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Аннотация: 
В крови онкологических больных с солидными новообразованиями по сравнению с 

донорами выявлены различия: дисбаланс в молярных соотношениях сывороточных цито-
кинов IL-4/IL-2, отсутствие в крови L-12 и блокирование экспрессии mRNA L-12 моно-
нуклеарными клетками (МНК) онкологических больных. Обсуждается значение получен-
ных данных в иммунопатогенезе неоплазий. 
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Многообразие биологических эффектов ин-

терлейкинов, их ключевая роль в воспалитель-
ных и противовоспалительных реакциях орга-
низма, пролиферации, дифференцировке, цито-
токсичности клеток, межклеточных взаимодей-
ствиях, поддержании гомеостаза предполагает 
участие и в патологических процессах, в том 
числе в развитии злокачественных новообразо-
ваниях [12]. Результаты исследования на мы-
шах, нокаутированных по разным генам цито-
кинов (IL-2, IL-4, IL-10), свидетельствуют об 
изменениях в иммунной системе эксперимен-
тальных животных [14].  

Патогенез многих заболеваний может быть 
обусловлен нарушением баланса в системе ци-
токинов [1]. Не исключается взаимосвязь дис-
баланса цитокинов и иммунопатогенеза не-
оплазий. Так, имеются данные о дисбалансе 
интерлейкинов и изменении профиля цитоки-
нов, продуцируемых как Th1, так и Th2 при 
различных злокачественных новообразованиях. 
Это проявляется выраженным повышением 
уровня цитокинов, источником которых явля-
ются Th2, и снижением продукции Th1 [7]. 

Участие цитокинов в развитии неоплазий 
может быть обусловлено их влиянием на важ-
ные физиологические процессы, включая цито-
токсиность, пролиферацию и дифференцировку 
клеток. Так, IL-12, IL-2 и др. стимулируют ак-
тивность натуральных киллеров (NК), а из из-
вестных цитокинов наиболее мощным проли-
феративным потенциалом обладает IL-2. Пока-

зано, что опухолевые клетки могут продуциро-
вать IL-2, IL-6, IL-10, TNF-α и др.[13]. Более 
того, эффекты стимуляции и ингибирования 
роста злокачественных клеток в пределах од-
ной опухоли обусловлены их гетерогенностью 
по способности к одновременной продукции 
IL-2 и экспрессии IL-2R [2,3] 

Очевидно, что само по себе изменение 
уровня IL-2 не является определяющим собы-
тием в канцерогенезе и необходимо принимать 
во внимание участие других цитокинов, иг-
рающих немаловажную роль в регуляции им-
мунных реакций организма. Так, IL-4 и IL-13, 
противоположные IL-2 по своему воздействию 
на развитие неоплазий, обладают прямым ан-
типролиферативным действием [9,10].  

Основываясь на литературных данных о 
роли цитокинов в развитии патологических со-
стояний организма, в том числе при онкопато-
логии, представляется целесообразным иссле-
дование изменений цитокинового профиля у 
онкологических больных в сравнении со здоро-
выми донорами.  

Цель работы: сравнительный анализ со-
держания и соотношения IL-1β, TNF-α, IL-2, 
IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13 в крови здоровых 
доноров и больных со злокачественными со-
лидными новообразованиями.  

Материалы и методы. Концентрации ци-
токинов в сыворотке определены методом сэн-
двич-ИФА (ELISA) с использованием коммер-
ческих тест-систем “Diaclone” (France) с ниж-



 

 

ним пределами чувствительности 5; 3 и 1,5 
pg/ml для IL-10, IL-12, IL-13 соответственно; 
“ProCon” (Санкт-Петербург) – определение в 
интервале концентраций 20-1000 pg/ml (IL-1β), 
20-500 pg/ml (IL-4), 10-1000 pg/ml (IL-6), 20-
2000 (TNF-α), 10-400pg/ml (IL-2).  

Твердофазный иммуноферментный анализ 
(ELISA разработан для антигенов, имеющих не 
менее двух неперекрывающихся эпитопов. Ан-
титела к одному из эпитопов сорбированы на 
твердой фазе. Испытуемая проба добавлена к 
твердой фазе и инкубирована в соответствую-
щих условиях. После трехкратной отмывки в 
лунки добавлены коньюгированные с биотином 
антитела ко второму эпитопу определяемого ан-
тигена – вторые антитела. Ферментативная ак-
тивность, остающаяся на твердой фазе, прямо 
пропорциональна содержанию антигена в пробе.  

В тест-системах для определения IL-1α, 
IL-1β, TNF-α, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-α, 
ILl-10, IL-12, IL-13, использован индикаторный 
фермент (пероксидаза хрена), коньюгированый 
со стрептавидином, имеющим очень высокое 
сродство к биотину. После инкубации и про-
мывок в лунки внесен субстрат с пероксидом 
водорода для измерения активности связанного 
фермента. Реакции остановлена 1N раствор 
Н2SO4.  

Учет результатов произведен на мультилу-
ночном спектрофотометре (“Multiskan 
MCC 340”, Labsystems) при длине волны 
450 нм. Данные оптической плотности (ОП) 
стандартных растворов введены в программу 
“STATGRAF” для построения калибровочной 
кривой ОП/концентрация и расчета концентра-
ций свободных цитокинов в исследуемых био-
материалах (pg/ml). Образцы протестированы в 
триплетах, в расчетах использованы средние 
величины ОП. 

Выделение МНК. Мононуклеарные клетки 
(МНК) выделены из стабилизированной гепа-
рином (25 ед/мл) периферической крови на од-
ноступенчатом градиенте фиколла (плотность 
1.077, “Pharmacia”), центрофугированием при 
4o
С и 400 g в течении 30 минут. Лимфоидные 

клетки, образовавшие интерфазное кольцо, со-
браны пипеткой и трехкратно отмыты средой 

199. После каждой отмывки в 10-кратном обь-
еме среды, клетки осаждены центрифугирова-
нием при 1000 оборотах/мин и 4o

С.  
RT-PCR. Исследование экспрессии mRNA 

цитокинов мононуклеарными клетками пери-
ферической крови (МНК) проведено методом 
RT-PCR у 10 онкологических больных и 10 
здоровых доноров. Суммарная mRNA экстра-
гирована кислым гуанидин тиоционат-фенол-
хлороформом по P.Chomczynsky и N.Sacchi. 
Обратная транскрипция и PCR-амплификация 
выполнены в соответствии с методикой, пред-
ложенной Gelder [192;235]. Для реакции обрат-
ной транскрипции 1 мкг mRNA растворено в 
11 мкл деионизированной воды, прогрето до 
65о

С и внесено в реакционную смесь для об-
ратной транскрипции. В составе смеси – 0.5 мМ 
dNTP, праймер к цитокину 1,25 мкМ 200 ед. 
обратной транскриптазы. Режим инкубирова-
ния: 42о

С – 1 час, 90о

С – 5 мин. Полученная 
kDNA использована для анализа экспрессии 
генов цитокинов в лимфоцитах доноров и он-
кологических больных. Амплификация kDNA 
проведена в два этапа.  

Для цитокинов IFN-α, IL-6, IL-8, IL-1β, 
IL-2, IL-4, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-18, IL-12 ис-
пользованы пары праймеров, в качестве поло-
жительного контроля – β-актин. Результаты 
PCR зарегистрированы электрофоретически в 
2,5% агарозном геле с использованием броми-
стого этидия. Для идентификации нуклеотид-
ных последовательностей использован маркер 
для электрофореза фирмы Promega (G 1758).  

Обследованные больные и доноры. Иссле-
дованы образцы сывороток крови 52 здоровых 
доноров и 65 онкологических больных с гисто-
логически верифицированными злокачествен-
ными новообразованиями легких (16), желудка 
(23), пищевода (18), почек (8) в I–IV стадии. В 
проспективное исследование включены онко-
логические больные, обследованные в РОНЦ 
им. Н.Н.Блохина РАМН, которые в соответст-
вии с 4 изданием классификации злокачествен-
ных опухолей по системе TNM (UICC, 1989) 
распределены по стадиям заболеваний (табл.1.). 

 



 

 

Таблица 1 
Распределение больных по стадиям и локализациям новообразований 

 
Количество больных Органная 

локализация 
новообразований 

I стадия 
T1N0M0 

II стадия 
T1-2N0M0 

III стадия 
T3-4N0-1M0 

IV стадия 
T2-4N1M1 

Всего 

Легкое 4 2 9 1 16 
Пищевод 2 6 6 4 18 
Желудок 1 5 6 11 23 
Почки - 1 3 4 8 
Всего 7 14 24 20 65 
 

Результаты исследований и их обсуждение. 

Концентрации сывороточных цитоки-
нов у онкологических больных и здоровых до-
норов. Результаты сравнительного анализа со-

держания цитокинов в крови онкологических 
больных и здоровых доноров представлены в 
таблице 2:  

Таблица 2  
Концентрации сывороточных цитокинов у онкологических больных и доноров 

 
Концентрация цитокинов (pg/ml). Обследованные 

группы IL-1β TNF-α IL-6 IL-4 IL-2 IL-10 IL-12 IL-13 
Доноры (N=52) 15,9±8,3 34,3±21 4,7±1,5 56,5±9 256,5±23 8,3±3 21,5±2 10,7±3 
Больные (N=65) 26,6±7,9 45,5±11 18,5±6,1 24±6,5 328,9±21 10,1±6 0 0,5±0,1 
 p>0,05 p>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 p>0,05 P<0,05 P<0,05 

Примечание: р – достоверность различий. 
 
Детектируемые уровни основных цитоки-

нов IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13 
у онкологических больных и здоровых доноров 
варьируют в относительно узком диапазоне 
концентрации, не превышая 100 pg/ml. Исклю-
чение составляет IL-2, содержание которого в 
77,3% наблюдений превышает 200 pg/ml.  

Несмотря на то, что полученные данные 
находятся в интервале физиологических значе-
ний, достоверные (P<0,05) различия обнаруже-
ны в отношении IL-6, IL-4, IL-2, IL-12 и IL-13. 

Онкологические больные отличаются от доно-
ров достоверно более низкими концентрациями 
IL-4, IL-13, повышенным содержанием IL-6, 
IL-2 и отсутствием в крови IL-12.  

Концентрации сывороточных цитокинов у 
онкологических больных в зависимости от сте-
пени распространенности заболевания и нали-
чия отдаленных метастазов (стадии), органной 
локализации опухолей приведены в таблице 3 
и 4. 

Таблица 3 
Уровни сывороточных цитокинов у больных с I-IV стадиями 

 
Медианы и средние значения цитокинов (pg/ml) 

IL-1β TNF-α IL-4 IL-6 IL-2 
Стадии 

(количество 
исследований) M±m Md M±m Md M±m Md M±m Md M±m Md 

I (n=7) 0 0 50,4±7,2 50,3 10,6±3,5 5,8 5,2±2,4 0 372,2±54,1 372,2 
II (n=14) 33,3±6,1 0 42,1±6,0 34,7 13,5±5,2 0 22,3±4,1 0 135,3±29,6 206,2 
III (n=24) 42,6±7,5 0 50,1±7,8 49,6 36,8±8,3 2,35 11,8±4,5 0 445,8±46,3 434 
IV (n=20) 21,9±5,8 0 42,0±6,7 43,5 19,5±4,1 0 4,2±1,3 0 421,9±55,2 403 

Примечание: M – средние значения; m – ошибка среднего; Мd – медианы.  
 



 

 

Таблица 4 
Уровни цитокинов при разных органных локализациях солидных опухолей 

 
Медианы и средние значения цитокинов (pg/ml) 

IL-1β TNF-α IL-4 IL-6 IL-2 Органы 
M±m Md M±m Md M±m Md M±m Md M±m Md 

Легкие (n=16) 3,0±1,1 0 35,7±10,2 30,2 25,3±8,1 0 2,7±0,9 0 424,3±15,4 402 
Желудок (n=23) 3,8±1,3 0 51,8±12,5 45,6 16,5±4,3 0 0,7±0,3 0 371,9±20,0 390 
Пищевод (n=18) 9,2±2,4 0 43,8±11,6 40,9 22,4±5,2 0 9,9±2,4 0 344,2±18 356 
Другие (n=8) 13,7±3,2 0 62,2±15,3 52,7 5,0±1,1 0 36,5±7,2 0 - - 

Примечание: M – средние значения; m – ошибка среднего; Мd – медианы. 
 
 
Как следует из таблиц 3, 4, у онкологиче-

ских больных не выявлено достоверных разли-
чий в содержании сывороточных цитокинов в 
зависимости от органной локализации опухо-
лей, степени распространенности заболевания и 
наличия метастазов в отдаленные органы. 

Анализ уровня сывороточных цитокинов 
при разных гистологических вариантах неопла-
зий также не выявил достоверных различий 
(данные не приведены), которые были бы ха-
рактерны для наиболее часто встречающихся в 
исследовании гистотипов аденокарциномы или 
плоскоклеточного рака с различной степенью 
дифференцировки. 

Отсутствие достоверных различий уровней 
сывороточных цитокинов в зависимости от 
стадий, гистотипов и органных локализаций 
злокачественных новообразований, подтвер-
ждает невозможность их использования для 

диагностических и прогностических целей при 
солидных новообразованиях.  

Молярные соотношения сывороточных 
цитокинов у онкологических больных и здо-
ровых доноров. Конкурентное взаимодействие 
цитокинов за общие субъединицы гетеромер-
ных (тримерных) рецепторных комплексов 
(γ-цепь является компонентом рецепторов для 
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 и IL-15 [19]), не образую-
щих при этом пространственно-детерминиро-
ванных кластеров на мембране, определяет за-
висимость биологических эффектов цитокинов 
от их молярных соотношений. Молярные кон-
центрации в мили молях (mM) исследуемых 
цитокинов в сыворотке здоровых доноров и он-
кологических больных представлены в табли-
це 5.  

Таблица 5  
Молярные концентрации цитокинов в крови доноров и онкологических больных 

 
Молярные концентрация сывороточных цитокинов в mМ 
Доноры (n=52) Онкологические больные (n=65) Цитокины 

10-12 mМ* 10-12 mМ* 
Р 

IL-1β 0,93 1,56 > 0,05 
TNF-α 2,02 2,67 > 0,05 
IL-6 0,22 0,88 < 0,05 
IL-4 3,13 1,14 < 0,05 
IL-2 15,05 19,5 < 0,05 
IL-10 0,48 0,59 > 0,05 
IL-12 0,16 0 < 0,05 
IL-13 0,89 0,04 < 0,05 

 
 



 

 

Достоверные различия обнаружены в мо-
лярных концентрациях пяти цитокинов: IL-6 
IL-4, IL-2, IL-12 IL-13. 

Для определения баланса между медиато-
рами введена величина, характеризующая их 
молярные соотношения в исследуемой сыво-

ротке, выраженные в относительных единицах. 
За единицу сравнения принята величина, отра-
жающая количество (mM) IL-1β в единице обь-
ёма сыворотки здоровых доноров (табл. 6).  

Таблица 6. 
Молярные соотношения основных сывороточных цитокинов у доноров  
и онкологических больных, выраженные в относительных единицах 

 

Молярные соотношения цитокинов в относительных единицах  
IL-1β TNF-α IL-6 IL-4 IL-2 

Доноры 1 2 0 3 15 
Больные 1,6 2,7 1 1 21 

 

В обследованных групп доноров и онколо-
гических больных, согласно представленным 
данным (табл. 2), молярные соотношения ос-
новных провоспалительных цитокинов 
IL-1β : TNF-α существенно не различаются.  

Молярные соотношения IL-4 : IL-2 у здо-
ровых доноров составляют 1:5, а у онкологиче-
ских больных 1:21.  

Полученные результаты позволяют утвер-
ждать, что цитокиновые профили онкологиче-
ских больных и здоровых доноров имеют дос-
товерные различия: отсутствие IL-12 в сыво-
ротке, более низкие концентрациями IL-4, 
IL-13, повышенное содержание IL-6, IL-2, пре-
вышение соотношения IL-4 : IL-2.  

IL-2 и IL-4 рассматриваются как важней-
шие медиаторы, определяющие иммунопатоге-
нез неоплазий [1, 2, 5, 8, 11]. 

Участие IL-2 в развитии неоплазий показа-
но в ряде исследований [1, 2, 6, 8, 11]. Эндоген-
ный IL-2 рассматривается как фактор ауток-
ринной регуляции роста опухолевых клеток [2]. 
Аналогичное действие может оказывать сис-
темное повышение IL-2 [11] и блокирование 
его супрессоров [1]. Как бифункциональный 
модулятор, IL-2 может стимулировать актив-
ность не только киллерных клеток, но и других, 
включая малигнизированные, с рецепторами к 
этому лиганду (IL-2R) [2, 11]. В частности, 
IL-2R обнаружены на клетках меланомы, аде-
нокарциномы легкого, рака почки, молочной 
железы, генерализованной лимфомы, карци-
ноида желудка, кишечника, фибросаркомы и 
др. [3]. Эти данные, по утверждению 
Н.М.Бережной, являются прямыми доказатель-
ствами возможного участия IL-2 в иммуности-
муляции опухолевого роста [1].  

IL-4, кроме противовоспалительных 
свойств, способен влиять на течение опухоле-
вого процесса. В отличие от IL-2, IL-4 тормозит 
рост опухолей. Ингибирующий эффект IL-4 
обусловлен, как предполагается, снижением 
экспрессии онкогенов, блокадой клеточного 
цикла и усилением экспрессии молекул главно-
го комплекса гистосовместимости (МНС) I и II 
классов на опухолевых клетках [1].  

Несмотря на противоположное влияние 
IL-2 и IL-4 на физиологические реакции орга-
низма, их рецепторы содержат одну и ту же 
γ-цепь, что обуславливает конкурирование этих 
медиаторов за нее. Следовательно исходное со-
отношение IL-4 : IL-2 определяет количество 
лиганд-рецепторных комплексов, влияющих на 
поведение клетки [5]. 

В результате проведенных экспериментов 
доказано, что соотношение IL-4 : IL-2 в крови 
онкологических больных с различной локали-
зацией солидных новообразований резко сме-
щено к IL-2. Следовательно, у больных с онко-
патологией наблюдается эскалация пролифера-
тивных процессов, что может рассматриваться 
как один из возможных иммунопатологических 
механизмов развития неоплазий. 

Исследование экспрессии mRNA цитоки-
нов МНК онкологических больных и здоровых 
доноров. Сывороточные уровни интерлейкинов 
являются интегральными показателями, источ-
никами их продукции могут быть клетки раз-
ных тканей, в том числе и МНК и выявленные 
различие в содержании IL-12 в крови больных 
и здоровых доноров были дополнены исследо-
ваниями экспрессии mRNA генов панели цито-
кинов в RT-PCR (табл. 7, 8). 



 

 

 Таблица 7 
Экспрессия mRNA основных цитокинов МНК доноров 

 
 IL-1β TNF-α IL-6 IL-4 IL-2 IL-8 IL-10 IL-12 IL-18 IFN-α IFN-γ 
1 + + + - - + + + + - - 
2 + + - + - + + + + - - 
3 + + + - - + + + - - - 
4 + + - - - - - + - - - 
5 + + - - - - - + - - - 
6 + + + - - + - + - - - 
7 + + - - - - + - + - + 
8 + + + - - + - + - - - 
9 + + + - - - + - + - + 
10 + + + - - + + + - - - 
Р(+) 1 1 0,6 0,1 0 0,6 0,6 0,8 0,4 0 0,2 
Р(-) 0 0 0,4 0,9 1 0,4 0,4 0,2 0,6 1 0,8 
σ 0 0 0,49 0,30 0 0,49 0,49 0,4 0,49 0 0,4 
Sp 0 0 0,155 0,095 0 0,155 0,155 0,127 0,155 0 0,127 

Примечание: «+» наличие и «-» отсутствие полосы идентифицированной mRNA цитокинов;  
P – доля (+) и (-), σ – стандартное отклонение, Sp – стандартная ошибка доли. 

  
В интактных МНК доноров не обнаружены 

mRNA IFN-α, IFN-γ, IL-2, IL-4, поэтому тести-
руемые в крови IL-4 и IL-2, возможно, проду-
цируются другими клетками организма.  

У 80% доноров экспрессируется mRNA 
IL-12, ключевого цитокина, усиливающего ци-

тотоксичность NK-клеток и T-киллеров, обу-
славливает функционирование клеточного им-
мунитета [16, 17, 18]. 

Таблица 8 
Экспрессия mRNA основных цитокинов МНК онкологических больных 

 
 IL-1β TNF-α IL-6 IL-4 IL-2 IL-8 IL-10 IL-12 IL-18 IFN-α IFN-γ 
1 + + + - + + + - + - - 
2 + + + + + + + - + - + 
3 + + + + + + + - + - - 
4 + + + + + - + - + - - 
5 + + + + + + + - + + - 
6 + + + - + - + - + - - 
7 + + - + + + + - - - - 
8 + + + - + - + - + - - 
9 + + + + + - + - + - - 
10 + + + - + - + - - - - 
Р(+) 1 1 0,9 0,6 1 0,5 1 0 0,8 0,1 0,1 
Р(-) 0 0 0,1 0,4 0 0,5 0 1 0,2 0,9 0,9 
σ 0 0 0,3 0,49 0 0,5 0 0 0,4 0,30 0,3 
Sp 0 0 0,095 0,155 0 0,158 0 0 0,127 0,095 0,095 

Примечание: «+» наличие и «-» отсутствие полосы идентифицированной mRNA цитокинов;  
P – доля (+) и (-), σ – стандартное отклонение, Sp – стандартная ошибка доли. 

 



 

 

Спектр экспрессированных mRNA генов 
цитокинов МНК онкологических больных до 
оперативных вмешательств (табл. 8) отличается 
от здоровых доноров инверсией активации 
mRNA IL-2 и IL-12. МНК онкологических 
больных не экспрессируют mRNA IL-12 в 
100% случаев, тогда как у здоровых доноров 
mRNA IL-12 обнаружена в 80% наблюдений. 
IL-12 обладает прямым противоопухолевым 
действием и инициирует клеточный тип им-
мунного ответа с усилением цитотоксичности 
NK-клеток и T-киллеров. Блокирование экс-
прессии mRNA IL-12 у онкологических боль-
ных может быть следствием как делеции соот-
ветствующего гена, так и нарушением процесса 
транскрипции.  

В отличие от МНК здоровых доноров МНК 
онкологических больных экспрессируют 
mRNA IL-2 и IL-4 в 100% и 60% исследований 
соответственно. 

МНК здоровых доноров практически не 
экспрессируют также и mRNA IL-2 и IL-4. Та-
ким образом, отмечена перекрестная инверсия 
экспрессии mRNA IL-2 и IL-4 МНК больных и 
доноров.  

Выводы: 
1. У онкологических больных по сравнению со 
здоровыми донорами выявлен дисбаланс в 
системе IL-4 : IL-2 с четырёх кратным моляр-
ным превышением IL-2. 

2. В сыворотке онкологических больных в от-
личие от здоровых доноров не детектируется 
IL-12. 

3. Мононуклеарные клетки крови (МНК) онко-
логических больных не экспрессируют 
mRNA IL-12. 

4. В МНК онкологических больных и доноров 
выявлена инверсия экспрессии mRNA IL-4 и 
IL-2. 
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