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ХАРАКТЕРИСТИКИ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК 
У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЛИМФОЛЕЙКОЗОМ 
НА ЭТАПЕ ДИАГНОСТИКИ
Исаева Н.В., Зайцева Г.А., Докшина И.А. 
ФГБУН «Кировский научно-исследовательский институт гематологии и переливания крови» Федерального 
медико-биологического агентства, г. Киров, Россия

Резюме. Исследованы параметры иммунного статуса у 140 больных хроническим лимфолейкозом. 
Показано, что уже на этапе диагностики группа больных хроническим лимфолейкозом является раз-
нородной по состоянию иммунологической защиты, а именно по численности иммунокомпетент-
ных клеток в периферической крови. Трактовка их количественных характеристик по общеприня-
тым правилам в большинстве случаев достаточно затруднительна. Приведены обоснования того, что 
наиболее информативным параметром клеточного иммунитета может быть число активированных 
Т-лимфоцитов и NK-клеток. Продвинутость опухолевого процесса имеет тесную ассоциативную 
связь только с одним из исследованных параметров – с соотношением клеток CD4+/CD8+.
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FEATURES OF IMMUNOCOMPETENT CELLS IN THE PATIENTS 
WITH CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA AT PRIMARY 
DIAGNOSIS 
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Abstract. Some basic parameters of immune profile have been investigated in 140 patients with chronic 
lymphocytic leukemia (CLL). There was shown that the cohort of CLL patients is heterogeneous for their immune 
profile as early as at primary diagnosis stage, showing sufficient differences in the numbers of immunocompetent 
cells in peripheral blood. In most cases, the interpretation of appropriate quantitative characteristics is quite 
difficult, if based on the conventional criteria. The numbers of activated T-lymphocytes and NK-cells were 
proven to be the most informative parameters of cellular immunity in this cohort. Progression of leukemic events 
shows a close association with only a single parameter under study, i.e., CD4+/CD8+ cell ratio.
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Введение
Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) является 

неоднородным заболеванием, что подтвержде-
но клиническими, морфологическими и цито-
генетическими исследованиями. Больным ХЛЛ 
уже на донозологических этапах заболевания 
свойственна повышенная подверженность ин-
фекционно-воспалительным процессам, при-
соединение аутоиммунных осложнений и недо-
статочность противоопухолевого иммунитета [1]. 
Патогенез ХЛЛ до конца не раскрыт. В настоящее 
время интенсивно изучаются аспекты взаимодей-
ствия лейкемических клеток с микроокружением, 
что обеспечивает их выживание, пролиферацию, 
резистентность к действию проапоптотических 
стимулов [2]. Не исключено влияние клеток им-
мунной системы на разнообразие проявлений 
лейкозного процесса [3]. Это послужило поводом 
для проведения настоящего исследования.

Цель работы состояла в изучении информа-
тивности принятых характеристик иммуноком-
петентных клеток для оценки состояния иммун-
ной защиты больных ХЛЛ на этапе диагностики 
заболевания, а также в исследовании взаимосвя-
зей этих параметров с некоторыми клинико-ла-
бораторными показателями пациентов.

Материалы и методы
Объект наблюдения
Под наблюдением находилось 140 больных 

ХЛЛ, их возраст варьировал от 50 до 79 лет. Ис-
следование выполнено в период первичного 
обращения пациентов, то есть на момент диа-
гностики. Определение стадии заболевания про-
водилось соответственно классификации J. Binet. 
Распределение больных по стадиям было следую-
щим: со стадией А – 72 человека, c В – 60, c С – 8.

В качестве контрольной группы взята когорта 
из 25 практически здоровых лиц, сопоставимых 
с наблюдаемыми по возрасту и полу.

Клеточные факторы иммунитета
Материалом для исследования являлись об-

разцы периферической крови, стабилизиро-
ванные К3ЭДТА. Иммунологические реакции 
проводили с трехпараметрическими и двухпара-
метрическими моноклональными антителами 
(производство: Франция, «IMMUNOTECH»). 
Идентифицировали и подсчитывали процент 
иммунокомпетентных клеток: Т-лимфоцитов 
(по фенотипу CD3+CD19-), В-лимфоцитов 
(CD3-CD19+), Т-хелперов (CD3+CD4+), 
Т-цитотоксических (CD3+CD8+), Т-лимфоцитов 
с функцией натуральных киллеров, или Т-NK-
лимфоцитов (CD3+CD(16+56)+), поздних акти-
вированных Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+); 
цитотоксических лимфоцитов, не относящих-
ся к Т-линии и имеющих функции «серийных 
убийц» (CD3-CD8+); натуральных киллеров (CD3-

CD(16+56)+). Абсолютное число названных клеток 
определяли методом пересчета. Вычисляли соот-
ношения клеток: Т-лимфоциты/В-лимфоциты 
(Т/В) и Т-хелперы/Т-цитотоксические (СD4+/
СD8+). Следует отметить, что метод оценки, ис-
пользуемый нами для определения этих показа-
телей в 2010-2014 годах, проходил внешний кон-
троль качества в Федеральной системе внешней 
оценки качества.

Общий анализ крови, миелограмма
При анализе результатов исследований учиты-

вались некоторые данные, входящие в план стан-
дартного обследования каждого больного ХЛЛ: 
параметры общего анализа крови (число лейко-
цитов, лимфоцитов, эритроцитов, тромбоцитов, 
уровень гемоглобина) и миелограммы (клеточ-
ность костного мозга и содержание лимфоидных 
элементов в пунктате).

Статистический анализ. При анализе индиви-
дуальных отклонений изучаемых иммунологиче-
ских параметров принимали во внимание сдвиги 
в пределах 1,5 Ϭ от среднего значения, поскольку 
именно этот диапазон считается наиболее ин-
формативным для диагностики иммунодефицит-
ных состояний [4]. Для межгруппового сравне-
ния использовали непараметрический критерий 
Манна–Уитни, показатель достоверности p, ко-
эффициент корреляции Спирмена r; оценку раз-
личий производили по общепринятому порогу 
значимости – р ≤ 0,05.

Описательная статистика представлена медиа-
ной (Me), 25 и 75 квартилями (Q25, Q75).

Результаты
Количественные характеристики иммунокомпе-

тентных клеток при ХЛЛ на этапе диагностики
При анализе образцов крови больных ХЛЛ 

методом проточной цитометрии был локали-
зован лимфоцитарный полигон. Он содержал 
клетки с низкими значениями гранулярности. 
В подавляющем большинстве образцов показа-
тели размера клеток были малыми или средни-
ми и в очень редких случаях (в 2%) – крупными. 
Определение их линейной принадлежности по-
казало, что относительное содержание Т- и NK-
лимфоцитов значительно варьировало, напри-
мер, для Т-лимфоцитов диапазон значений 
составил 0,5-43,0%, а для натуральных килле-
ров – 0,6-19,3%. На долю В-лимфоцитов (CD3-

CD19+) приходилось 45,1-97% клеток. В отноше-
нии результатов исследования всех образцов был 
применен аналитический внутрилабораторный 
контроль качества путем подсчета контрольной 
суммы «Т + B + NK». Для всех без исключения 
образцов эта контрольная сумма соответствовала 
рекомендуемому критерию 100±5%. 

Соотношение Т/В в наблюдаемой группе 
больных варьировало от 0,5 до 2,3 и значительно 
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отклонялось в сторону понижения от такового 
в группе сравнения: 1,5 (1,1; 1,9) против 4,9 (3,6; 
5,6), p = 0,001. Детальное изучение В-лимфоцитов 
показало, что основная их масса имела абберант-
ный фенотип: на поверхности клеток значитель-
но преобладала экспрессия одной из цепей имму-
ноглобулинов (каппа или лямбда) и наблюдалась 
выраженная коэкспрессия маркеров CD5, CD23.

В таблице 1 представлены среднестатистиче-
ские значения процентного и абсолютного чис-
ла изученных типов лимфоцитов в общей группе 
больных ХЛЛ и в группе сравнения.

У больных наблюдается значимое сни-
жение относительного содержания в крови 
Т-лимфоцитов и их основных субпопуляций 
(Т-хелперов и Т-цитотоксических лимфоци-
тов), T-NK-клеток и поздних активированных 
Т-лимфоцитов, натуральных киллеров и СD8+ 
лимфоцитов с многократным цитотоксическим 
действием. Что касается среднестатистических 
значений абсолютного содержания в крови 
изучен ных видов лимфоцитов, то все они, кроме 
СD3+/HLA-DR+ лимфоцитов, были существенно 
выше нормы.

В группе сравнения для каждого абсолютно-
го значения исследуемого показателя мы рас-
считали диапазоны значений, соответствующие 
M±1,5 SD. Представляло интерес проанализиро-
вать число лимфоидных популяций на индивиду-
альном уровне в наблюдаемой группе пациентов. 
Как видно из таблицы 2, среди больных ХЛЛ при-
сутствовали лица как со снижением абсолютной 
численности Т- и NK-лимфоцитов, так и с нор-
мальным и повышенным числом этих клеток.

Проведен анализ числа лиц с понижением 
количества лимфоидных иммунокомпетентных 
клеток. Относительно редко у больных регистри-

ровалось понижение содержания Т-лимфоцитов, 
Т-хелперов, цитотоксических Т-лимфоцитов 
и NK-клеток с многократным цитотоксическим 
эффектом. Наиболее часто выявлялось пониже-
ние количества NK, T-NK-клеток и поздних ак-
тивированных Т-клеток (ниже 192, 65 и 10 клеток 
на мкл соответственно).

Только у 15,9% больных соотношение клеток 
CD4+/CD8+ укладывалось в принятые нормати-
вы. Как видно из таблицы 1, его среднестатисти-
ческое значение в наблюдаемой группе больных 
не отличалось от нормы. Следует добавить, что 
варьирование этого параметра у больных ХЛЛ 
было достаточно широким (0,6-3,5).

Выраженное большинство среди больных 
ХЛЛ на этапе диагностики составляли лица 
с нормальным или повышенным абсолютным 
числом иммунокомпетентных клеток. Следует 
отметить, что у части больных увеличение числа 
этих клеток было многократным.

Взаимозависимость количественных характери-
стик Т-лимфоцитов, их субпопуляций и NK-клеток 
с некоторыми клинико-лабораторными параметра-
ми у больных ХЛЛ

Были проведены расчеты по выявлению за-
кономерностей содержания в крови изучавших-
ся видов лимфоцитов с клинико-лабораторными 
данными у больных.

Не установлено значимой связи между на-
званными параметрами и возрастом больных.

Большинство этих показателей, выраженных 
в процентах, находилось в обратной корреляци-
онной связи с абсолютным содержанием в пе-
риферической крови лимфоидных элементов, 
исключение составило число одной малой попу-
ляции Т-лимфоцитов – T-NK-клеток.

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ Т-ЛИМФОЦИТОВ И NK-КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ ХЛЛ НА ЭТАПЕ ДИАГНОСТИКИ

Показатели Группа сравнения
Me (Q25; Q75)

Больные ХЛЛ
Me (Q25; Q75)

р

CD3+CD19-, % 78,5 (71,6; 83,5) 12,8 (8,5; 18,2) 0,000
CD3+CD19-, клеток в мкл 1460 (1215; 1601) 2626 (1816; 3742) 0,000
CD3+CD4+, % 39,5 (36,9; 48,0) 6,1 (3,3; 9,7) 0,000
CD3+CD4+, клеток в мкл 803 (661; 941) 1598 (1135; 2141) 0,000
CD3+СD8+, % 26,3 (23,3; 32,7) 5,1 (3,3; 7,9) 0,000
CD3+CD8+, клеток в мкл 513 (358; 689) 944 (583; 1440) 0,002
T-NK CD3+(16+56)+, % 3,7 (1,8; 7,1) 0,7 (0,3; 1,8) 0,002
T-NK CD3+(16+56)+, клеток в мкл 71 (29; 151) 208 (73; 347) 0,013
CD3+HLA-DR+, % 1,0 (0,5; 1,4) 0,3 (0,01; 0,8) 0,003
CD3+HLA-DR+, клеток в мкл 18 (10,27) 37 (3; 176) 0,198
CD3-CD8+, % 3,6 (3,2; 6,8) 1,0 (0,6; 1,4) 0,000
CD3-CD8+, клеток в мкл 86 (58; 142) 169 (112; 322) 0,009
CD3-CD(16+56)+, % 11,5 (9,3; 18,0) 2,6 (1,3; 4,5) 0,000
CD3-CD(16+56)+, клеток в мкл 181 (127; 383) 500 (201; 811) 0,015
Соотношение CD4+/CD8+ 1,77 (1,27; 1,94) 1,34 (0,82; 2,25) 0,601
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Найдена статистически значимая прямая 
корреляционная связь между абсолютным со-
держанием клеток с фенотипами CD3+CD19-, 
CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3+CD(16+56)+, CD3-

CD8+ с одной стороны и общим и В-клеточным 
лимфоцитозом крови с другой. Только абсо-
лютные значения поздних активированных 
Т-лимфоцитов (фенотип: CD3+HLA-DR+) и NK-
клеток (фенотип: CD3+CD(16+56)+) оказались 
не связанными с абсолютным лимфоцитозом.

Было обнаружено, что у больных с большей 
выраженностью общего и В-клеточного лимфо-
цитоза крови регистрируются более низкие зна-
чения соотношения клеток CD4+/CD8+ (суще-
ственная отрицательная корреляционная связь: 
r = -0,38, p < 0,01).

Абсолютные значения CD3+CD19-, CD3+CD4+, 
CD3+CD8- лимфоцитов находились в прямой 
корреляционной связи с уровнем лимфоцитар-
ной инфильтрации костного мозга. Для других 
подвидов изученных нами Т-лимфоцитов и NK-
клеток такой связи не было установлено. 

Проанализировали корреляционную связь 
между числом изучаемых видов лимфоцитов 
в крови у больных ХЛЛ и содержанием тромбо-
цитов и эритроцитов. Из всех показателей зна-

чимая прямая корреляционная зависимость 
была выявлена для соотношения клеток CD4+/
CD8+ как с содержанием тромбоцитов в крови 
(r = 0,35, р < 0,05), так и с количеством эритроци-
тов (r = 0,32, р < 0,05).

Интегральным показателем состояния опу-
холевого процесса является его стадия. В основе 
стадирования лежит оценка уровня лейкоцитоза, 
лимфоцитоза, размеров лимфатических узлов, 
наличия цитопений [5]. Исследование изучае-
мых параметров у больных в зависимости от ста-
дии заболевания показало, что значимое отличие 
в группах больных в сравнении с нормой было 
выявлено только по соотношению CD4+/CD8+. 
У больных со стадией А оно было выше нормы, 
на стадии В совпадало с нормативным значени-
ем, а на стадии С оказалось существенно более 
низким (рис. 1).

Обсуждение
Получены удовлетворительные результаты 

по аналитическому внутрилабораторному кон-
тролю качества лабораторного исследования ос-
новных популяций лимфоцитов в крови больных 
ХЛЛ [6]. Следовательно, при работе с образцами 
крови этих больных стандартная методика иден-
тификации и подсчета процента Т-, В- и NK-
лимфоцитов в проточной цитофлуориметрии яв-
ляется точной и вполне применимой (адекватны 
методы лизирования эритроцитов, гейтирования 
лимфоидной популяции, выбора моноклональ-
ных антител).

Поскольку CD3-CD19+ лимфоциты при ХЛЛ 
имеют абберантный фенотип, то количество этих 
клеток у больных не может расцениваться как ха-
рактеристика гуморального звена иммунитета. 
По этой же причине расчетный параметр «соот-
ношение Т/В» не рекомендуется рассматривать 
как показатель преобладания клеточных или гу-
моральных иммунных реакций организма боль-
ного. Возможный подход к оценке неопухолевых 

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА ОТКЛОНЕНИЙ КОЛИЧЕСТВА ПОДВИДОВ Т-ЛИМФОЦИТОВ И NK-КЛЕТОК ОТ ДИАПАЗОНА 
НОРМЫ

Показатель Диапазон нормы 
(клеток в мкл)

Частота, %
снижение соответствует норме повышение

CD3+СD19- 1260-1620 6,7 8,9 84,4
СD3+CD4+, 720-897 6,7 15,6 77,7
CD3+CD8+ 460-690 15,6 17,8 66,6
CD4+/CD8+ 1,42-1,83 47,7 15,9 36,4
CD3-CD8+ 77-13 15,4 23,1 61,5
CD3-CD(16+56)+ 192-340 22,2 17,8 60,0
CD3+(16+56)+ 65-123 22,2 11,2 66,6
CD3+HLA-DR+ 10-36 40,8 6,8 52,4

Рисунок 1. Соотношение CD4+/CD8+ при разных стадиях 
ХЛЛ
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В-лимфоцитов при ХЛЛ был ранее сообщен в ли-
тературе [7]. При этом обращено внимание на то, 
что при его применении результаты имеют весь-
ма приблизительный характер. Следовательно, 
метод оценки гуморального звена иммунитета 
при ХЛЛ требует дальнейшей разработки.

Преобладающие в периферической крови 
опухолевые В-лимфоциты не отличаются от не-
трансформированных лимфоцитов ни по мор-
фологическим, ни по цитометрическим харак-
теристикам. Поэтому существенное снижение 
в крови процентного содержания Т-лимфоцитов, 
их субпопуляций, NK-клеток при ХЛЛ является 
вполне ожидаемым результатом. Представлен-
ные данные убеждают в том, что для избежания 
ложных интерпретаций иммунограммы у боль-
ных ХЛЛ на этапе диагностики нецелесообраз-
но опираться на процентные значения содержа-
ния Т-лимфоцитов, их субпопуляций, подвидов 
и NK-клеток. Такой же подход может приме-
няться при оценке иммунокомпетентных клеток 
у больных ХЛЛ в рецидиве заболевания, а также 
у больных В-клеточными хроническими лим-
фопролиферативными заболеваниями в стадии 
лейкемизации. Требуется дальнейшее совершен-
ствование лабораторных методов прицельного 
анализа состояния иммунокомпетентных клеток 
у больных ХЛЛ. Примером такого подхода может 
служить метод оценки интерферон-гамма-се-
кретирующих Т-лимфоцитов непосредственно 
в крови этих больных [8].

Число больных ХЛЛ с пониженным абсолют-
ным содержанием Т- и NK-лимфоидных популя-
ций составляет выраженное меньшинство. Учи-
тывая функциональную значимость названных 
клеток, именно эти лица в первую очередь могут 
рассматриваться как группа риска по присоеди-
нению инфекционных осложнений, снижению 
противоопухолевой защиты и прогрессированию 
заболевания.

Увеличение числа Т-лимфоцитов, их субпо-
пуляций и подвидов, NK-клеток при рассматри-
ваемом заболевании может быть связано с уг-
нетением в этих клетках механизмов апоптоза. 
Другая возможная причина наблюдаемого явле-

ния состоит в усилении сигналов пролиферации, 
поступающих от опухолевых клеток. Известно, 
что опухолевые клетки способны дополнительно 
синтезировать цитокины, усливающие проли-
ферацию Т-лимфоцитов и NK-клеток, в первую 
очередь – IL-6, IL-7, IL-10, IFNγ [9]. Кроме того, 
нарастание числа Т- и NK-клеток возможно 
за счет паракринных регулирующих реакций. Со-
гласно полученным данным, сигналы усиления 
пролиферации в меньшей степени затрагивают 
NK-клетки. Численность поздних активиро-
ванных Т-лимфоцитов в периферической крови 
тоже не связана с опухолевой массой.

Интерпретация результатов исследования 
у лиц с нормальным и повышенным числом ука-
занных видов лимфоцитов не эффективна, по-
этому необходим поиск информативных тестов 
оценки функциональной активности иммуно-
компетентных клеток. Работы эксперименталь-
ного характера показали, что клеткам ХЛЛ прису-
щи признаки иммуногенности [10]. В то же время 
имеются сообщения о том, что иммунная недо-
статочность базируется на функциональной не-
полноценности названных клеток [11-14]. Сле-
довательно, нельзя исключать присутствие лиц 
с иммунной недостаточностью и среди больных 
ХЛЛ с нормальным и повышенным числом им-
мунокомпетентных клеток.

Наличие корреляционных взаимо связей ко-
личественных характеристик Т- и NK-лим фо-
цитов, а также соотношения клеток CD4+/CD8+  
с клинико-лабораторными параметрами боль-
ных ХЛЛ уже в дебюте заболевания говорит 
о значимости иммунологических механизмов 
для характера течения ХЛЛ. Несмотря на от-
сутствие выраженных взаимосвязей изученных 
показателей непосредственно с уровнем лимфо-
цитарной инфильтрации костного мозга, впол-
не очевидно, что развитие эритроцитопении 
и тромбоцитопении у больных ХЛЛ сопряжено 
с нарушением иммунорегуляции, а именно вы-
раженность цитопений сопровождается пониже-
нием соотношения клеток CD4+/CD8+. Только 
для этого показателя была подтверждена тесная 
ассоциативная связь с факторами продвинуто-
сти опухолевого процесса.
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