
КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОЛОГИЯ / CLINICAL ONCOLOGY

94  JOURNAL OF MODERN ONCOLOGY 2020 | VOL. 22 | NO. 3 СОВРЕМЕННАЯ ОНКОЛОГИЯ 2020 | ТОМ 22 | №3

https://doi.org/10.26442/18151434.2020.3.200137

Оригинальная статья 

Детекция диссеминированных опухолевых 
клеток и их взаимосвязь с популяцией 
костномозговых лимфоцитов у больных 
немелкоклеточным раком легкого 
 

Т.М. Джуманазаров1, С.В. Чулкова1,2, Н.Н. Тупицын1, О.А. Чернышева1, А.К. Аллахвердиев3,4, А.Д. Палладина1,  
Н.А. Купрышина1, О.П. Колбацкая1, П.В. Кононец1, Б.Б. Ахмедов1, С.С. Герасимов1 
1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России, Москва, Россия; 
2ФГAOУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова Минздрава России, 
Москва, Россия; 
3ГБУЗ «Московский клинический научно-практический центр им. А.С. Логинова» Департамента здравоохранения г. Москвы, 
Москва, Россия; 
4ФГБОУ ДПО Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России, Москва, 
Россия 
chulkova@mail.ru 
 
Аннотация 
Введение. Детекция диссеминированных опухолевых клеток (ДОК) при солидных опухолях является важной составляющей 
оценки прогноза заболевания. Поражение костного мозга наблюдается часто. Существуют данные, указывающие на важную 
роль субпопуляций лимфоцитов костного мозга в процессах гематогенного метастазирования. 
Цель. Оценить частоту поражения костного мозга у больных немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ) на основании обнару-
жения ДОК методом проточной цитометрии, а также их влияние на популяции лимфоцитов костного мозга. 
Материалы и методы. Исследовали 62 образца костного мозга больных с верифицированным диагнозом НМРЛ: аденокар-
цинома (33), плоскоклеточный рак (27), другие виды (2). Методы: морфологический, многоцветная проточная цитометрия. 
Изучены ДОК, популяции лимфоцитов CD3, CD4, CD8, CD19/CD20, CD16, CD27. Сбор и анализ: FACS Canto II, США, програм-
ма Kaluza Analysis v2.1. 
Результаты. В костном мозге ДОК (EPCAM+CD45-) были обнаружены у 43,5% пациентов c НМРЛ (в качестве порогового 
значения приняли 1 клетку на 10 млн миелокариоцитов). Наличие ДОК не коррелировало с размером опухоли, статусом лим-
фоузлов, стадией опухолевого процесса. ДОК чаще наблюдались при более дифференцированных опухолях (р=0,023). Вы-
явлено достоверное повышение уровня субпопуляций CD16+CD4-NK-клеток (р=0,002), CD27+CD3+Т-клеток (р=0,015) при 
поражении костного мозга. 
Заключение. Установлена возможность детекции ДОК в костном мозге больных НМРЛ, у 43,5% больных НМРЛ в костном 
мозге выявлены ДОК, при этом их наличие установлено даже при локализованном опухолевом процессе. Более частое пора-
жение костного мозга наблюдалось при высокодифференцированных опухолях. Выявлена взаимосвязь между ДОК и кост-
номозговыми популяциями лимфоцитов: субпопуляции CD16+CD4-, CD27+CD3+. 
Ключевые слова: немелкоклеточный рак легкого, костный мозг, диссеминированные опухолевые клетки, Т-клетки, CD3, 
CD27, СD16, проточная цитометрия. 
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и их взаимосвязь с популяцией костномозговых лимфоцитов у больных немелкоклеточным раком легкого. Современная 
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Abstract 
Introduction. Detection of disseminated tumor cells (DTC) in solid tumors is an important component of the assessment of disease pro-
gnosis. Bone marrow damage is common. There is evidence indicating an important role for bone marrow lymphocyte subpopulations in 
hematogenous metastasis. 
Aim. To evaluate the frequency of bone marrow damage in patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) based on the detection of 
DTC by flow cytometry, as well as their effect on the population of bone marrow lymphocytes. 
Materials and methods. 62 bone marrow samples of patients with a verified diagnosis of NSCLC: adenocarcinoma (33), squamous 
cell carcinoma (27), other types (2). Methods: morphological, multicolor flow cytometry. Studied DTC, lymphocyte populations CD3, 
CD4, CD8, CD19, CD20, CD16, CD27. Collection and analysis: FACS Canto II, USA, Kaluza Analysis v2.1. 
Results. In bone marrow, DTC (EPCAM+CD45-) were found in 43.5% of patients with NSCLC (1 cell per 10 million myelocariоcytes 
was taken as the threshold value). The presence of DTC did not correlate with the size of the tumor, the status of the lymph nodes, and 
the stage of the tumor process. DTC was more often observed in more differentiated tumors (p=0.023). A significant increase in the level 
of subpopulations of CD16+CD4-NK-cells (p=0.002), CD27+CD3+T-cells (p=0.015) with bone marrow damage was revealed. 
Conclusion. The possibility of detecting DTC in the bone marrow of patients with NSCLC was established, in 43.5% of patients with 
NSCLC in the bone marrow DTC was detected, and their presence was established even with a localized tumor process. More frequent 
bone marrow damage was observed with well-differentiated tumors. The relationship between DTC and bone marrow lymphocyte popu-
lations was revealed: subpopulations of CD16+CD4-, CD27+CD3+. 
Key words: non-small cell lung cancer, bone marrow, disseminated tumor cells, T-cells, CD3, CD27, СD16, flow cytometry. 
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Введение 
Рак легкого является одним из самых распространенных 

онкологических заболеваний во всем мире, от которого 
ежегодно умирают 1,59 млн человек [1]. По данным миро-
вой статистики, только 15% больных имеют локализован-
ный процесс. Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) со-
ставляет 80% случаев и имеет свои нюансы клинического 
течения, лечения и прогноза. Как известно, на сегодняшний 
день остро стоит проблема прецизионной диагностики 
НМРЛ, поскольку такая диагностика позволяет определить 
индивидуальные подходы в лечении, включая таргетную и 
иммунотерапию. 

На протяжении последних десятилетий одним из пер-
спективных направлений является диагностика гематоген-
ного микрометастазирования в костный мозг, поскольку 
стало ясно, что основной причиной смерти от рака являет-
ся метастатическое распространение опухолевых кле-
ток [2, 3]. Уже отработаны методы детекции диссеминиро-
ванных опухолевых клеток (ДОК) в костном мозге при раз-
ных видах опухолей [4, 5]. Выявлен ряд особенностей, 
характеризующих ДОК как отдельную популяцию клеток, 
отличающихся от первичной опухоли и обладающих эпи-
генетическими и генетическими преимуществами [6]. Уста-
новлено, что ДОК, колонизирующие костный мозг, при-
обретая новые биологические свойства, имеют больший 
метастатический потенциал. Интересно, что ДОК по своим 
характеристикам схожи со стволовыми клетками: могут 
экспрессировать стволовоклеточные антигены [7, 8], обла-
дают пластичностью, способны к самоподдержанию и об-
ратимому состоянию покоя [9], а также проявляют устойчи-
вость к химиолучевому лечению [10]. 

Показана взаимосвязь между поражением костного мозга 
и прогнозом заболевания при некоторых солидных опухо-
лях: наличие ДОК в костном мозге является неблагопри-
ятным фактором прогноза общей выживаемости и выжи-
ваемости без прогрессирования [11–13]. Установлена 
значимость ДОК для мониторинга эффективности тера-
пии [14]. Данные исследований при НМРЛ неоднозначны, 
но имеется указание на важность выявления ДОК и наличие 
корреляции с прогнозом заболевания [11, 15–17]. 

Существует несколько исследований, посвященных из-
учению субпопуляционного состава иммунокомпетентных 
клеток в костном мозге при злокачественных опухолях. Ре-
зультаты работы Т.В. Горбуновой свидетельствуют о важной 
роли субпопуляций Т-клеток, естественных киллеров и 
TCR-клеток в процессах гематогенного метастазирования 
при рабдомиосаркоме у детей [18]. Показано, что в костном 
мозге увеличено содержание эффекторов противоопухоле-
вого иммунитета [19–21]. В недавней работе установлена 
связь ДОК с субпопуляцией костномозговых СD8+ лимфо-
цитов при раке молочной железы (РМЖ) [12]. Очевидно, 

при метастатическом поражении костного мозга вклю-
чаются определенные механизмы врожденного и приобре-
тенного иммунного ответа с целью контроля над опухоле-
выми клетками. 

Таким образом, имеющиеся на сегодняшний день резуль-
таты исследований позволяют утверждать, что диагностика 
метастатического поражения костного мозга у больных 
НМРЛ является актуальной задачей и требует всестороннего 
анализа: изучение закономерностей появления ДОК в кост-
ном мозге больных НМРЛ, выявление их биологических осо-
бенностей по сравнению с клетками первичной опухоли, 
а также изучение микроокружения, с целью оценки возмож-
ности использования ДОК как потенциальных мишеней в 
терапии НМРЛ. Последнее открывает новые перспективы 
прецизионной терапии у данной группы больных. 

Цель исследования – оценить частоту поражения кост-
ного мозга у больных НМРЛ на основании обнаружения 
ДОК методом проточной цитометрии, а также их взаимо-
связь с субпопуляционным составом лимфоцитов костного 
мозга. 

 
Материалы и методы 

Материалом для исследования послужили образцы костно-
го мозга, которые были получены при стернальной пункции у 
62 больных с верифицированным диагнозом НМРЛ, средний 
возраст которых составил 63 года: 48 (77,4%) мужчин и 
14 (22,6%) женщин. Все больные находились на обследовании 
и получили лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохи-
на» с 2018 по 2019 г. По стадиям опухолевого процесса боль-
ные распределились следующим образом: IA – 5 (8,1%), IB – 
13 (21%), IIA – 12 (19,4%), IIВ – 9 (14,5%), IIIА – 13 (21%), IIIВ – 
4(6,5%), IV – 6 (9,7%); табл. 1. Наиболее частой гистологиче-
ской формой была аденокарцинома, установленная в 53,3% 
(n=33) случаев. У 27 (43,5%) больных диагностирован плоско-
клеточный рак и в двух случаях – иные гистологические виды. 

Морфологическое исследование препаратов костного 
мозга включало подсчет миелограммы и поиск ДОК. Имму-
нофлюоресцентный анализ выполнялся методом проточ-
ной цитометрии (цитометр FACSCanto II, США). В исследо-
вании использованы моноклональные антитела, меченные 
напрямую флюорохромами (табл. 2). С их помощью в кост-
ном мозге изучены ДОК, субпопуляции лимфоцитов CD3, 
CD4, CD8, CD19/CD20, CD16, CD27. Оценка экспрессии ан-
тигенов проведена с помощью программы Kaluza Analysis 
v2.1 (Beckman Coulter, США). 

ДОК выявлялись на основании отсутствия экспрессии 
панлейкоцитарного антигена CD45 в сочетании с экспрес-
сией EPСАМ или КL-1. Анализ проводился среди 20 млн мие-
локариоцитов (или все клетки образца), при этом положи-
тельными считались случаи при обнаружении не менее 
1 клетки на 10 млн миелокариоцитов. 
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Субпопуляционный состав костного мозга изучался в гей-
те зрелых лимфоцитов, на основании выраженной экспрес-
сии CD45 в сочетании с низкими характеристиками боко-
вого светорассеяния (SSC). 

 
Результаты и обсуждение 

По результатам иммунологического исследования костного 
мозга больных НМРЛ установлено, что его поражение наблю-
далось в 43,5% случаев (n=27). По данным мировой литерату-
ры, этот показатель варьирует от 22 до 60% в зависимости от 
методов исследования [22]. В проведенном нами исследовании 
не было установлено статистически значимой взаимосвязи 
ДОК-положительного статуса опухоли с ее размером, стадией. 
Интересно отметить, что наибольшая частота обнаружения 
ДОК отмечена при IА стадии – 60,7% (3/5), а минимальная – 
при IIIB – 25,0% (1/4); рис. 1. Большинство ДОК-позитивных 
случаев наблюдалось при небольших размерах опухоли. В ис-
следованиях германских и японских ученых, напротив, уста-
новлена положительная корреляция между размером опухоли 
и наличием опухолевых клеток в костном мозге [17, 23].  

Сравнение гистологического вида опухоли с частотой на-
личия ДОК в костном мозге установило, что при аденокар-

циноме поражение костного мозга определялось у 45,5% 
(15/33) больных, а при плоскоклеточном раке – в 37% 
(10/27) случаев. При высокодифференцированном раке 
(G1) ДОК выявлялись в костном мозге достоверно чаще 
(р=0,023), что согласуется с результатами исследований, 
проведенных при НМРЛ зарубежными коллегами [22]. 

Количество выявленных опухолевых клеток в костном 
мозге больных НМРЛ было различным и не зависело от ста-
дии. Например, малое количество клеток (не более 5) обна-
ружено как при наличии метастазов в отдаленные органы 
(М1), так на более ранних стадиях. В целом число ДОК в об-
разцах костного мозга было низким: у большинства боль-
ных не превышало 5 клеток на 10 млн. При пересчете на 
1 млн ДОК определялись у 6,5% больных. Максимальное 
число ДОК в образце было обнаружено у одного больного, 
у которого установлена T2аN1M0 стадия. На рис. 2 представ-
лена цитограмма данного образца костного мозга. Как вид-
но из рис. 1, на 20 млн миелокарицитов выявлены 484 опу-
холевые клетки, характеризующиеся яркой экспрессией 
 EPCAM и отсутствием экспрессии панлейкоцитарного ан-
тигена CD45. При этом морфологически поражения кост-
ного мозга у данного больного не установлено. Следует от-
метить, что клеточность костного мозга была повышенная 
(229 тыс/мкл), обращали на себя внимание сниженное ко-
личество метамиелоцитов (6,4% при норме 8–15%), сни-
женный индекс созревания нейтрофилов (0,4 при норме 
0,5–0,9) и повышение оксифильных форм нормобластов 
(7,6% при норме 0,8–5,6%). 

Таким образом, в ходе исследования установлена возмож-
ность детекции ДОК у больных НМРЛ, частота которых со-
ставила 43,5%. Аналогичные проценты ДОК получены и дру-
гими авторами [23]. Выявление поражения костного мозга 
на I–II стадиях отражает раннюю гематогенную диссемина-

Таблица 2. Моноклональные антитела 
Table 2. Monoclonal antibodies

Антитело Флуоресцентная метка Производитель

CD45 V500-А, V450, PerCP Becton Diskinson, США

EpCAM FITC-А, PE Becton Diskinson, США

KL-1 FITC-А Immunotech, Франция

CD3 APC Becton Diskinson, США

CD4 V450 Becton Diskinson, США

CD8 APC-H7 Becton Diskinson, США

CD19 FITC-А, PE Becton Diskinson, США

CD20 APC-H7 Becton Diskinson, США

CD16 FITC Becton Diskinson, США

CD27 PerCP Becton Diskinson, США

CD2 V450 Becton Diskinson, США

Примечание. Статистическую обработку данных выполняли 
с использованием пакета IBM-SPSS Statistics v.18.

Рис. 2. ДОК в костном мозге больного Ж. На цитограмме в гейте А ДОК 
наблюдались на основании яркой экспрессии EPCAM (ось Y) и отсутствия 
CD45 (ось Х). 
Fig. 2. DTC in bone marrow. Patient Zh. On the cytogram in gate A DTC was 
observed based on the bright expression of EPCAM (Y axis) and the absence  
of CD45 (X axis).
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Рис. 1. Частота поражения костного мозга при НМРЛ в зависимости от стадии. 
Fig. 1. The frequency of bone marrow lesions in NSCLC depending on the stage.

Таблица 3. Взаимосвязь между популяциями лимфоцитов 
костного мозга и ДОК 
Table 3. Relationship between lymphocyte populations bone marrow 
and Detection of disseminated tumor cells (DTC) 

Субпопуляции ДОК n M±m р

CD45+CD3+
отсутствуют 25 70,2±1,7

0,051
присутствуют 16 62,6±3,9

CD27+CD3+
отсутствуют 23 57,4±3,6

0,015
присутствуют 14 70,4±2,8

CD16+CD4- отсутствуют 17 8,1±0,8 0,002

Таблица 1. Распределение больных НМРЛ по стадиям 
опухолевого процесса 
Table 1. The distribution of patients with non-small cell lung cancer 
(NSCLC)  by the stages of the tumor process

Стадия 
заболевания

Относительное число 
больных, %

Абсолютное число 
больных

IA 8,4 5

IB 20,8 13

IIA 19,2 12

IIB 14,4 9

IIIA 20,8 13

IIIB 6,6 4

IV 9,8 6
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цию НМРЛ. Важно отметить, что ДОК достоверно чаще об-
наруживаются при более дифференцированных опухолях. 

В настоящее время уделяется много внимания изучению 
субпопуляционного состава лимфоцитов костного мозга. 
В нескольких работах, посвященных РМЖ, отмечено изме-
нение их пропорции по сравнению с нормой. E. Solomayer и 
соавт. сравнили субпопуляционный состав лимфоцитов 
костного мозга доноров и больных РМЖ: оказалось, что ко-
личество Т-клеток (CD3+) у больных снижено в сравнении с 
нормой (30,6% против 40,8%; р<0,05) [20]. В другой работе у 
больных установлено наличие выраженной популяция 
NK-клеток (CD3-СD16+ 15,8%; р=0,028) [21]. 

Кроме того, по мнению ученых, важным является изучение 
популяций лимфоцитов у онкобольных как при отсутствии, 
так и при наличии микрометастазов в костном мозге. Данные 
нескольких исследований свидетельствуют, что иммуноком-
петентные клетки могут играть важную роль в предотвраще-
нии развития микрометастатических очагов [24]. Имеются 
работы, сообщающие об изменении пропорции популяций 

лимфоцитов костного мозга у больных при наличии в нем 
ДОК. Так, уровни субпопуляций CD4+, CD8+, CD56+ достовер-
но выше в случаях поражения костного мозга [19]. В работе 
других ученых получены иные данные в отношении CD8+ 
клеток [12]. Уровень CD8+ лимфоцитов в костном мозге 
больных РМЖ был достоверно ниже и составлял 39,2% про-
тив 48,1% у больных без поражения костного мозга. 

В нашем исследовании при изучении лимфоцитов кост-
ного мозга также были обнаружены некоторые особенно-
сти. Мы сравнили уровни субпопуляций лимфоцитов в за-
висимости от ДОК-статуса. Выявленные закономерности 
касались следующих субпопуляций: СD45+CD3+, 
CD27+CD3+, CD2+CD3+, CD16+CD4- (табл. 3). Как видно из 
таблицы, среднее содержание СD45+CD3+ клеток было ни-
же у ДОК-позитивных больных, которое составило 62,5% 
(n=16) против 70,2% (n=25); различия близки к достовер-
ным (р=0,051). Что касается субпопуляции CD16+CD4-, то ее 
преобладание достоверно наблюдалось в группе больных с 
ДОК-позитивным статусом 15,1% (n=6) и 8,6% (n=16) 

Рис. 3. Пример выраженной пропорции NK-клеток костного мозга при НМРЛ: 
а – гейт лимфоцитов; б – в гейте лимфоцитов в координатах CD16/CD4 
NK-клетки (CD16+CD4-) составляют 12,3%. 
Fig. 3. Example of a pronounced proportion of bone marrow NK cells in patient 
with NSCLC: a – lymphocyte gate; b – in the lymphocyte gate in the coordinates 
of CD16/CD4 NK cells (CD16+CD4-) make up 12.3%. 

а

б

Рис. 4. Пример экспрессии CD27 на Т-клетках костного мозга больной НМРЛ: 
а – гейт CD3+ лимфоцитов; б – в гейте CD3+ лимфоцитов в координатах 
CD27/CD3 популяция CD27+CD3+ клеток составляет 80,3%. 
Fig. 3. Example of expression CD27 of bone marrow T cells in patient with 
NSCLC: a – gate of CD3+ lymphocytes; b – in the gate of CD3+ lymphocytes  
in coordinates CD27/CD3 population of CD27+CD3+ cells make up 80.3%.

а

б
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(р=0,002), что согласуется с литературными данными. По-
вышенные уровни NK-клеток наблюдались в исследовании 
M. Feuerer [19]. Пример выраженной пропорции NK-клеток 
при НМРЛ (CD16+CD4-) представлен на рис. 3. 

Далее проводился анализ в гейте зрелых Т-клеток 
(СD3+). Важные данные получены в отношении CD27+ 
клеток. Известно, что молекула CD27 играет ключевую 
роль в активации Т-клеток, обеспечивая проведение кости-
муляторного сигнала [25]. Связывание ее с лигандом CD70 
приводит к усилению пролиферации и дальнейшей диф-
ференцировке Т-клеток в эффекторные и клетки памя-
ти [26]. В данной работе значительная пропорция (70%, 
n=14) субпопуляции CD27+СD3+ клеток была обнаружена 
у больных НМРЛ, имеющих поражение костного мозга 
(различия достоверны; р=0,015); рис. 4. Означает ли это, 
что повышение уровня зрелых Т-клеток, экспрессирую-
щих CD27, является ответной реакцией системы противо-
опухолевого иммунитета на гематогенное микрометаста-
зирование в костный мозг? Служит ли это отражением 
взаимодействия между ДОК и лимфоцитарными популя-
циями костного мозга? Возможно, это так и есть, но не-
обходим более подробный анализ в большей когорте 
больных. Следует отметить, что популяция Т-клеток памя-
ти гетерогенна [25]. Субпопуляции Т-клеток памяти поми-
мо экспресcии CD27 могут нести разные антигены, в числе 
которых перфорины, гранзимы – так называемые эффек-
торные Т-клетки памяти [27]. Наличие выраженной субпо-
пуляции CD27+Perforin+ клеток установлено в недавнем 
исследовании при раке легкого [28]. Поэтому факт уве-
личения пропорции субпопуляции CD27+СD3+ клеток при 
наличии ДОК в костном мозге обращает на себя внимание 

и заслуживает детального изучения, поскольку это может 
пролить свет на иммунные механизмы контроля длитель-
ного персистирования ДОК в костном мозге. 

Таким образом, проведенный анализ взаимосвязи между 
поражением костного мозга и его лимфоцитарными по-
пуляциями выявил достоверное повышение уровня субпо-
пуляций CD16+CD4-NK-клеток, CD27+CD3+Т-клеток. 

 
Выводы 

В данном исследовании проведена оценка ДОК в костном 
мозге больных НМРЛ. Установлено, что ДОК при НМРЛ вы-
являются в 43,5% случаев, при этом даже у больных с лока-
лизованным опухолевым процессом. Последнее наблюде-
ние отражает, что гематогенное метастазирование начина-
ется на ранних стадиях развития НМРЛ. Отмечено, что ДОК 
достоверно чаще обнаруживаются при более дифференци-
рованном раке. Установлена взаимосвязь между ДОК и кост-
номозговыми популяциями лимфоцитов: субпопуляции 
CD16+CD4-, CD27+CD3+ клеток были достоверно более вы-
раженными у больных с поражением костного мозга. В по-
следних научных исследованиях рассматривается возмож-
ность элиминации популяции ДОК посредством усиления 
иммунного контроля. Привлекательной перспективой яв-
ляется использование антител, нацеленных на CD27 [29]. 
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