей» формой ХЛЛ. Во вторую группу 
вошли 16 (33 %) больных с индолентным 
течением заболевания. В третью группу – 
20 (42 %) пациентов с прогрессирующим те-
чением ХЛЛ. Формирование групп больных 
проводили ретроспективно. «Застывшая» 
форма ХЛЛ характеризовалась минималь-
но выраженными признаками заболевания, 
которые в течение длительного времени 
оставались стабильными, больные не нуж-
дались в терапии на протяжении 10 и более 
лет. Индолентное течение заболевания кон-
статировали спустя 2 года с момента поста-
новки диагноза. У этих больных на протя-
жении 24 мес. не наблюдалось нарастания 
лейкоцитоза, абсолютного лимфоцитоза. 
Лимфоузлы, печень и селезенка оставались 
нормальных размеров. Необходимость на-
значения химиотерапии возникла в среднем 
через 42 мес. При прогрессирующем те-
чении ХЛЛ удвоение числа лимфоцитов, 
увеличение размеров лимфатических уз-
лов, селезенки и печени, развитие анемии 
и тромбоцитопении отмечалось в ближай-
шие 24 мес. от момента постановки диа-
гноза. Показания для базисной терапии по-
явились в среднем через 9,8 мес. Результаты 
исследования естественных киллеров по-
казали, что у больных с прогрессирующим 
течением ХЛЛ уровень NK- и NKT-клеток 
был достоверно ниже, чем у пациентов с ин-
долентным течением заболевания и с «за-
стывшей» формой ХЛЛ (табл. 2).

Таблица 2
Уровни NK и NKT-клеток у больных ХЛЛ со стадией А в зависимости 

от варианта течения заболевания

Показатель Вариант течения ХЛЛ рпрогрессирующее (n = 20) индолентное (n = 16) застывшее (n = 12)

NK-клетки, % 3,9 (2,7–4,4) 6,7 (5,9–7,3) 8,8 (7,6–10,0)
р1-2 = 0,0014

р1-3 < 0,001

NKT-клетки, % 2,5 (1,9–3,5) 4,2 (3,5–4,6) 5,0 (4,3–5,5)
р1-2 = 0,002

р1-3 < 0,001

При изучении естественных киллерных 
клеток у больных ХЛЛ в зависимости от 
этапа заболевания выявлено, что наиболее 
выраженное снижение уровня NK-клеток 
наблюдалось у больных с рецидивом забо-
левания (рис. 1). Их количество в этой груп-

пе пациентов было в 6,5 раза ниже нормаль-
ных показателей (1,9 % (1,5–2,4) и 12,4 % 
(9,0–17,1); р < 0,001) и почти в 3 раза ниже 
аналогичного значения в группе больных 
с впервые диагностированным ХЛЛ (1,9 % 
(1,5–2,4) и 5,3 % (3,8–7,2); р < 0,001). В то 
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же время у пациентов, достигших ремис-
сии заболевания, уровень NK-клеток в 7 раз 
превышал этот же показатель у больных 
с рецидивом ХЛЛ (13,2 % (9,8–15,2) и 1,9 % 
(1,5–2,3); р < 0,001) и в 2,5 раза – значение 

у первичных больных (13,2 % (9,8–15,2) 
и 5,3 % (3,8–7,2); р = 0,004). При этом 
у подавляющего большинства пациентов 
(в 78 % случаев) данной группы содержание 
NK-клеток не отличалось от нормы.

Рис. 1. Относительное содержание NK-клеток в периферической крови у больных ХЛЛ 
в зависимости от этапа заболевания

Рис. 2. Относительное содержание NKT-клеток в периферической крови у больных ХЛЛ 
в зависимости от этапа заболевания

У больных с рецидивом заболевания 
количество NKT-клеток также было досто-
верно ниже, чем в группе контроля, и рав-
нялось 0,7 % (0,4–0,8) (р < 0,001). У паци-

ентов в ремиссии процентное содержание 
NKT-клеток было выше значений здоро-
вых лиц (10,2 % (8,6–11,2) и 5,2 % (4,6–6,0); 
р < 0,001) (рис. 2).

При анализе взаимосвязи количества 
NK-клеток у больных ХЛЛ с некоторыми 
иммунологическими параметрами уста-
новлена положительная корреляция между 

содержанием естественных киллеров и от-
носительным количеством CD3+CD19- зре-
лых Т-лимфоцитов (r = +0,46; р < 0,001), 
CD3+CD4+ Т-хелперов (r = +0,57; р < 0,001), 
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CD3+CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов 
(r = +0,31; р = 0,048) в периферической 
крови. Кроме того, наблюдалась ассоци-
ация количества NK-клеток с уровнем 
IgG (r = +0,69; р < 0,001), IgA (r = +0,38; 
р = 0,02) и IgM (r = +0,50; р = 0,01) в сы-
воротке крови, а также с фагоцитарной 
активностью нейтрофилов (r = +0,49; 
р = 0,01). Наряду с этим обнаружена отри-
цательная корреляция между относитель-
ным содержанием NK-клеток и числом 
лейкоцитов (r = –0,42; р = 0,001), процент-
ным количеством лимфоцитов в перифери-
ческой крови (r = –0,43; р = 0,001), а также 
с CD3–CD19+ В-лимфоцитов (r = –0,54; 
р < 0,001), что указывает на зависимость 
размеров опухолевой массы от уровня NK-
клеток. Следует подчеркнуть, что содержа-
ние NK-клеток у больных ХЛЛ, как и дру-
гие факторы иммунного ответа, отражало 
особенности течения заболевания. Так, 
прогрессирующее течение ХЛЛ характе-
ризовалось наличием большой опухоле-
вой массы и резким снижением количества 
естественных киллерных клеток. В то же 
время для индолентного течения заболева-
ния было свойственно менее выраженное 
снижение NK- и NKT-клеток и были менее 
выражены такие признаки заболевания, 
как абсолютный лимфоцитоз, органомега-
лия и лимфаденопатия.

Заключение
Таким образом, результаты проведенно-

го исследования свидетельствуют о сниже-
нии уровня NK- и NKT-клеток у больных 
с впервые выявленным ХЛЛ по сравнению 
со здоровыми лицами. Снижение количе-
ства NK- и NKT-клеток у больных ХЛЛ 
указывает на нарушение противоопухоле-
вого иммунитета, степень угнетения кото-
рого зависит от стадии и варианта течения 
заболевания. Наиболее высокое количе-
ство NK- и NKT-клеток наблюдается у па-
циентов со стадией А, в период ремиссии 
заболевания и у больных с «застывшей» 
формой ХЛЛ. Наиболее низкие показатели 
NK- и NKT-клеток свойственны пациен-
там с продвинутыми стадиями и прогрес-
сирующим течением ХЛЛ, а также с реци-
дивом заболевания. Учитывая зависимость 
содержания естественных киллерных кле-
ток от стадии опухолевого процесса и их 
влияние на характер течения заболевания, 
определение уровня важнейших актива-
торов противоопухолевого иммунитета – 
NK- и NKT-клеток – следует использовать 
в качестве дополнительного критерия про-
гноза ХЛЛ.
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