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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – охарактеризовать особенности субпопуляционного состава и цитокин-секреторной 
активности Т-лимфоцитов (Th1, Th17 и Treg) во взаимосвязи с концентрацией галектина-1 и галектина-3 в 
крови у больных раком толстого кишечника. 

Материалы и методы. Обследованы 26 пациентов (14 мужчин и 12 женщин, средний возраст (62,9 ± 6,7) 
лет) с диагнозом рака толстого кишечника. В группу контроля вошли 17 здоровых доноров (11 мужчин и 
6 женщин, средний возраст (58,2 ± 3,1) лет). Материалом исследования служила цельная периферическая 
кровь, плазма крови и супернатанты суспензионной культуры мононуклеарных лейкоцитов. Выделенные 
из крови лимфоциты типировали методом проточной лазерной цитофлуориметрии с использованием 
моноклональных антител. Методом иммуноферментного анализа определяли содержание галектина-1 
и галектина-3 (в плазме крови) и IFNγ, IL-17A и TGFβ (в супернатантах культуры мононуклеарных 
лейкоцитов in vitro). Полученные результаты анализировали статистическими методами.

Результаты. У больных раком толстого кишечника установлено значимое увеличение концентрации 
галектина-1 и галектина-3 в плазме крови, ассоциированное со снижением содержания CD4+T-bet+ Th1-
лимфоцитов, CD4+RORC2+ Th17-лимфоцитов в крови и гипосекрецией IL-17 лимфоцитами in vitro. 
Напротив, выявлена положительная корреляция между концентрацией галектинов 1 и 3, содержанием 
CD4+FoxP3+Treg клеток в крови и секрецией TGFβ мононуклеарными лейкоцитами in vitro.

Заключение. При раке толстого кишечника повышенный уровень галектинов 1 и 3 в крови сопряжен с 
количественным дефицитом и угнетением секреторной активности эффекторных Т-лимфоцитов, и, на-
против, активацией иммуносупрессорных функций регуляторных Т-клеток. Полученные результаты 
указывают на негативную роль галектина-1 и галектина-3 в механизмах регуляции Т-клеточного звена 
иммунного ответа при раке толстого кишечника.

Ключевые слова: галектины, Т-лимфоциты, Th17, Treg, цитокины, иммуносупрессия, рак толстого ки-
шечника.
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ABSTRACT 

The aim of the study was to characterize the features of the subpopulation composition and cytokine-secretory 
activity of T lymphocytes (Th1, Th17 and Treg) in relation to the concentration of galectin-1 and galectin-3 in the 
blood of patients with colon cancer. 

Materials and methods. A total of 26 patients diagnosed with colon cancer were examined.  The study material 
included whole peripheral blood, blood plasma, and supernatants of suspension cultures of mononuclear leuko-
cytes.  Lymphocytes isolated from blood were typed by flow cytometry using monoclonal antibodies.  The content 
of galectin-1 and galectin-3 (in blood plasma) and IFNγ, IL-17A, and TGFβ (in supernatants of mononuclear 
leukocyte culture in vitro) were determined by enzyme-linked immunosorbent assay.  The results obtained were 
analyzed by statistical methods. 

Results.  In patients with colon cancer, a significant increase in the concentration of galectin-1 and galectin-3 in the 
blood plasma was found, which was associated with a decrease in the content of CD4+T-bet+ Th1 lymphocytes, 
CD4+RORC2+ Th17 lymphocytes in the blood and in vitro hyposecretion of IL-17.  At the same time, positive 
correlations were revealed between the concentration of galectin-1 and galectin-3, the content of CD4+FoxP3+ 
Treg cells in the blood, and the secretion of TGFβ by mononuclear leukocytes in vitro. 

Conclusion. In colon cancer, increased levels of galectin-1 and galectin-3 in the blood are associated with quantitative 
deficiency and inhibited secretory activity of effector T lymphocytes and activation of the immunosuppressive 
functions of regulatory T cells.  These results suggest a negative role of galectin 1 and galectin 3 in the mechanisms 
of regulation of the T cell immune response in colon cancer.
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ВВЕДЕНИЕ
В патогенезе многих злокачественных новообра-

зований существенную роль играет дисрегуляция 
противоопухолевого иммунного ответа, проявляю-
щаяся дисбалансом эффекторных и регуляторных 
Т-лимфоцитов, а также изменением их функцио-
нальной активности [1–3]. Известен целый ряд ме-
ханизмов, которые позволяют опухолевым клеткам 
«программировать» свое микроокружение с целью 
угнетения противоопухолевого иммунитета [4]. Од-
ним из таких механизмов может быть опухоль-ассо-
циированная продукция галектинов – галактозид-свя-
зывающих белков, реализующих широкий спектр 
вне- и внутриклеточных функций [5, 6]. Среди пред-
ставителей данного семейства белков на всех этапах 
опухолевого процесса (злокачественная трансформа-
ция, неоангиогенез, инвазия, метастазирование, регу-
ляция иммунного микроокружения и др.) принимают 
участие галектин-1 и галектин-3 [7, 8]. 

В исследованиях in vitro установлено, что га-
лектины 1 и 3 способны модулировать клеточно- 
опосредованный иммунный ответ за счет регуляции 
дифференцировки и апоптоза эффекторных Т-лим-
фоцитов-хелперов (Th) 1-го и 17-го типов, а также 
регуляторных Т-лимфоцитов (Treg) с иммуносупрес-
сорными свойствами [9–12]. Продукция галектинов 
1 и 3 трансформированными клетками и элементами 
опухолевого микроокружения рассматривается как 
одна из стратегий подавления противоопухолевого 
иммунитета, реализуемых злокачественными клет-
ками [13, 14]. Однако детальные молекулярные ме-
ханизмы влияния галектинов 1 и 3 на клетки иммун-
ной системы при опухолевых заболеваниях остаются 
до конца не изученными.

Цель исследования – охарактеризовать особенно-
сти субпопуляционного состава и цитокин-секретор-
ной активности Т-лимфоцитов (Th1, Th17 и Treg) во 
взаимосвязи с концентрацией галектина-1 и галекти-
на-3 в крови у больных раком толстого кишечника. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа выполнена в лаборатории клинической 

и экспериментальной патофизиологии кафедры па-
тофизиологии СибГМУ и на базе патологоанато-
мического отделения ТООД. В исследование были 
включены 26 пациентов с диагнозом рака толстого 
кишечника (14 мужчин и 12 женщин, средний воз-
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раст (62,9 ± 6,7) лет), проходивших лечение в ТООД. 
В группу контроля вошли 17 здоровых доноров  
(11 мужчин и 6 женщин, средний возраст (58,2 ± 3,1) 
лет). Критерием включения в исследование считали 
наличие у пациентов злокачественных новообразо-
ваний толстого кишечника. Критериями исключения  
были предоперационная терапия, другие опухоли, 
обострение хронических заболеваний аллергиче-
ской, аутоиммунной и инфекционной природы, от-
каз от участия в исследовании. Все пациенты были 
обследованы и прооперированы до начала прове-
дения специфической лучевой и лекарственной  
терапии.

Материалом исследования служила цельная пе-
риферическая кровь, взятая натощак из локтевой 
вены, плазма крови, а также супернатанты суспен-
зионной культуры мононуклеарных лейкоцитов. 
Выделение мононуклеарных лейкоцитов из цельной 
крови выполняли на градиенте плотности Ficoll-
Paque (p = 1,077 г/мл). Культивирование мононукле-
арных лейкоцитов проводили в полной питательной 
среде RPMI-1640 в СО2-инкубаторе в газовой смеси, 
содержащей 5% углекислого газа при температуре 
37 °С в течение 48 ч. Измерение концентрации ин-
терферона (IFN) γ, трансформирующего фактора 
роста (TGF) β1 и интерлейкина (IL) 17 в суперна-
тантах культуральных суспензий мононуклеарных 
лейкоцитов, а также галектинов 1 и 3 в плазме крови 
осуществляли методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа (ELISA) по инструкциям произво-
дителей тест-систем (BosterBio, США; Вектор-Бест, 
Россия). Оптическую плотность содержимого ячеек 
планшета регистрировали на фотометре-анализаторе 
Multiscan EX (Финляндия) при длине волны 450 нм.

Для оценки содержания субпопуляций Т-лим-
фоцитов CD4+T-bet+ (Th1), CD4+RORC2+ (Th17) и 
CD4+FoxP3+ (Treg) в периферической крови опре-
деляли экспрессию поверхностного рецептора CD4 
и внутриклеточных транскрипционных факторов 
T-bet, RORC2 и FoxP3 в мононуклеарных лейко-
цитах периферической крови методом проточной 
лазерной цитофлуориметрии, используя монокло-
нальные антитела, меченные флуоресцентными мет-
ками (PerCP-Cy5.5, Alexa Fluor 488, PE, APC; BD 
Biosciences, США; RnD Systems, США). Лизис эри-
троцитов выполняли с использованием лизирующего 
раствора BD Pharm Lyse (BD Biosciences, США). Для 
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фиксации и пермеабилизации клеток с целью вну-
триядерного окрашивания применяли набор буферов 
Human FoxP3 Buffer Set (BD Biosciences, США). Для 
отмывки и ресуспендирования клеток использовали 
Stain Buffer (BSA) (BD Biosciences, США).

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с применением программы Statistica 
for Windows Version 12.0 (StatSoft Inc., США). Коли-
чественные признаки в группах сравнения представ-
ляли в виде медианы, верхнего и нижнего квартилей 
Me (Q1–Q3). Достоверность различий независимых 
выборок оценивали с использованием непараме-
трического U-критерия Манна – Уитни. Корреля-
ционный анализ осуществляли с применением теста 
ранговой корреляции Спирмена. Различия считали 
достоверными при уровне значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Дисбаланс экспрессии галектинов в опухолевой 

ткани и их концентрации в периферической крови 
характерен для многих злокачественных новообра-
зований и часто коррелирует со степенью прогрес-
сии опухоли [15–17]. По данным литературы, высо-
кий плазменный уровень галектина-1 у пациентов 
с колоректальным раком ассоциируется с высокой 
агрессивностью опухоли, поздними стадиями опу-
холевого процесса и неблагоприятным прогнозом 
болезни [18]. Касательно галектина-3, одни авторы 
отмечают положительную корреляцию уровня экс-
прессии данного лектина опухолевыми клетками со 
стадией заболевания и наличием метастазов [19, 20], 
другие, напротив, констатируют снижение экспрес-
сии галектина-3 на более поздних стадиях опухоле-
вого процесса [21, 22]. 

По результатам проведенного нами иммунофер-
ментного анализа установлено значимое увеличение 
концентрации галектина-1 и галектина-3 в плазме 
крови у пациентов с раком толстого кишечника по 
сравнению со значениями соответствующих показа-
телей у здоровых доноров (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1

Содержание галектина-1, -3 в плазме крови у больных 
раком толстого кишечника, нг/мл, Me (Q1–Q3)

Показатель Больные раком толстого 
кишечника Здоровые доноры

Галектин-1 16,17 (15,31–17,10)
р = 0,0031 13,74 (12,23–14,79)

Галектин-3 3,28 (2,30–5,71)
р  = 0,0055 1,56 (1,19–2,17)

Примечание .  Здесь и в табл. 2, 3: p – уровень статистической 
значимости различий по сравнению с аналогичными параметра-
ми у здоровых доноров.

Высокий плазменный уровень галектинов 1 и 3 
является, по-видимому, результатом избыточной их 
экспрессии опухолевыми клетками и элементами 
микроокружения опухоли, что в свою очередь может 
инициировать дисбаланс отдельных субпопуляций 
Т-лимфоцитов в реализации противоопухолевого 
иммунитета при раке толстого кишечника. 

Ключевыми клетками противоопухолевой рези-
стентности являются CD4+Тh1-лимфоциты, которые 
за счет секреции IFNγ активируют цитотоксические 
CD8+ клетки, а также стимулируют презентацию ма-
крофагами опухоль-ассоциированных антигенов [23, 
24]. CD4+ Th17-лимфоциты, продуцирующие мар-
керный провоспалительный цитокин IL-17A, с од-
ной стороны, повышают рекрутирование в очаг опу-
холи цитотоксических лимфоцитов и нейтрофилов, 
а с другой – индуцируют опухолевый неоангиогенез 
и формирование метастазов [25, 26]. Регуляторные 
Т-лимфоциты путем секреции иммуносупрессорных 
цитокинов IL-10 и TGFβ также способны подавлять 
противоопухолевый иммунный ответ [2, 27].

В результате исследования субпопуляционно-
го состава хелперных Т-лимфоцитов перифериче-
ской крови у больных раком толстого кишечника 
нами было зарегистрировано достоверное сниже-
ние относительного содержания CD4+T-bet+ Th1- и 
CD4+RORC2+ Th17-лимфоцитов по сравнению с 
аналогичными показателями у здоровых доноров. 
Процентное содержание CD4+FoxP3+ Treg-лимфо-
цитов в крови при раке толстого кишечника, напро-
тив, превышало соответствующий показатель в кон-
трольной группе (табл. 2). 

Т а б л и ц а  2 

Относительное содержание Th1-, Th17- и Treg-лимфоцитов 
в периферической крови у больных раком толстого 

кишечника, % от количества CD4+, Me (Q1–Q3)

Показатель Больные раком 
толстого кишечника

Здоровые 
доноры

Th1 (CD4+ T-bet+) 0,82 (0,24–0,94)
p = 0,0454 1,24 (0,48–2,43)

Th17 (CD4+ 
RORC2+)

1,44 (0,19–2,13)
p = 0,0051 3,51 (1,56–4,79)

Treg (CD4+ FoxP3+) 1,19 (0,8–1,48)
p = 0,0114 0,55 (0,23–1,2)

Влияние галектинов 1 и 3 на отдельные субпо-
пуляции хелперных Т-лимфоцитов может быть обу-
словлено гетерогенностью поверхностных гликанов, 
ответственных за связывание определенных галек-
тинов, а также экспрессией на клеточной поверх-
ности гликопротеинов, опосредующих резистент-
ность к действию лектинов [28, 29]. Примечательно, 
что галектин-1 и галектин-3 способны оказывать 

Бюллетень сибирской медицины. 2020; 19 (3): 76–82



80

модулирующее влияние не только на пролиферацию 
и апоптоз отдельных субпопуляций Т-лимфоцитов, 
но и на их цитокин-секреторную активность.

По результатам проведенного нами исследования 
установлено достоверное снижение базальной се-
креции IL-17 лимфоцитами крови in vitro у больных 
раком толстого кишечника по сравнению с соответ-
ствующим показателем у здоровых доноров. Базаль-
ная секреция TGFβ1 лимфоцитами крови in vitro у 
обследованных пациентов, напротив, в 1,3 раза пре-
вышала таковую в группе контроля. Что касается 
IFNγ, то существенного изменения его базальной 
секреции in vitro у больных раком толстого кишеч-
ника относительно контрольных значений нами не 
зарегистрировано (табл. 3). 

Т а б л и ц а  3

Базальная секреция цитокинов в культуре in vitro 
мононуклеарных лейкоцитов у больных раком толстого 

кишечника, нг/мл, Me (Q1–Q3)

Показатель Больные раком толстого 
кишечника Здоровые доноры

IFNγ 1,286 (0,100–3,571) 1,429 (0,100–2,857)

IL-17 0,116 (0,100–0,425)
p  = 0,0058 0,657 (0,108–0,889)

TGFβ1 835,8 (534,3–1949,0)
p  = 0,0484 628,6 (471,4–777,2)

Для выявления взаимосвязей между концентра-
цией галектинов 1 и 3 в плазме крови и нарушением 
структурно-функционального баланса CD4+ Т-лим-
фоцитов был проведен корреляционный анализ. У 
больных раком толстого кишечника установлены 
отрицательные корреляции между плазменной кон-
центрацией галектина-1 и относительным содер-
жанием CD4+T-bet+ Th1-лимфоцитов (r = –0,56;  
p = 0,0353), CD4+RORC2+ Th17-лимфоцитов  
(r = –0,59; p = 0,0334) и in vitro секрецией IL-17  
(r = –0,63; p = 0,0013). Вместе с тем обнаруживалась 
положительная корреляция плазменного уровня га-
лектина-1 с содержанием CD4+FoxP3+Treg клеток 
(r = 0,55; p = 0,0346) и базальной секрецией TGFβ1 
(r = 0,48; p = 0,0198). Сходные результаты были по-
лучены в экспериментальном исследовании in vitro, 
проведенном и О.А. Васильевой и соавт. (2015). 
На примере лимфоцитов здоровых доноров авторы 
доказали негативное влияние рекомбинантного га-
лектина-1 на Th1- и Th17-опосредованные реакции 
иммунного ответа при одновременном увеличении в 
крови иммуносупрессорной популяции Treg-лимфо-
цитов [28]. В свою очередь, F. Cedeno-Laurent и соавт. 
(2012) продемонстрировали способность галекти-
на-1, продуцируемого злокачественно трансформи-

рованными Т-лимфоцитами крови, индуцировать 
апоптоз Th1-клеток и, как следствие, доминирование 
Th2-зависимых реакций иммунного ответа и сниже-
ние эффективности механизмов противоопухолевой 
резистентности у больных с Т-клеточной лимфомой 
кожи [10]. 

Что касается галектина-3, то в литературе опи-
сан его дозозависимый эффект в отношении акти-
вации дифференцировки и функциональной актив-
ности Th17-лимфоцитов при угнетении созревания 
и функций Th1- и Treg-клеток [30]. Данный тезис 
отчасти согласуется с результатами нашего иссле-
дования, демонстрирующими отрицательную кор-
реляцию между концентрацией галектина-3 и отно-
сительным числом CD4+T-bet+Th1 лимфоцитов в 
крови (r = –0,81; p = 0,0004). При этом нами уста-
новлена положительная связь между плазменным 
уровнем галектина-3 и базальной секрецией TGFβ1 
лимфоцитами периферической крови (r = 0,70; p = 
0,0001). Способность галектина-3 участвовать в ре-
гуляции TGFβ1-ассоциированных сигнальных путей 
подтверждается исследованиями A.C. MacKinnon и  
соавт. (2012), в которых показано, что специфическое 
ингибирование галектина-3 подавляет TGFβ1-зави-
симую активацию β-катенина in vitro и in vivo [31]. 
Полученные нами результаты подтверждают спо-
собность галектинов 1 и 3 модулировать функцио-
нальную активность эффекторных и регуляторных 
Т-лимфоцитов при злокачественных новообразова-
ниях толстого кишечника.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
У больных раком толстого кишечника повыше-

ние концентрации галектина-1 и галектина-3 со-
пряжено с дисбалансом субпопуляций хелперных 
Т-лимфоцитов в крови, сопровождается угнетением 
Th1- и Th17-зависимых реакций противоопухоле-
вого иммунного ответа при одновременной акти-
вации Treg-лимфоцитов с иммуносупрессорными 
свойствами. Опухоль-ассоциированная продукция 
галектинов 1 и 3 при раке толстого кишечника мо-
жет быть одним из механизмов ускользания опухо-
левых клеток из-под иммунологического надзора. 
Вышеизложенное указывает на негативную роль 
галектинов 1 и 3 в механизмах регуляции Т-кле-
точного звена иммунного ответа при раке толстого 
кишечника. 

Детальное изучение иммунотропных эффектов 
галектина-1 и -3 в отношении отдельных субпопу-
ляций Т-лимфоцитов актуально с позиций прогноза 
течения и исходов опухолевого процесса и коррек-
ции активности лектинов при злокачественных но-
вообразованиях толстого кишечника.
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