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ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ NK-КЛЕТКАМИ 
КОСТНОГО МОЗГА БОЛЬНЫХ РАКОМ 

МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ И БИОЛОГИЧЕСКИМИ 
ОСОБЕННОСТЯМИ ОПУХОЛИ И ЭРИТРОПОЭЗОМ

В.А. Мкртчян, И.К. Воротников, О.А. Чернышева, А.Д. Палладина, Н.Н. Тупицын
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» 

Минздрава России, Москва

Цель исследования. Целью работы явилось изучение NK-клеток костного мозга больных раком молочной железы 
и особенностей эритропоэза у этих больных.
Материалы и методы. В работе представлены данные о составе клеток врожденного иммунитета в костном 
мозге 64 больных операбельным раком молочной железы, а также 10 женщин с доброкачественными процессами 
в молочной железе. 
Результаты. Достоверных различий в составе клеток врожденного иммунитета у больных раком в сравнении 
с группой пациенток с доброкачественными процессами не установлено. У больных раком молочной железы 
с низким уровнем пролиферативной активности опухоли Ki-67 (менее 20%) уровни NK-клеток (CD56+CD3- 
и CD16+CD3-) в костном мозге были достоверно более высокими, чем у больных с высоким индексом пролиферации 
опухолевых клеток. Именно эти популяции NK-клеток были взаимосвязаны с нарушениями эритропоэза у больных 
раком молочной железы и были достоверно более высокими в случаях сниженного содержания базофильных 
и полихроматофильных нормобластов. 
Заключение. В целом наши данные указывают на существование взаимосвязи между NK-клетками костного мозга 
и биологическими особенностями опухоли, а также особенностями гемопоэза у больных раком молочной железы. 
Ключевые слова: рак молочной железы, NK-клетки, эритропоэз.

BONE MARROW NK-CELLS IN BREAST CANCER PATIENTS ARE INTERDEPENDENT 
WITH BIOLOGICAL PECULIARITIES OF TUMOR AND PATIENT’S ERYTHROPOIESIS
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Objective of the study. The aim of the work was to study bone marrow NK cells of patients with breast cancer and the fea-
tures of erythropoiesis in these patients.
Materials and methods. In the article, we provide data of natural immunity cell content in bone marrow of 64 breast cancer 
patients and 10 women with non-malignant processes in breast. 
Results. There were no signifi cant differences in natural immunity cells between groups of patients with malignant and 
non-malignant processes in breast. NK-cell levels (CD56+CD3- and CD16+CD3-) in bone marrow were much higher in 
patients with low level of proliferative activity (Ki-67) of cancer cells than in a group of patients with high proliferative 
activity cancer cells. That NK-cell populations (CD56+CD3- and CD16+CD3-) were interdependent with the erythropo-
iesis disturbances in breast cancer patients and were signifi cantly higher in cases with reduced content of basophilic and 
polychromatophylic normoblasts.
Conclusion. In general, our data indicate the existence of relations between bone marrow NK-cells and biological peculi-
arities of tumor as well as erythropoiesis in breast cancer patients. 
Keywords: breast cancer, NK-cells, erythropoiesis.
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Введение
В последние годы наряду с традиционными 

исследованиями адаптивного иммунитета все 
большее внимание уделяется врожденному 
иммунитету, так как доказана важная роль 
этого звена противоопухолевой защиты. Роль 
врожденного иммунитета доказана при сарко-
мах [1, 2], раке желудка [3], меланоме и других 
опухолях. Ряд ведущих онкологов отводит 
ведущее место врожденному иммунитету при 
опухолях [4].

Клеточными лимфоидными эффекторами 
врожденного иммунитета являются NK-клетки, 
CD5+ В1-лимфоциты, продуцирующие есте-
ственные антитела, TCRγδ- лимфоциты. 

Специфическое распознавание опухолевых 
клеток антителами-эффекторами врожденного 
иммунитета, продуцируемыми В1-лим фо ци та-
ми, происходит при взаимодействии этих анти-
тел с опухоле-ассоциированными гликанами 
злокачественных клеток [5]. Описаны иммуно-
дефициты, основанные на недостаточности 
в сыворотке крови больных раком молочной 
железы (РМЖ) антител к опухоле-ас со ци иро-
ван ному гликану LeC [6]. В механизме действия 
NK-клеток важную роль играет утрата молекул 
HLA-I класса на раковых клетках в процессе 
опухолевой прогрессии [7].

Изучению особенностей иммунитета при 
РМЖ уделяется достаточно большое внима-
ние. Доказана роль интратуморальных лимфо-
цитов и, в частности, CD8+ клеток в прогнозе 
заболевания на ранних стадиях (N0) [7]. 
В костном мозге больных увеличено содержа-
ние ряда эффекторов противоопухолевого 
иммунитета [8].

Костный мозг является органом, в котором 
происходят генерация и созревание клеток 
врожденного и приобретенного иммунитета. 
Часть из них накапливается в костном мозге, 
и уровни, так же как и субпопуляционный 
состав этих клеток, при злокачественных опу-
холях имеют отличия от нормы. По нашим 
данным, как субпопуляционный состав клеток 
врожденного иммунитета в костном мозге, так 
и эритропоэз у больных злокачественными 
опухолями имеют ряд особенностей [9, 10]. 
Вместе с тем клеточные показатели врожден-

ного иммунитета в костном мозге больных 
РМЖ практически не изучались. Их исследова-
ние является, несомненно, актуальной задачей, 
так как позволит глубже понять иммунные 
механизмы контроля длительного персистиро-
вания диссеминированных опухолевых клеток 
в костном мозге этих больных. Это, в свою оче-
редь, может служить основанием для разработ-
ки методов воздействия на иммунную систему 
костного мозга с целью эрадикации диссеми-
нированных опухолевых клеток.

Материалы и методы
Исследование проведено у 64 больных опе-

рабельным РМЖ. Возраст женщин — от 28 до 
77 лет, медиана — 56 лет. В табл. 1 представ-
лено распределение больных по стадиям забо-
левания.

У всех больных проводилось морфологи-
ческое исследование костного мозга (миело-
грамма). 

Иммунологическое исследование субпопу-
ляций костного мозга проводили методом мно-
гоцветной проточной цитометрии; панель анти-
тел для исследования представлена в табл. 2. 

Исследования субпопуляций лимфоцитов 
костного мозга проводили в гейте CD45++ кле-
ток с низкими характеристиками бокового све-
торассеяния лазерного луча (SSClow). Пробы 1 
и 2 предназначены для изучения врожденного 
звена В-клеточного иммунитета (В1-клеток). 
Проба 3 — характеристика TCRγδ-лимфоцитов. 
Пробы 4–6 — характеристика NK- и NKT-
лимфоцитов. Проба 7 — оценка цитотоксиче-
ского потенциала Т-клеток и NK-клеток. Проба 
8 — дополнительные маркеры характеристики 
субпопуляций Т- и NK-клеток.

Сбор клеток и запись соответствующих 
файлов проводили на проточном цитометре 
FACSCANTO II. Анализ данных выполняли 
с помощью программы FCS 3.

Статистическая обработка данных проведе-
на с использованием программы SPSS.

Результаты
Одной из главных задач работы явилось 

изучение показателей врожденного иммуни-
тета на основании уровней субпопуляций 
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лимфоидных клеток в костном мозге при РМЖ 
в сравнении с доброкачественными процесса-
ми, а также изучение этих субпопуляций при 
РМЖ в зависимости от клинических и биоло-
гических особенностей опухоли.

Из числа В-клеток врожденного иммуните-
та нами были изучены зрелые (CD45++) 
В1-лимфоциты (CD19+, CD20+) костного 
мозга, экспрессирующие на мембране молеку-
лу CD5. Естественные киллерные клетки 
(NK-клетки), изученные в работе, включали 

две субпопуляции (CD56+СD3- и CD16+CD3-); 
разумеется, наряду с этим были изучены и зре-
лые Т-клетки (CD3+), экспрессирующие эти 
рецепторы (CD16, CD56). Кроме того, из числа 
T-клеток врожденного иммунитета были изуче-
ны TCRγδ-лимфоциты.

Сравнение показателей при РМЖ и добро-
качественных процессах в ней не выявило 
существенных различий. В качестве сравнения 
оценили уровни зрелых Т- и В-лимфоцитов 
костного мозга у больных РМЖ, которые также 

Фундаментальная онкология

Таблица 1

Распределение больных раком молочной железы по стадиям заболевания
Стадия Количество больных Процент больных

0 стадия TisN0M0 2 3,1

IA — T1N0M0 20 31,3

IIa — T1N1M0 10 15,6

IIa — T2N0M0 11 17,2

IIb — T2N1M0 8 12,5

IIb — T3N0M0 2 3,1

IIIa — T2N2M0 4 6,3

IIIa — T3N1M0 1 1,6

IIIa — T3N2M0 1 1,6

Не определена 3 4,7

IIIC — T2N3 2 3,1

Итого 64 100,0

Таблица 2

Специфичность антител и их флуоресцентная метка, использованные для изучения субпопуляций 
лимфоидных клеток у больных раком молочной железы

№ пробы
Флуорохромы и специфичность антител

FITC PE PerCP-Cy5 PerCP-Cy7 APC APC-H7 V450 V500

1 CD20 CD95 CD27 CD5 CD3 CD19 CD4 CD45

2 CD22 CD38 CD27 CD5 CD3 CD19 – CD45

3 CD4 CD25 CD3 TCRγδ CD5 CD8 CD2 CD45

4 CD16 CD45RO CD3 CD56 CD94 CD8 CD2 CD45

5 CD16 HLA-DR CD3 CD56 CD94 CD8 CD2 CD45

6 CD16 CD7 CD3 CD56 CD94 CD8 CD2 CD45

7 Perforin Granzyme CD3 CD56 CD94 – – CD45

8 CD57 CD26 CD3 CD56 CD94 – – CD45
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не различались. Из числа изученных субпопу-
ляций только Т-клетки, экспрессирующие 
CD16, были несколько более высокими (разли-
чия близки к достоверным, р = 0,055) у больных 
РМЖ в сравнении с доброкачественными про-
цессами в молочной железе: 3,4±0,89% (n = 49) 
и 1,45±0,4% (n = 9), p = 0,055. По остальным 
субпопуляциям различий не выявлено. Пример 
выраженной пропорции CD16+CD3+ клеток 
представлен на рис. 1.

Не установлено достоверных различий 
в уровне костномозговых субпопуляций клеток 
врожденного иммунитета у больных РМЖ 
в зависимости от рецепторного статуса опухо-
левых клеток (рецепторы эстрогенов, прогесте-
рона, Her2/neu).

Интересные и достоверные связи показате-
лей субпопуляционного состава лимфоцитов 
костного мозга были обнаружены в зависимо-
сти от уровней пролиферативной активности 
раковых клеток (Ki-67), эти данные представ-
лены в табл. 3. 

Как видно из таблицы, обе изученные суб-
популяции NK-клеток (CD16+СD3-, 
CD56+CD3-) были достоверно более высо-
кими у больных с низким пролиферативным 
индексом (менее 20% Ki-67+ опухолевых 

клеток). Особенно существенные различия 
отмечены по CD56+CD3- лимфоцитам: 9,4 
и 14,6%, р = 0,009. Пример выраженной про-
порции NK-клеток (CD56+CD3-) представ-
лен на рис. 2.

Фундаментальная онкология
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Рис. 1. Данные в гейте лимфоцитов (CD45++SSClow) 
костного мозга больной раком молочной железы с выра-
женной пропорцией CD16+CD3+ клеток (4,05%). По оси 
абсцисс — экспрессия антигена CD3 (Т-клетки), по оси 
ординат — экспрессия антигена CD16

Таблица 3
Субпопуляции клеток врожденного иммунитета в костном мозге, 

взаимосвязанные с уровнем пролиферативной активности (Ki-67) раковых клеток

Субпопуляция лимфоцитов KI-67, % N Среднее Стд. ошибка 
среднего p

CD56+CD16+
(%% среди NK-клеток)

≥ 20,00 6 77,4500 4,20894
0,021

< 20,00 4 91,8000 2,59551

CD16+CD3-
 ≥ 20,00 29 11,0890 1,20889

0,028
< 20,00 17 15,8312 1,79148

CD16+CD3+
≥ 20,00 18 2,4067 ,37303

0,045
< 20,00 6 6,4883 3,27183

CD56+CD3-
≥20,00 30 9,4407 1,10127

0,009
< 20,00 18 14,5806 1,60064

CD3+
≥ 20,00 32 62,9394 2,04285

NS*
< 20,00 19 62,0311 1,59818

CD20+
≥ 20,00 32 16,7394 1,54649

NS
< 20,00 21 13,1729 1,92918

Примечание. NS — различия статистически не значимы.
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Рис. 2. Пример выраженной пропорции 
NK-клеток костного мозга (CD56+CD3- 
в костном мозге больной раком молоч-
ной железы: А — гейт лимфоцитов, 
Б — в гейте лимфоцитов в координа-
тах CD56/CD3 NK-клетки (CD56+CD3-) 
составляют 18,75%
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Интересно отметить, что популяция 
NK-клеток костного мозга, экспрессирующих 
оба маркера (CD16+CD56+CD3-), во всех слу-
чаях РМЖ была доминирующей среди 
NK-клеток, но достоверно преобладала при 
раке с низкой пролиферативной активностью 
(92% и 77%, р = 0,021). Это новая характери-
стика, которая ранее не была описана. 
Разумеется, количество наблюдений здесь неве-
лико (6 и 4), и требуется продолжить набор 
материала для более достоверной информации. 
Пример коэкспрессии CD16 и CD56 на не-Т-
клет ках костного мозга больной приведен 
на рис. 3. 

Важно подчеркнуть, что уровни Т-лим фо-
ци тов, экспрессирующих CD16-рецептор, были 
достоверно более высокими у больных с низ-
кой пролиферативной активностью клеток 
РМЖ. В качестве сравнения в таблице приведе-
ны уровни зрелых Т- и В-лимфоцитов костного 
мозга у больных РМЖ, которые не различались 
в зависимости от пролиферативного индекса. 

Одним из интересных и перспективных 
направлений исследований костного мозга 
в последние годы стало изучение показателей 
гемопоэза и в особенности эритропоэза при 
опухолях. Нами оценены показатели эритроид-
ного ростка. 

Уровни базофильных нормобластов были 
повышены в сравнении с нормой лишь у одно-
го больного (1,6%), в большинстве случаев (50 
из 62, 80,7%) отмечалось снижение данного 
показателя, у 11 пациенток (17,7%) отмечен 
нормальный диапазон базофильных нормобла-
стов. Полихроматофильные нормобласты были 
повышены у 4 больных (6,5%), снижены — 
в 53,2% случаев и находились в нормальных 
пределах у 25 больных (40,3%). Совершенно 
иная картина наблюдалась в отношении нор-
мобластов оксифильных. Эти клетки были 
повышены у большинства больных (67,7%; 
42 пациентки), а в остальных случаях находи-
лись в пределах нормы (у 20 больных, 32,3%). 
В целом сумма клеток эритроидного ряда была 
повышена в 8,1% случаев (5 больных), находи-
лась в нормальных пределах у 36 больных 
(58,1%) и была снижена у 20 пациенток 
(32,3%).

Мы оценили, насколько изменения эри-
тропоэза взаимосвязаны с уровнями клеток 
врожденного иммунитета, в первую очередь 
NK-клеток в костном мозге больных РМЖ. 

Интересно отметить, что из оцениваемых 
маркеров с уровнями базофильных нормобла-
стов были связаны лишь субпопуляции 
NK-клеток. Более высокие значения NK-клеток 
по обоим показателям были отмечены у боль-
ных со снижением базофильных нормобластов. 
Для популяции CD16+CD3- показатели в слу-
чаях снижения базофильных нормобластов 
составили 13,6±1,2% (n = 36), в случаях с нор-
мальным содержанием этих клеток — 7,9±1,6% 
(n = 8), р = 0,013. Для популяции CD56+CD3-: 
12,2±1,2% (n = 38) и 7,5±1,2% (n = 8), 
p = 0,012.

Аналогичным образом уровни полихрома-
тофильных нормобластов были взаимосвязаны 
только с этими двумя популяциями NK-клеток. 
Более высокие уровни CD16+CD3- клеток 
отмечены при снижении полихроматофильных 
нормобластов в сравнении с показателями при 
нормальных уровнях этих клеток: 15,4±1,3% 
(n = 26) и 9,1±1,6% (n = 16), p = 0,004. 
Аналогичные цифры для популяции CD56+CD3- 
клеток: 13,7±1,3% (n = 27) и 8,5±1,4% (n = 17), 
p = 0,013.

Для оксифильных нормобластов достовер-
ных различий по NK-клеткам не получено. 
Популяция с коэкспрессией CD16 и CD56 
на NK-клетках преобладала у больных с нор-
мальными уровнями оксифильных нормобла-
стов в сравнении с группой больных с повы-
шенными уровнями этих клеток, однако коли-
чество наблюдений невелико: 89,7±2,9% (n = 4) 
и 75,4±4,3 (n = 5), p = 0,036.

Таким образом, наши данные указывают 
на то, что NK-клетки обоих субпопуляций 
(CD56+ CD3- и CD16+ CD3-), а также Т/
NK-лимфоциты с фенотипом CD16+ CD3+ пре-
обладают у больных РМЖ с низкой пролифера-
тивной активностью; по мере нарастания уров-
ней пролиферативной активности содержание 
этих субпопуляций в костном мозге пациенток 
снижается.

Интересен факт взаимосвязи ядросодержа-
щих клеток эритроидного ряда с уровнями 
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Рис. 3. Популяция NK-клеток, коэкспрессирующих CD56 
и CD16, является преобладающей в пуле NK-клеток 
костного мозга больных раком молочной железы: А — 
гейт CD16+ NK-клеток, Б — гейт CD56+ NK-клеток, 
В — объединение гейтов А и Б, в координатах CD16–
CD56. Преобладающей является популяция NK-клеток, 
коэкспрессирующих оба маркера
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NK-клеток костного мозга больных РМЖ. 
При сниженных уровнях базофильных и поли-
хроматофильных нормобластов содержание 
NK-клеток было достоверно более высоким.

Обсуждение
Роли NK-клеток при опухолях посвящено 

большое количество публикаций. В контек-
сте иммунофенотипических характеристик 
описаны некоторые отличия субпопуляций 
NK-клеток у онкологических больных. 
В целом выраженная NK-клеточная инфиль-
трация опухоли ассоциирована, как правило, 
с лучшим прогнозом. Это продемонстрирова-
но в отношении опухолей легкого и желудка, 
колоректального рака и опухолей головы 
и шеи. Однако имеются данные об отсут-
ствии корреляции уровней NK-клеток с про-
гнозом или, напротив, об ассоциации 
NK-клеточной инфильтрации с более агрес-
сивной, продвинутой стадией опухолевого 
процесса, в частности при РМЖ [11–14]. 
Очевидно, что данные противоречия вполне 
могут объясняться различиями в рецептор-
ном репертуаре опухоль-инфильтрирующих 
NK-клеток, влияющем кардинально на их 
функции. 

Функциональная неполноценность NK-кле-
точ ных субпопуляций, выявленная у онкологи-
ческих больных, закономерно находит отраже-
ние в изменении иммунофенотипических 
характеристик субпопуляций NK-клеток. Так, 
опухоль-инфильтрирующие NK-клетки немел-
коклеточного рака легкого демонстрируют осо-
бый иммунофенотип и характеризуются слабой 
экспрессией или полным отсутствием антиге-
нов CD57, DHAM, NKp30 NKG2A. В то время 
как экспрессия CD127 была отчетливой и уве-
личение пропорции данных клеток ассоцииро-
валось с прогрессией опухоли [15]. Выявлены 
также определенные особенности иммунофе-
нотипа NK-клеток, выделенных из плевраль-
ного выпота у онкологических больных [16, 
17]. Единой концепции относительно опухоль-
инфильтрирующих NK-клеток нет, и их био-
логические особенности, равно как и прогно-
стическая значимость, требуют детального 
изучения.

Незрелые NK-клетки возникают из предше-
ственника в костном мозге и характеризуются 
экспрессией CD56+CD94+/-NKG2A/C-KIR-. 
Дальнейшая дифференцировка заключается 
в нарастании уровней экспрессии CD56++. 
На этом этапе клетки еще не экспрессируют 
CD16, характеризуются как NKG2A+, NKG2C+/-, 
KIR-. Далее уровни экспрессии CD56 становятся 
слабыми, появляется CD16; NKG2A+NKG2C+/-
KIR+/-. Следующий этап дифференцировки — 
это возникновение разнообразия KIR: клетки 
по-прежнему экспрессируют CD16, утрачивает-
ся NRG2A; NKG2C+/-, KIR-рецепторы стабиль-
но экспрессированы (KIR+). На терминальном 
этапе дифференцировки NK-клеток возникают 
адаптивные NKG2C++ клетки, подобные клет-
кам памяти. На них сохраняется экспрессия 
CD16, отсутствуют NKG2A, клетки являются 
iKIR+. Это этап клональной экспансии и выжи-
вания NK-клеток [18].

NK-клетки костного мозга, охарактеризо-
ванные нами в данной работе у больных РМЖ, 
были в основном достаточно зрелыми клетка-
ми, коэкспрессирующими CD56 и CD16, при-
чем эта фракция была во всех случаях преоб-
ладающей среди NK-клеток и значительно 
более выраженной у больных с низким индек-
сом пролиферации опухолевых клеток. 
Означает ли это, что по мере прогрессии РМЖ 
уровни эффекторных (CD16-позитивных) 
NK-клеток снижаются, на сегодняшний день 
не совсем понятно. 

В целом NK-клетки обоих субпопуляций 
(CD56+ CD3- и CD16+ CD3-) снижались 
по мере нарастания пролиферативной актив-
ности клеток РМЖ, и такой параллелизм, воз-
можно, объясняется именно коэкспрессией 
данных молекул на NK-клетках костного мозга 
больных. 

Иные закономерности отмечены в отноше-
нии Т/NK-лимфоцитов. Здесь снижение отме-
чено только для клеток с фенотипом CD16+CD3+ 
(но не CD56+CD3+), которые преобладали 
у больных РМЖ с низкой пролиферативной 
активностью, а по мере нарастания уровней 
пролиферативной активности снижались. 

Исследование гемопоэза у больных РМЖ 
выявило ряд закономерностей, которые были 
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отмечены нами в более ранних исследовани-
ях при плоскоклеточном раке головы и шеи, 
меланоме, а также при лимфомах [9, 10]. 
Уста нов лены снижение популяций базофиль-
ных и полихроматофильных нормобластов 
и нарастание оксифильных форм. Важно 
отметить, что подобные наблюдения часто 
имели место в случаях вовлечения костного 
мозга в опухолевый процесс, например при 
меланоме [9]. В данном исследовании нами 
не представлены данные о наличии микро-
метастазов РМЖ в костном мозге, на морфо-
логическом уровне поражение во всех случа-
ях отсутствовало. Совершенно новым фак-

том, описанным в данной работе, явилось 
установление взаимосвязи измененного эри-
тропоэза с уровнями NK-клеток в костном 
мозге.

Заключение
Завершая статью, отметим, что проведен-

ный нами анализ субпопуляций NK-клеток 
костного мозга позволил установить важную 
роль и значимые изменения субпопуляции 
эффекторных зрелых NK-клеток, их снижение 
при опухолях с высокой пролиферативной 
активностью, а также взаимосвязь с наруше-
ниями эритропоэза у больных РМЖ.
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