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ФЕНОТИП ЦИРКУЛИРУЮЩИХ НЕЙТРОФИЛОВ НА РАЗНЫХ 
СТАДИЯХ НЕОПЛАЗИИ ШЕЙКИ МАТКИ
Абакумова Т.В.1, Генинг Т.П.1, Долгова Д.Р.1, Антонеева И.И.1, 2, 
Песков А.Б.1, Генинг С.О.1, 2
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Резюме. На сегодня отсутствует единая точка зрения на роль циркулирующих нейтрофилов (Нф) 
в механизмах возникновения и развития неоплазмы. Считается, что вследствие высокой функцио-
нальной пластичности они могут проявлять как про-, так и противоопухолевую активность. С це-
лью изучения фенотипа Нф на различных стадиях неоплазии шейки матки оценивали абсолютное 
и относительное их количество, активность миелопероксидазы, показатели спонтанного и индуци-
рованного НСТ-теста, уровень катионных белков. В лизате Нф и сыворотке крови оценивали спон-
танную продукцию эластазы и активных форм матриксных металлопротеиназ, уровень IL-2, IL-8, 
IL-18, IFNγ, G-CSF. Образование внеклеточных ловушек (NET) оценивали с суточной культурой 
Sacchromyces cerevisiae в качестве индуктора. Обследована 31 пациентка с цервикальной интраэпите-
лиальной неоплазией (CIN) и 21 первичная больная раком шейки матки (РШМ) Ia стадии по FIGO, 
а также 25 практически здоровых женщин. Установлена повышенная по сравнению с нормой спон-
танная и индуцированная кислородзависимая цитолитическая и фагоцитарная активность и спон-
танная продукция NET на фоне снижения абсолютного количества Нф у пациенток с CIN, что по-
зволяет предполагать их противоопухолевую активность. Уже на стадии дисплазии как в Нф, так и 
в плазме крови возрастают по сравнению с нормой уровни «проопухолевых» цитокинов, ММP-9, 
IL-2 и G-CSF. Высокие уровни в плазме крови регуляторного IFNγ и праймирующего активацию 
нейтрофилов IL-8 не предполагают использования на стадии дисплазии шейки матки экзогенных 
стимуляторов активности Нф. На начальной стадии РШМ значимо по сравнению с нормой увеличе-
но абсолютное количество Нф. Однако на фоне повышенной спонтанной кислородзависимой цито-
литической активности у них значимо снижена активность фагоцитоза и резко повышена спонтанная 
продукция NET, что в целом характерно для «проопухолевого» фенотипа Нф. В Нф и плазме крови 
больных РШМ Ia сохраняется повышенным уровень IL-2 и продолжает возрастать уровень ММП-9. 
Таким образом, полученные результаты позволяют предполагать изменение фенотипа Нф при пере-
ходе от дисплазии к РШМ в сторону увеличения проопухолевых клеток низкой плотности. Полу-
ченные результаты позволили разработать алгоритм обследования женщин с подозрением на РШМ, 
включающий определение IL-2 в сыворотке крови и ММП-9 в лизате Нф.

Ключевые слова: цервикальная интраэпителиальная неоплазия, рак шейки матки, нейтрофилы, нейтрофильные 
внеклеточные ловушки, цитокины, металлопротеиназы
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Abstract. At the present time, there is no common point of view to the role of circulating neutrophils 
(NP) in emergence and development of neoplasia. It is suggested that due to high functional plasticity, the 
neutrophils may exhibit both pro- and antitumor activity. In order to study the NP phenotype at different stages 
of cervical neoplasia (CN), we have evaluated their absolute and relative amounts, myeloperoxidase activity, 
spontaneous and induced NST-test markers, and the level of intracellular cationic proteins. Spontaneous 
production of elastase and active forms of matrix metalloproteinases, the levels of IL-2, IL-8, IL-18, IFNγ, 
G-CSF were determined in the NP cell lysates and in blood serum. The formation of extracellular traps (NET) 
was evaluated using 1-day cultures of Saccharomyces cerevisiae as an inducer. We examined 31 patients with 
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and 21 primary patients with cervical cancer (CC, Ia stage according 
to FIGO scale), as well as 25 practically healthy women. We revealed increased spontaneous and inducible 
oxygen-dependent cytolytic and phagocytic activity and spontaneous production of NET if compared to 
normal values, along with decreased absolute NP numbers in patients with CIN, thus suggesting the antitumor 
activity of NP. The levels of “pro-tumor” cytokines (MMP-9, IL-2 and G-CSF) become increased over normal 
levels as early as at the CIN stage, both for the neutrophils and blood plasma. High levels of regulatory IFNγ 
and neutrophil-priming IL-8 in blood plasma do not presume any use of exogenous NP-activating factors at 
the stage of cervical dysplasia. At the initial stage of cervical cancer, the absolute NP amounts are significantly 
increased compared to normal counts. However, despite increased spontaneous oxygen-dependent cytolytic 
activity, the NPs have a significantly reduced activity of phagocytosis and sharply increased spontaneous 
production of NET, thus, generally, being characteristic to the “pro-tumorous” NP phenotype. IL-2 levels 
are elevated, and MMP-9 values are still increased in NP and blood plasma of patients with CC (stage Ia). 
Hence, the obtained results suggest some changes of NP phenotype to a pro-tumorous pattern during transition 
from intraepithelial dysplasia to cervical cancer. These results allowed us to design an algorithm for examining 
women with suspected cervical cancer, including IL-2 measurement in blood serum, and MMP-9 amounts in 
the NP lysates.

Keywords: cervical intraepithelial neoplasia, cervical cancer, neutrophils, neutrophilic extracellular traps, cytokines, 
metalloproteinases

Введение
Солидные клинические исследования показа-

ли, что количество нейтрофилов (Нф) и их функ-
циональное состояние в периферической крови 
изменяются у пациентов со злокачественными 
опухолями и при ряде локализаций эти измене-
ния могут иметь прогностическое значение [23, 
48, 56]. Нф сегодня рассматриваются как одна 
из основных популяций клеток-эффекторов, осу-
ществляющих противоопухолевую защиту [21, 
59]. Постулируется существование нескольких 
основных пулов Нф: циркулирующий и присте-
ночный, тканевой, саливарный и костномозговой 
[7]. Нф циркулируют в крови порядка 6-10 часов 
и далее перемещаются в ткани. Показано, что Нф 
в периферической крови и тканях способны к из-
менению метаболизма, экспрессии ряда генов, 
цитокинов, адгезионных молекул и рецепторов. 

При этом, обладая высокой функциональной 
пластичностью, они могут проявлять как про-, 
так и противоопухолевую активность. С одной 
стороны, это подтвержденное in vitro, прямое ци-
тотоксическое и цитостатическое действие Нф 
на клетки опухоли [30]. Они разрушают транс-
формированные и опухолевые клетки, используя 
антимикробное и цитотоксическое содержимое 
гранул. Однако механизмы цитотоксичности Нф 
еще недостаточно изучены. Возможно, это свя-
зано с коротким периодом полувыведения и не-
стабильностью этих механизмов. Исследования 
in vivo позволили предположить формирование 
зон плотного контакта (цитотоксических синап-
сов) между мишенью и миелоидными клетками 
для последующей элиминации опухоли [42, 59]. 
Нф накапливаются в зонах интенсивного роста 
опухоли и блокируют диффузию опухолевых кле-
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ток [15]. Цитокины, хемокины и факторы роста, 
секретируемые нейтрофилами, могут привлекать 
и активировать клетки врожденного и адаптив-
ного иммунитета, то есть вызывать косвенный 
противоопухолевый эффект [14, 35]. Нф участву-
ют в патогенезе внеклеточно, выделяя мощные 
противомикробные вещества и протеазы либо 
образуя внеклеточные ловушки (NETs) [34]. NET 
выделяются активированными Нф в ответ на ау-
тоиммунные стимулы, инфекционные агенты, 
асептическое воспаление и рак. При этом мем-
брана ядра распадается, хроматин деконденсиру-
ется и белки из нейтрофильных гранул (лактофе-
рин, миелопероксидаза (МПО)) и гистоны ядра 
связываются с деконденсированной ДНК, и вся 
структура выбрасывается из клетки. Показано, 
что NETs захватывают, но не убивают микро-
бы [38]. При этом продлевается выживаемость 
Нф, выбрасывающих ловушки [60]. В то же вре-
мя многочисленные исследования показывают, 
что неконтролируемое, чрезмерное высвобожде-
ние или неадекватное удаление NET способству-
ет развитию ряда патологических состояний [41]. 
На сегодня нет единой точки зрения относитель-
но роли NET в канцерогенезе. Работами Долгу-
шина И.И. и соавт. [4] показано, что механизм 
образования NET обладает специфичностью, что 
может быть связано с предактивацией «прайми-
рования» нейтрофилов собственными опухоле-
выми клетками. Полагают, что NET могут реали-
зовать противоопухолевые эффекты, уничтожая 
опухолевые клетки либо активируя иммунную 
систему [13]. NETs могут убить активированную 
эндотелиальную клетку, повреждать кровенос-
ные сосуды опухоли [28, 45]. В то же время по-
казано, что NET захватывают циркулирующие 
опухолевые клетки, что приводит к увеличению 
их адгезии, образованию микро- и макрометаста-
зов [20]. Показано, что нейтрофильная эластаза 
и ММП-9, ассоциированные с NET, последова-
тельно расщепляют ламинины, которые затем 
индуцируют пролиферацию спящих раковых 
клеток [10, 39]. Кроме того, NET, содержащие 
мощные протеазы, могут способствовать метаста-
зированию, расщепляя внеклеточный матрикс. 
Сети могут также образовывать барьер между 
раковыми клетками и иммунной системой, что 
позволяет раковым клеткам избегать иммунно-
го распознавания [13]. Понятие «иммунодефи-
цит рака (immunoediting)» [32] предполагает, что 
иммунная система может как идентифицировать 
и уничтожать опухолевые клетки, так и способ-
ствовать прогрессированию опухоли. В много-
численных исследованиях было установлено, 
что про- либо противоопухолевая активность Нф 
зависит от типа локализации и стадии процесса 
и профиля цитокинов микроокружения опухо-

ли [5, 52]. Показано, что Нф могут способство-
вать росту опухоли путем секреции ММП-9, ко-
торая предотвращает апоптоз опухолевых клеток 
[9], а также опухолевому ангиогенезу и неоваску-
ляризации [36]. При этом Нф, продуцируя пере-
кись водорода, подавляют реакции адаптивного 
иммунитета [49]. Имеются также данные об из-
менении функций Нф при развитии опухоли [8, 
53]. Однако более 90% результатов, представлен-
ных в публикациях, посвященных роли Нф в ди-
намике канцерогенеза, получены в эксперименте 
и для опухоль-ассоциированных клеток. 

Целью исследования было изучение фенотипа 
циркулирующих Нф на разных стадиях неопла-
зии шейки матки.

Материалы и методы
Обследуемая группа состояла из 31 пациентки 

с цервикальной интраэпителиальной неоплазией 
(CIN) и 21 первичных больных РШМ Iа стадии 
(по FIGO), находящихся на лечении в Ульянов-
ском областном клиническом онкологическом 
диспансере. Контрольную группу составили 
практически здоровые женщины (n = 25) в воз-
расте 22-45 лет. Нейтрофилы выделяли из лейко-
цитарной взвеси на двойном градиенте плотно-
сти стерильных растворов фиколла-урографина 
(ρ = 1,117 и 1,077 г/мл). Чистота фракции ней-
трофилов составляла 92-94%. Жизнеспособность 
нейтрофилов в тесте с 0,5% трипановым синим 
составляла 95%. Выделенные и отмытые нейтро-
филы помещали по 50±5 тысяч клеток в 1,5 мл 
физиологического раствора и путем замора-
живания-оттаивания из них получали лизаты. 
Спонтанную продукцию эластазы (eBioscience, 
Австрия) и активных форм матриксных метал-
лопротеиназ (ММП-9 (Quantikine, R&D Systems, 
США), ММП-1 (BCM Diagnostics, США), 
ММП-13 (BenderMedsystems, США)), IL-2, IL-8, 
IL-18, IFNγ, G-CSF (ЗАО «Вектор-Бест-Волга», 
Россия) определяли твердофазным иммунофер-
ментным методом в сыворотке крови и лизате 
Нф. Лизаты Нф хранились в течение месяца при 
-25 °С. Для определения NET, нейтрофилы, вы-
деленные из периферической крови, окрашива-
ли с помощью 0,04% раствором акридинового 
оранжевого по методу Долгушина И.И. и соавт. 
(2010). Образование внеклеточных ловушек 
оценивали после инкубации Нф с выбранной 
нами в качестве индуктора суточной культурой 
Saccharomyces cerevisiae. Полученные результаты 
оценивали на флуоресцентном микроскопе, ис-
пользуя при этом фильтры, которые обеспечива-
ют возбуждающий свет с длиной волны не более 
490 нм и эмиссию с длиной волны 520 нм. В су-
спензии подсчитывали число нейтрофилов с сег-
ментированным ядром, клеток с недифференци-
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рованным ядром и NET, которые пересчитывали 
на 100 клеток. Полученные результаты выражали 
в процентах. Высчитывали число нейтрофиль-
ных ловушек (%) – количество нейтрофильных 
ловушек, содержащих дрожжевые клетки, из 100 
подсчитанных сетеподобных структур; и индекс 
нейтрофильной ловушки (у. е.) – число дрожже-
вых клеток в 100 подсчитанных ловушках в пере-
счете на 1 структуру.

Оценивали общее количество лейкоцитов, аб-
солютное и относительное количество Нф, спо-
собность Нф генерировать АФК в реакции восста-
новления нитросинего тетразолия (спонтанный 
и индуцированный НСТ-тест) [2]. Микробицид-
ную активность оценивали и по уровню активно-
сти миелопероксидазы методом Грэхема–Кнолля 
и катионных белков по М.Г. Шубичу [6]. Резуль-
таты выражали в виде среднего цитохимического 
коэффициента (СЦК). Иммунофенотипирова-
ние нейтрофилов проводили на флуоресцентном 
микроскопе Nikon Ni-U с использованием моно-
клональных антител (МКА) к поверхностным ан-
тигенам CD11b, CD16, CD63, CD95 (ЗАО «Сор-
бент», Москва). 

Статистический анализ данных произво-
дился с помощью пакета прикладных программ 
STATISTICA 10 (One-way ANOVA). 

В качестве центральной характеристики при-
меняли медиану, а при сравнении использовали 
непараметрический критерий Манна–Уитни. 
Статистически значимыми считали данные при 
р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
Нами установлено снижение общего количе-

ства лейкоцитов и абсолютного количества Нф 
у больных с дисплазией и увеличение этих пока-
зателей и относительного количества Нф у паци-
енток с РШМ (табл. 1).

При этом отношение Нф к лимфоцитам (NLR) 
у пациентов с дисплазией составило ≥2,1; с РШМ 
≥ 3,4 против ≥ 1,4 в контроле. Сходную динамику 
количества Нф и отношение NLR при дисплазии 
и РШМ отмечали ряд исследователей [54]. Авто-
ры указывают, что в группе с нейтрофилией при 
РШМ было повышено число рецидивов и мета-
стазов по сравнению с пациентами с нейтрофи-
лией при дисплазии шейки матки. Cho H. и соавт. 
показали, что у пациентов с первичным РЯ NLR 
значительно выше, чем у пациентов с доброкаче-
ственными гинекологическими заболеваниями 
или в контроле [19]. При этом было показано, что 
повышенное количество Нф связано с короткой, 
общей и безрецидивной выживаемостью [50]. Та-
ким образом, данные литературы свидетельству-
ют о связи высокого уровня Нф циркулирующей 
крови с плохим клиническим исходом у больных 

раком. Эффекторные функции иммунных клеток 
тесно связаны с их метаболическим состоянием. 
Анализ полученных данных свидетельствует, что 
активность МПО в спонтанном тесте при дис-
плазии шейки матки оказывается значимо повы-
шенной по сравнению с контролем и имеет тен-
денцию к дальнейшему повышению у больных 
РШМ Ia (табл. 2).

Интенсивность продукции Нф активных 
форм кислорода (АФК) осуществляется в ос-
новном при участии NADPH-оксидазы и ды-
хательной цепи митохондрий МПО [31]. Нами 
установлено значимое увеличение количества 
Нф, активных как в спонтанном, так и в акти-
вированном НСТ-тесте у больных с дисплазией 
шейки матки (табл. 2), и резкое снижение числа 
этих Нф по сравнению с контролем у пациентов 
с РШМ Ia (табл. 2).

АФК, продуцируемые активированными Нф, 
с одной стороны, участвуют в лизисе опухолевых 
клеток [61], с другой – действие АФК может быть 
генотоксичным и, следовательно, проопухоле-
вым. Существует мнение, что исходная мутация 
(смерть будет зависеть от дозы АФК) [43].

Таким образом, полученные данные позво-
ляют предполагать повышенную по сравнению 
со здоровыми спонтанную и индуцированную 
кислородзависимую (МПО, НСТ-тест) цитоли-
тическую активность циркулирующих Нф у па-
циенток с дисплазией шейки матки. Нф при этом, 
возможно, могут повреждать клетки организма. 
У пациенток с РШМ Ia как кислородзависимая, 
так и кислород-независимая активность (КБ) 
была резко и значимо снижена в циркулирую-
щих Нф как по сравнению со здоровыми, так и 
по сравнению с пациентами с дисплазией шейки 
матки. Нф при этом, вероятно, не способны пол-
ноценно защищать организм от патогенов.

Fridlender Z.G. и соавт. (2009) постулировали 
наличие N1 (противоопухолевых) и N2 (проту-
моральных) опухолеподобных Нф [25]. Эта пла-
стичность Нф регулируется молекулами в микро-
окружении опухоли. Трансформирующий фактор 
роста (TGF-β) – иммуносупрессивный цитокин, 
индуцирует фенотип N2 и предотвращает обра-
зование проопухолевых N1. При TGF-β блокаде 
N1 усиленно экспрессируют иммуноактивирую-
щие цитокины и хемокины, более низкие уров-
ни аргиназы, более высокую цитотоксическую 
активность в отношении опухолевых клеток, 
ингибируют ангиогенную активность опухоли, 
существует концепция поляризации Нф средой 
цитокинов. Возможно, что изменения в фено-
типах N1 и N2 основаны на различной степени 
активации Нф. Однако неясно, являются ли N1 
просто более активными, чем N2 [43]. 



1131

Фенотип циркулирующих нейтрофилов
Neutrophil phenotypes in cervical neoplasia2019, Vol. 21,  6

2019, Т. 21, № 6

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ФАГОЦИТОЗА И ОБРАЗОВАНИЯ NET НЕЙТРОФИЛАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
БОЛЬНЫХ С ДИСПЛАЗИЕЙ И РАКОМ ШЕЙКИ МАТКИ

TABLE 1. INDICATORS OF PHAGOCYTOSIS AND THE FORMATION OF NET BY NEUTROPHILS IN THE PERIPHERAL BLOOD 
OF PATIENTS WITH DYSPLASIA AND CERVICAL CANCER

Группа
Group

Показатель
Indicator 

Контроль
Control
n = 25

Дисплазия
Dysplasia

n = 21

Рак шейки матки
Cervical cancer

n = 15

Активность фагоцитоза, %
Phagocytosis activity, % 3,50±1,82 4,71±0,63 2,25±0,77#

Интенсивность  
фагоцитоза, у. е.
Phagocytosis intensity, c. u.

1,52±0,07 1,05±0,02 0,38±0,18* #

Индекс NET, у. е.
NET index, c. u. 1,50±0,29 2,71±0,46 0,88±0,11* #

Число NET, %
NET count, % 1,33±0,33 4,76±1,06* 8,75±3,03* #

Примечание. * – показатель значимо отличается от такового в контроле; # – показатель значимо отличается от такового 
при дисплазии.
Note. *, the level is significantly different from that in the control; #, the level is significantly different from that in dysplasia.

ТАБЛИЦА 2. КОЛИЧЕСТВО ЛЕЙКОЦИТОВ И НЕЙТРОФИЛОВ У БОЛЬНЫХ С ДИСПЛАЗИЕЙ И РАКОМ ШЕЙКИ МАТКИ

TABLE 2. NUMBER OF LEUKOCYTES AND NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH CERVICAL DYSPLASIA  AND CERVICAL 
CANCER

Группа
Group

Показатель
Indicator 

Контроль 
Control
(n = 25)

Дисплазия
Dysplasia
(n = 31)

Рак шейки матки Iа 
CCIa

(n = 21)

Количество Ле × 109/л
Number of Le × 109/l 6,401±0,280 5,87±0,11

(р1 = 0,8490)

6,72±0,53 
(р1 = 0,3527;
р2 = 0,4491)

Количество Нф, %
Percentage of Nph, % 55,910±2,060 57,79±2,59

(р1 = 0,3793)

65,0±2,9
(р1 = 0,1468;
р2 = 0,2836)

Количество Нф × 109/л
Number of Nph × 109/l 3,600±0,030 2,48±0,27 

(р1 = 0,0001)

4,29±0,21
(р1 = 0,0063;
р2 = 0,1665)

Примечание. р1 – по сравнению с контролем; р2 – по сравнению с дисплазией шейки матки.

Note. p1, compared with the control; p2, compared with group of cervical dysplasia.

В циркулирующей крови организма-опухо-
леносителя выявляется несколько клеточных 
популяций клеток с нейтрофилоподобной мор-
фологией и проявляющих иммуносупрессивные 
или провоспалительные свойства [17, 24, 44]. 
При центрифугировании в градиенте плотности 
можно получить две основные популяции: Нф 
низкой плотности и Нф нормальной плотности. 
Сообщается, что Нф нормальной плотности име-
ют классические воспалительные характеристи-
ки (фракция N1). Нф с низкой плотностью (N2) 

имеют противовоспалительный фенотип и уси-
ливают прогрессирование опухоли [47, 58].

Нф формируют «цитокиновую сеть», секре-
тируя огромный спектр про- и противовоспали-
тельных, иммунорегуляторных цитокинов, ко-
лониестимулирующих факторов, регуляторных 
белков [35,51]. В результате проведенных иссле-
дований нами установлены значимые изменения 
по сравнению с контролем уровня IL-2, IFNγ, 
G-CSF, эластазы и MMP-9 в сыворотке крови 
и лизате Нф больных с дисплазией шейки матки 
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и РШМ Ia (табл. 3, 4). Нами было установлено 
значимое увеличение уровня IL-2, относящего-
ся к регуляторным цитокинам, в сыворотке кро-
ви и лизате Нф у пациентов с дисплазией шейки 
матки и резко выраженное его увеличение при 
РШМ Ia (табл. 3, 4). Существует мнение, что по-
вышение системного уровня IL-2 стимулирует 
опухолевый рост, а иммунные клетки у больных 
с дисплазией шейки матки экспрессируют рецеп-
торы к IL-2, что может свидетельствовать об их 
активации [1, 33]. 

Наиболее изученным и общепризнанным 
механизмом Нф-индуцированной прогрессией 
опухоли является усиление ангиогенеза. Это ре-
ализуется при участии такого ангиогенного фак-
тора, как MMP-9 [11]. MMP-9 и эластаза участву-
ют в инвазии и миграции опухолевых клеток, что 
способствует метастазированию опухолей [55]. 
Также показано, что MMP-9 предотвращает 
апоптоз опухолевых клеток, в частности при раке 
легких [9]. 

IL-8 cчитается сильным хемоаттрактантом, 
активирующим миграцию Нф в опухоль. При 
этом сами опухолевые клетки могут секретиро-
вать IL-8 [27]. Длительность жизни Нф увели-
чивается в зоне воспаления, что индуцируется 
IL-8 и GM-CSF [16]. Повышенный уровень этого 
цитокина в крови больных с плоскоклеточным 
раком головы и шеи был ассоциирован с про-
грессированием опухолевого процесса [57]. Нами 
установлено значимое снижение уровня IL-8 
в лизате периферических Нф больных РШМ Ia 
и повышение уровня этого цитокина в сыворотке 
крови при дисплазии шейки матки (табл. 3, 4).

Считается доказанным, что Нф могут быть ос-
новным источником цитокинов [18]. В то же вре-
мя показано, что ряд цитокинов, включая IFNγ 
и G-CSF, индуцирующих местный гранулоци-
тоз in vivo, могут секретироваться опухолевыми 
клетками [22]. При этом регуляторные цитоки-
ны, в том числе IFNγ, подавляют вхождение Нф 
в апоптоз и удлиняют время их жизни [29]. Нами 
установлено резкое и значимое возрастание уров-
ней IFNγ и G-CSF в лизате Нф у больных с дис-
плазией шейки матки по сравнению с контролем 
(табл. 3). У пациентов с РШМ уровень данных 
цитокинов возвращается к норме (табл. 3). В сы-
воротке крови уровень IFNγ, резко повышенный 
у больных с дисплазией, несколько снижается 
у больных с РШМ, не достигая, однако, нормы 
(табл. 4). Уровень G-CSF оказывается снижен-
ным по сравнению с нормой у больных с диспла-
зией и РШМ (табл. 4). 

Таким образом, анализ спектра цитокинов 
в лизате Нф и сыворотке крови позволяет пред-
полагать значимые изменения уровней изучен-
ных цитокинов у пациентов в лизате перифери-

ческих нейтрофилов уже на стадии дисплазии 
шейки матки. При этом на фоне резкого увели-
чения как в лизате, так и в плазме крови уровня 
регуляторного IFNγ значимо возрастают уровни 
«проопухолевых» ММП-9, IL-2 и G-CSF. Уровень 
IL-8, праймирующего активацию Нф на стадии 
дисплазии, повышается только в сыворотке кро-
ви. В лизате Нф и плазме крови больных с РШМ 
повышенным остается уровень IL-2 и значимо 
возрастает уровень ММП-9.

Показано, что Нф при встрече с опухолевы-
ми клетками активируются и формируют вокруг 
них NET [3]. В ранних исследованиях была уста-
новлена зависимость формирования NET от ак-
тивных форм кислорода (ROS), генерируемых 
NADPH-оксидазным путем [26]. Однако в ряде 
исследований in vitro и in vivo была установле-
на независимость образования NET от ROS [12, 
37]. Это несоответствие на данном этапе не имеет 
объяснения. В результате проведенных нами ис-
следований установлено значимое возрастание 
числа NET, образованных Нф больных раком 
шейки матки, как по сравнению с контролем, 
так и по сравнению с Нф пациенток с дисплази-
ей (табл. 5).

Активность миелопероксидазы нейтрофилов 
периферической крови женщин c раком шей-
ки матки Ia умеренно (r = 0,3217) коррелирует 
с уровнем НВЛ, в отличие от нейтрофилов пе-
риферической крови женщин с дисплазией, где 
обнаружена слабая положительная корреляцион-
ная связь по Спирмену (r = 0,2189).

Существует точка зрения, что снижение фа-
гоцитоза и усиление ROS-продукции характер-
ны для проопухолевого фенотипа Нф. Подобные 
Нф, их также называют клетками низкой плотно-
сти, были описаны при раке и имеют повышен-
ную спонтанную продукцию NET [46].

Анализируя полученные данные, мы предпо-
ложили, что исследованные показатели плазмы 
и Нф циркулирующей крови могут быть исполь-
зованы в качестве маркеров прогрессии цер-
викальных неоплазий. Нами был использован 
дисперсионный анализ ANOVA. Было отобрано 
10 показателей, дающих четкие межгрупповые 
различия нормы (1) и дисплазией (2) с РШМ (3) 
(ИНЛ, у. е.; ВНЛ, %; CD95 + Нф, уровень  
IL-2, MMП-9, эластазы, IL-8 лизате Нф, а также 
уровень MMП-13, IL-2, эластазы в сыворотке  
крови). 

Было установлено, что идеальный показа-
тель – уровень IL-2 в сыворотке крови. Его до-
статочно для того, чтобы различить принадлеж-
ность к любой из групп.

Можно предположить, что указанные в гра-
фиках изменения непрерывны и не имеют допол-
нительных колебаний.
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ТАБЛИЦА 3. АКТИВНОСТЬ МПО, ПОКАЗАТЕЛИ СПОНТАННОГО И ИНДУЦИРОВАННОГО НСТ-ТЕСТА И УРОВЕНЬ КБ 
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ НФ НА РАЗНЫХ СТАДИЯХ НЕОПЛАЗИИ ШЕЙКИ МАТКИ

TABLE 3. MPO ACTIVITY, INDICES OF SPONTANEOUS AND INDUCED NBT TEST AND THE CP LEVEL IN CIRCULATING NP 
AT DIFFERENT STAGES OF CERVICAL NEOPLASIA

Пока затель
Indicator

 

Группа
Group

МПО, СЦК
MPO, mean 
cytochemical 
coefficient

КБ, СЦК
CP, mean 

cytochemical 
coefficient

НСТ-тест
NBT test

Спонтанный
Spontaneous

Индуцированный
Induced

% активных 
клеток

% active cells

у. е.
c. u.

% активных 
клеток

% active cells

у. е.
c. u.

Контроль
Control
n = 25

1,18±0,13 2,34±0,09 99,33±0,38 1,56±0,18 99,83±0,17 2,23±0,19

Дисплазия
Dysplasia
n = 31

1,86±0,21
(р1 = 0,0199)

2,46±0,04
(р1 = 0,7044)

97,53±0,58
(р1 = 0,0267)

2,78±0,14
(р1 = 0,7960)

98,89±0,19
(р1 = 0,4815)

3,63±0,14
(р1 = 0,7960)

РШМ Ia
CC Ia
n = 21

1,95±0,16
(р1 = 0,0018;
р2 = 0,8792)

1,85±0,08
(р1 = 0,0019;
р2 = 0,0052)

95,67±1,13
(р1 = 0,0211;
р2 = 0,4722)

0,50±0,30
(р1 = 0,1795;
р2 = 0,0550)

97,67±0,23
(р1 = 0,2225;
р2 = 0,4035)

1,18±0,06
(р1 = 0,7142;
р2 = 0,3403)

Примечание. См. примечание к таблице 2. 

Note. As for Table 2.

ТАБЛИЦА 4. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ, ЭЛАСТАЗЫ И МАТРИЧНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ В ЛИЗАТЕ ПЕРИФЕРИЧЕСКИХ 
НЕЙТРОФИЛОВ НА РАЗНЫХ СТАДИЯХ НЕОПЛАЗИИ ШЕЙКИ МАТКИ
TABLE 4. LEVEL OF CYTOKINES, ELASTASE AND MATRIX METALLOPROTEINASES IN THE LYSATE OF PERIPHERAL 
NEUTROPHILS AT DIFFERENT STAGES OF CERVICAL NEOPLASIA

Контроль
Control
n = 25

Дисплазия шейки матки
Cervical dysplasia

n = 31

РШМ Ia
CC Ia
n = 21

IL-2, пг/мл
pg/ml

3,953±0,515
(3,246-4,956)

8,052±0,401*
(5,035-14,692)

59,835±3,177* #

(10,620-97,459)
IL-8, пг/мл
pg/ml

165,162±15,888
(57,064-237,041)

175,187±8,305
(30,147-258,482)

60,538±6,519* #

(11,249-112,185)
IL-18, пг/мл
pg/ml

45,898±16,550
(5,378-160,664)

51,645±9,559
(5,657-308,490)

14,198±2,208* #

(5,343-35,832)
IFNγ, пг/мл
pg/ml

2,510±0,468
(0,000-4,879)

11,400±0,691*
(4,463-16,987)

3,255±0,211#

(1,06-6,47)
G-CSF, пг/мл
pg/ml

0,129±0,037
(0,000-0,282)

11,568±1,136*
(3,043-23,563) 0

Эластаза, нг/мл
Elastase, ng/ml

0,353±0,049
(0,117-0,687)

0,691±0,064*
(0,101-1,520)

2,168±0,113* #

(1,038-3,205)
MMП-1, нг/мл
MMP-1, ng/ml

0,507±0,051
(0,126-0,743)

0,603±0,031
(0,194-0,868)

0,753±0,059
(0,344-1,180)

MMП-9, нг/мл
MMP-9, ng/ml

29,814±0,504
(26,663-30,742)

41,064±0,143*
(38,000-41,873)

1,143±0,063* #

(0,83-1,58)
MMП-13, нг/мл
MMP-13, ng/ml

11,818±1,693
(0,000-22)

10,615±0,095
(9,163-11,000)

8,905±0,006
(0,000-18,5)

Примечание. * – отличие статистически значимо по сравнению с контролем (р ≤ 0,05); # – отличие статистически 
значимо по сравнению с показателем при дисплазии (р ≤ 0,05).

Note. *, the difference is statistically significant compared with the control (p ≤ 0.05); #, the difference is statistically significant 
compared with the level in dysplasia (p ≤ 0.05).
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ТАЛИЦА 5. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ, ЭЛАСТАЗЫ И МАТРИЧНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ СЫВОРОТКИ КРОВИ 
БОЛЬНЫХ НА РАЗНОЙ СТАДИИ НЕОПЛАЗИИ ШЕЙКИ МАТКИ

TABLE 5. LEVEL OF CYTOKINES, ELASTASE AND MATRIX METALLOPROTEINASES IN THE BLOOD SERUM OF PATIENTS AT 
DIFFERENT STAGES OF CERVICAL NEOPLASIA

Контроль
Control
n = 25

Дисплазия шейки матки
Cervical dysplasia

n = 31

РШМ Ia
CC Ia
n = 21

IL-2, пг/мл
pg/ml

2,428±0,229
(1,289-3,634)

3,758±0,044
(3,398-4,095)

22,667±0,932* #

(11,182-30,736)
IL-8, пг/мл
pg/ml

12,487±1,269
(7,848-23,188)

24,144±1,462*
(5,765-38,493)

14,513±0,590 #

(10,426-18,921)
IL-18, пг/мл
pg/ml

310,294±83,903
(0,000-874,858)

434,789±17,607
(273,583-669,655)

450,783±11,956
(359,497-543,092)

IFNγ, пг/мл
pg/ml

4,183±0,702
(1,086-9,111)

13,475±1,226*
(4,012-29,016)

12,714±2,359*
(1,27-43,17)

G-CSF, пг/мл
pg/ml

49,029±6,388
(1,413-93,299)

37,125±1,537*
(9,687-56,685)

29,963±1,851* #

(12,189-55,953)
Эластаза, нг/мл
Elastase, ng/ml

2,227±0,125
(1,663-3,117)

1,059±0,004*
(1,012-1,117)

1,770±0,025
(1,562-1,981)

MMП-1, нг/мл
MMP-1, ng/ml

0,086±0,008
(0,038-0,114)

0,247±0,007*
(0,185-0,354)

0,348±0,029*
(0,117-0,663)

MMП-9, нг/мл
MMP-9, ng/ml

4,159±0,531
(0,915-8,093)

5,654±0,296
(1,687-9,180)

9,419±0,718*
(2,706-14,404)

MMП-13, нг/мл
MMP-13, ng/ml

20,454±2,305
(11,0-33,0)

18,662±0,075
(18,037-19,000)

6,766±1,267* #

(0,0-22,5)

Примечание. * – отличие статистически значимо по сравнению с контролем; # – отличие статистически значимо 
по сравнению с показателем при дисплазии.

Note. *, the difference is statistically significant compared with the control; #, the difference is statistically significant compared with 
level in dysplasia.

Рисунок 1. Алгоритм оценки степени цервикальной 
неоплазии
Figure 1. Algorithm for assessing the grade of cervical neoplasia

В этом случае для оценки степени цервикаль-
ной неоплазии может быть использован следую-
щий алгоритм (рис. 1): если уровень IL-2 ниже 
3,0, констатируем отсутствие неоплазии; если 
уровень IL-2 выше 3,0, рекомендуется допол-
нительная оценка в лизате Нф периферической 
крови уровни ММП-9. Дисплазия вероятна при 
уровне ММП-9 выше 40; РШМ – при уровне 
ММП-9 ниже 5.

Заключение
На фоне значимого снижения абсолютного 

количества Нф циркулирующей крови пациен-
ток с дисплазией шейки матки, по сравнению 
с нормой, характеризуются повышенной кисло-
родзависимой цитолитической и фагоцитарной 
активностью и повышенной спонтанной про-
дукцией NET, что может свидетельствовать об их 
противоопухолевой активности. В то же время 
уже на стадии дисплазии как в Нф, так и в плазме 
крови возрастают по сравнению с нормой уров-
ни «проопухолевых» цитокинов ММП-9, IL-2 
и G-CSF. Высокие уровни в плазме крови регу-
ляторного IFNγ и праймирующего активацию 

0
10
20
30
40
50
60
70
80

0

отн. Нф, %
rel. Nf, %

абс. Нф × 109/л
abs. Npf × 109/л

абс. Ле × 109/л
abs. Le × 109/л

1
2
3
4
5
6
7
8

%×1
09 /л

контроль
control

РШМ
CC

(cervical 
cancer)

дисплазия шейки 
матки

cervical dysplasia



1135

Фенотип циркулирующих нейтрофилов
Neutrophil phenotypes in cervical neoplasia2019, Vol. 21,  6

2019, Т. 21, № 6

нейтрофилов IL-8 не предполагают использова-
ние на стадии дисплазии шейки матки экзоген-
ных стимуляторов активности Нф. У пациенток 
на начальной стадии РШМ значимо по сравне-
нию с нормой увеличено абсолютное количе-
ство Нф циркулирующей крови. Однако на фоне 
повышенной спонтанной кислородзависимой 
цитолитической активности у них значимо сни-
жена активность фагоцитоза и резко повышена 

спонтанная продукция NET, что в целом харак-
терно для «проопухолевого» фенотипа Нф. В Нф 
и плазме крови больных РШМ Ia сохраняется 
повышенным уровень IL-2 и продолжает возрас-
тать уровень ММП-9. Таким образом, получен-
ные результаты позволяют предполагать измене-
ние фенотипа циркулирующих Нф при переходе 
от дисплазии к РШМ в сторону увеличения про-
опухолевых клеток низкой плотности.
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