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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – проанализировать секрецию сосудисто-ýндотелиального фактора роста (VEGF) 
и ýпидермального ростового фактора (EGF) ýозинофильными гранулоцитами крови in vitro и ýкс-
прессию рецепторов VEGFR и EGFR в опухолевой ткани при раке желудка и толстого кишечника в 
ассоциации с тканевой ýозинофилией.

Материалы и методы. Обследовано 52 пациента с раком желудка и 50 пациентов с раком толсто-
го кишечника. Материалом исследования служили супернатанты суспензионной культуры ýозино-
фильных гранулоцитов и образцы тканей злокачественных новообразований желудка и толстого 
кишечника. Методом иммуноферментного анализа определяли содержание VEGF и EGF в суперна-
тантах культуры ýозинофильных гранулоцитов in vitro. Экспрессию VEGFR и EGFR в опухолевой 
ткани оценивали методом иммуногистохимии. Полученные результаты анализировали статистиче-
скими методами.

Результаты. Установлено увеличение базальной и индуцированной рекомбинантным интерлейкином 
(r-IL) 5 секреции VEGF ýозинофильными гранулоцитами крови in vitro у больных раком желудка, 
сопровождающимся тканевой ýозинофилией. Концентрация EGF в культуре ýозинофилов крови in 
vitro при добавлении r-IL-5 повышалась у больных с ýозинофильной инфильтрацией опухолевой 
ткани вне зависимости от локализации патологического процесса как у больных с раком желуд-
ка, так и с раком толстого кишечника. Эозинофильная инфильтрация опухолевой ткани при раке 
желудка и раке толстого кишечника сочеталась с гипоýкспрессией опухолевыми клетками EGFR; 
ýкспрессия рецептора VEGFR не зависела от присутствия ýозинофильных гранулоцитов в ткани 
опухолей.  

Заключение. Гиперсекреция сосудисто-ýндотелиального фактора роста VEGF и ýпидермального 
ростового фактора EGF (при индукции r-IL-5) ýозинофилами крови in vitro у больных раком же-
лудка и толстого кишечника с тканевой ýозинофилией свидетельствует о повышении активности 
ýтих клеток. Дефицит ýкспрессии в опухолевой ткани рецепторов VEGFR и EGFR обусловливает 
нарушение кооперативного взаимодействия ýозинофильных гранулоцитов и опухолевых клеток при 
злокачественных новообразованиях желудка и толстого кишечника.
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ABSTRACT

Aim of the research – to analyze secretion of vascular endothelial growth factor (VEGF) and epidermal 
growth factor (EGF) by blood eosinophilic granulocytes in vitro, together with an expression of VEGFR 
and EGFR in tumor tissue in gastric and colon cancer in association with tissue eosinophilia.

Materials and methods. A total of 52 patients with gastric cancer and 50 patients with colon cancer 
were examined. The material of the research included supernatants of eosinophil cultures and samples 
of malignant tumors tissues of the stomach and colon. Enzyme-linked immunosorbent assay was used to 
determine the contents of VEGF and EGF in the eosinophil culture supernatants in vitro. The expression 
of VEGFR and EGFR in tumor tissue was evaluated by immunohistochemistry. The results were analyzed 
by statistical methods.

Results. An increase in basal and r-IL-5-induced secretion of VEGF by eosinophilic granulocytes of blood 
in vitro was found in patients with gastric cancer accompanied by tissue eosinophilia. The concentration 
of EGF in the culture of blood eosinophils in vitro with the addition of r-IL-5 increased in patients with 
eosinophilic infiltration of tumor tissue, regardless of the localization of the pathological process,both 
in patients with gastric cancer and colon cancer. Eosinophilic infiltration of the tumor tissue in gastric 
cancer and colon cancer was combined with hypo-expression of EGFR by tumor cells; VEGFR receptor 
expression was not dependent on the presence of eosinophilic granulocytes in the tissue of tumors.

Conclusion. Hypersecretion of vascular endothelial growth factor VEGF and epidermal growth factor 
EGF (upon stimulation with r-IL-5) by blood eosinophils in vitro in patients with gastric and colon 
cancer with tissue eosinophilia indicates an increase in the activity of these cells. Deficiency of expression 
of VEGF and EGFR receptors in tumor tissue causes violation of cooperative interaction of eosinophilic 
granulocytes and tumor cells in malignant tumors of the stomach and large intestine.

Key words: eosinophil, growth factors, growth factor receptors, gastric cancer, colon cancer.
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ВВЕДЕНИЕ
Опухолевое микроокружение (совокупность 

ýлементов стромы и клеток) в значительной сте-
пени определяет рост и прогрессию опухоли [1]. 
Регуляторное влияние клеток микроокружения 
может быть направлено на поддержание равно-
весия между резистентными и чувствительными 
клонами, обеспечение условий для «дремлющего» 
состояния опухоли [2]. Роль ýозинофила как ýле-
мента опухолевого микроокружения рассматри-
вается неоднозначно. В литературе превалирует 
мнение о противоопухолевом цитотоксическом 
потенциале ýозинофильных гранулоцитов [3–5]. 
Вместе с тем зарубежными авторами подробно 
описаны рецепторы и широкий спектр гумораль-
ных факторов, посредством которых ýозино-
филы могут участвовать в механизмах развития 
опухолей [6].

Эозинофильные гранулоциты секретируют 
сосудисто-ýндотелиальный фактор (vascular en-
dothelial growth factor (VEGF)) и ýпидермальный 
ростовой фактор (epidermal growth factor (EGF)). 
Подобно гормонам, ýти факторы обладают плейо- 
тропностью биологического действия и способ-
ны оказывать разного рода рецептор-зависимые 
ýффекты на многие клетки – стимулировать или 
ингибировать их деление, хемотаксис, созрева-
ние. Доказана их роль в патогенезе опухолевой 
прогрессии [7, 8]. Взаимодействие EGF со своим 
рецептором активирует синтез белков и проли-
ферацию опухолевых клеток [9]. При действии 
VEGF образуются новые кровеносные и лимфа-
тические сосуды, опосредующие формирование 
метастазов опухоли [10]. Высокая ýкспрессия 
рецепторов к VEGF и EGF (VEGFR и EGFR) в 
опухолевой ткани диагностируется при злокаче-
ственных новообразованиях различных гистоло-
гических типов и локализаций, что может быть 
негативным критерием их прогноза [11].

Предполагается, что ýозинофильные грану-
лоциты в опухолевой ткани желудка и толстого 
кишечника могут влиять на трансформированные 
клетки посредством продукции ростовых поли-
пептидов, обеспечивающих самоподдержание, 
гиперпролиферацию и инвазивный рост опухоли, 
а также усиливающих процессы формирования в 
ней локальной сосудистой сети. Изучение меха-
низмов межклеточной кооперации ýозинофилов 
и опухолевых клеток позволит существенно до-
полнить современные представления о роли тка-
невой ýозинофилии в патогенезе рака желудка и 
толстого кишечника.

Цель настоящего исследования – изучить осо-
бенности секреции ростовых факторов (VEGF 
и EGF) ýозинофильными гранулоцитами крови 
in vitro и проанализировать ýкспрессию соот-
ветствующих рецепторов в опухолевой ткани у 
больных раком желудка и толстого кишечника с 
тканевой ýозинофилией и без нее. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа проводилась в лаборатории клиниче-

ской и ýкспериментальной патофизиологии ка-
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наук И.Л. Пурлик). В исследование были включе-
ны 52 пациента с диагнозом рака желудка и 50 па- 
циентов с диагнозом рака толстого кишечника 
(С18-С20), состоящих на диспансерном учете и 
проходивших лечение в ТООД (главный врач – 
С.В. Мазеина). Все пациенты были обследованы 
и прооперированы до назначения им специфи-
ческой лучевой и лекарственной терапии. Диа-
гноз рака желудка и рака толстого кишечника 
в каждом случае подтверждался результатами 
оценки клинического статуса пациентов и дан-
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ных морфологического исследования. Пациенты 
с раком желудка и раком толстого кишечника 
были разделены на подгруппы в зависимости от 
наличия ýозинофильной инфильтрации опухоле-
вой ткани. В исследование вошли 25 пациентов со 
злокачественными новообразованиями желудка 
(средний возраст (65,3 ± 4,7) лет), в опухолевой 
ткани которых регистрировалась ýозинофилия; 
27 пациентов с раком желудка без ýозинофилии 
(средний возраст (62,9 ± 5,2) лет);  23 человека 
(средний возраст (63,0 ± 7,3) лет) с диагнозом 
рака толстого кишечника, ассоциированного с 
тканевой ýозинофилией; 32 пациента (средний 
возраст (61,3 ± 6,0) лет) с раком толстого кишеч-
ника, в опухолевой ткани которых не встречались 
ýозинофилы. 

В исследование не были включены пациенты, 
которым проводили предоперационную лучевую 
терапию и химиотерапию, а также пациенты с 
опухолями других локализаций, обострением 
хронических аллергических, аутоиммунных и ин-
фекционных заболеваний. Группу контроля со-
ставили 36 здоровых доноров – 22 мужчины и  
14 женщин (средний возраст (57,1 ± 3,3) лет).

Материалом исследования служили образ-
цы тканей злокачественных опухолей желудка 
и толстого кишечника, супернатанты суспензи-
онной культуры ýозинофильных гранулоцитов. 
Исследование ýкспрессии рецепторов к фактору 
роста ýндотелия сосудов (VEGFR) и ýпидермаль-
ному ростовому фактору (EGFR) в опухолевой 
ткани желудка и толстого кишечника проводи-
ли иммуногистохимическим методом по стан-
дартной методике [12] с использованием авто-
матического иммуногистостейнера Bond-maX 
(Leica Biosystems, Германия). В исследовании 
использовали антитела фирмы Novocastra (Leica 
Biosystems, Германия) к VEGFR – клон KLT9, 
рабочее разведение 1 : 100, мышиные и EGFR – 
клон EGFR.25, RTU, мышиные. Анализ ýкспрес-
сии в опухолевой ткани VEGFR и EGFR включал 
оценку относительного количества опухолевых 
клеток, имеющих на мембране указанные ре-
цепторы [13, 14]. Производили подсчет не менее  
300 клеток в областях с максимальной ýкспрес-
сией рецептора. 

Выделение ýозинофильных гранулоцитов из 
цельной крови (взятой из локтевой вены утром 
натощак в количестве 20 мл) выполняли на гра-
диенте плотности ficoll – paque (p = 1,077 г/мл) 
с применением Eosinophil isolation kit (Miltenyi 
Biotec GmbH, Германия) методом иммуномагнит-
ной сепарации. Для стимуляции цитокин-секре-
торной активности ýозинофильных гранулоцитов 

крови в пробы вносили 10–8 г/мл рекомбинант-
ного интерлейкина (r-IL) 5  (Biosource, Бельгия).

Концентрацию факторов роста VEGF и EGF 
в супернатантах суспензионных культур ýози-
нофильных гранулоцитов измеряли иммунофер-
ментным методом по протоколам  фирмы-произ-
водителя тест-систем (RayBio, США). Оптическую 
плотность оценивали на  фотометре-анализаторе 
Multiscan EX (Финляндия). 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с применением  программы 
Statistica for Windows Version 8.0 (StatSoft Inc., 
США). Для проверки соответствия выборочных 
данных нормальному распределению применяли 
критерий Шапиро – Уилка. Количественные при-
знаки в группах сравнения представляли в виде 
среднего значения М и стандартного квадратич-
ного отклонения σ, а также  медианы, верхнего 
(75%) и нижнего (25%) квартилей (Ме (Q

1
–Q

3
)). 

Достоверность различий независимых выборок, 
распределение которых не соответствовало рас-
пределению Гаусса, оценивали с использованием 
непараметрического критерия Манна – Уитни 
(U). Для проверки гипотезы о равенстве средних 
выборочных величин применяли однофакторный 
дисперсионный анализ (F-критерий). Различия 
считали достоверными при уровне значимости  
р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Основу патогенеза опухолевых заболеваний 

составляет кооперативное взаимодействие транс-
формированных клеток с ýлементами опухолевого 
микроокружения. Взаимное регуляторное влия-
ние клеток внутри опухоли может быть обуслов-
лено секрецией ростовых факторов и ýкспрессией 
их рецепторов. Сигнальные пути фактора роста 
ýндотелия сосудов VEGF и ýпидермального ро-
стового фактора EGF имеют важное значение в 
формировании злокачественных опухолей желуд-
ка и толстого кишечника [10, 15, 16]. 

Источником ростовых факторов могут быть 
многие клетки опухолевого микроокружения 
[9, 11, 17]. По данным R. Shamri и соавт. (2010), 
тканевые ýозинофилы способны ýкспрессировать 
VEGF при гипоксии в участках некроза опухоли 
[18]. Другими исследователями продемонстриро-
вана высокая концентрация VEGF в сыворотке 
крови при раке толстого кишечника, раке молоч-
ной железы и почечно-клеточном раке [16, 19]. 
Высокая ýкспрессия VEGF в опухолевой ткани 
рассматривается в качестве негативного критерия 
прогноза течения болезни у больных раком лег-
ких и раком предстательной железы [20].
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В настоящем исследовании у больных раком 
желудка и раком толстого кишечника мы оцени-
вали секрецию сосудисто-ýндотелиального фак-
тора роста VEGF ýозинофильными гранулоцита-
ми крови in vitro в интактной культуре клеток  
и при добавлении в культуральную суспензию 
r-IL-5. Установлено, что базальная и индуци-
рованная r-IL-5 секреция VEGF ýозинофилами 
крови in vitro возрастала сравнительно с нормой 
только у больных раком желудка, сопровожда-
ющимся ýозинофильной инфильтрацией опухо-
левой ткани. При ýтом у больных ýтой группы 

добавление r-IL-5 в культуру ýозинофилов не 
сопровождалось увеличением in vitro секреции 
VEGF по сравнению с базальным ее уровнем  
(р > 0,05), что может свидетельствовать об исто-
щении функционального резерва и (как след-
ствие) низкой реактивности клеток (табл. 1). У 
пациентов с раком желудка без ýозинофилии, а 
также у больных раком толстого кишечника с 
ýозинофилией и без нее значения базальной и 
r-IL-5-индуцированной секреции VEGF ýозино-
фильными гранулоцитами in vitro соответствова-
ли контрольным значениям (см. табл. 1).

Т а б л и ц а  1 
Т a b l e  1

Секреция ростовых факторов  в in vitro культуре эозинофильных гранулоцитов  у больных раком желудка и толстого 
кишечника, пг/мл, Me (Q

1
–Q

3
)

Secretion of growth factors in vitro in eosinophil culture in gastric and colon cancer patients, pg/ml, Me (Q
1
–Q

3
)

Группы
обследованных лиц

Groups
the examined persons

VEGF EGF

Базальная
cекреция

Basal
secretion

Секреция, индуциро-
ванная  r-IL-5

Secretion,
induced by r-IL-5

Базальная
cекреция

Basal
secretion

Секреция, индуциро- 
ванная  r-IL-5

Secretion,
induced by r-IL-5

Здоровые доноры
Healthy donors

1,83
(0,40–2,35)

3,76
(1,81–5,10)

0,52
(0,20–0,93)

0,19
(0,08–0,21)

Больные раком 
желудка

Patients with  
gastric cancer

с  ýозинофильной 
инфильтрацией 
ткани опухоли,  

n = 19
with eosinophilic 

infiltration of tumor 
tissue, n = 19

26,23

(15,52–33,03)
р

1 
< 0,05

15,88

(11,42–21,23)
р

1 
< 0,05

0,65

(0,54–1,23)

1,13

(0,80–2,72)
р

1 
< 0,05

без  ýозинофиль-
ной инфильтрации 

ткани опухоли,  
n = 21

without eosinophilic 
infiltration of tumor 

tissue, n = 21)

3,66

(2,18–5,09)
р

2 
< 0,05

1,80

(1,16–2,98)
р

2 
< 0,05

0,79

(0,37–1,95)

0,31

(0,15–2,94)

Больные раком 
толстого кишеч-
ника

Patients with  
colon cancer

с  ýозинофильной 
инфильтрацией 
ткани опухоли,  

n = 23
with eosinophilic 

infiltration of tumor 
tissue, n = 23

3,43

(1,35–5,74)

4,01

(1,35–6,46)

0,78

(0,43–1,09)

0,88

(0,65–1,33)
р

1 
< 0,05

без  ýозинофиль-
ной инфильтрации 

ткани опухоли,  
n = 20

without eosinophilic 
infiltration of tumor 

tissue, n = 20 

3,83

(2,62–5,04)

2,12

(1,22–3,70)

0,68

(0,58–1,21)

0,86

(0,45–1,35)

Примечание .  Уровень статистической значимости различий по сравнению с аналогичными параметрами у здоровых доно-
ров – р

1
; у больных c тканевой ýозинофилией – р

2;
 r-IL-5 – рекомбинантный IL-5.

Note .  The level of statistically significant differences in compare to similar parameters in healthy donors – р
1
;  in patients with tissue 

eosinophilia – p
2;
 r-IL-5 – recombinant IL-5.
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Эозинофильные гранулоциты за счет секреции 
VEGF могут оказывать модулирующее влияние 
на пролиферацию клеток, ýкспрессирующих на 
своей поверхности комплементарные рецепторы 
[7]. Рецепторы к VEGF присутствуют в основном 
на мембране ýндотелиоцитов, вместе с тем их 
ýкспрессия зарегистрирована на клетках злока-
чественных опухолей щитовидной железы, шейки 
матки, предстательной железы и др. [21, 22]. Это 
обосновывает дуализм свойств ангиогенных фак-
торов, связанный как с опосредованным, так и с 

прямым влиянием VEGF на процессы пролифера-
ции клеток опухолей. 

По результатам иммуногистохимического ис-
следования во всех образцах тканей неопластиче-
ских образований желудка и толстого кишечника 
были идентифицированы опухолевые клетки, не-
сущие VEGFR. При ýтом относительное содержа-
ние VEGFR-позитивных клеток в опухоли у боль-
ных раком желудка и раком толстого кишечника 
без ýозинофильной инфильтрации и при ее нали-
чии было сопоставимым (табл. 2). 

Т а б л и ц а  2 
Т a b l e  2

Экспрессия рецепторов ростовых факторов VEGFR и EGFR в опухолевой ткани при раке желудка и толстого кишечника, 
%,  M ± σ

Expression of growth factor receptors VEGFR and EGFR in tumor tissue in gastric and colon cancer, %, M ± σ

Показатель
Characteristic

Локализация опухоли
Tumor localization

Рак желудка, n = 52
Gastric cancer, n = 52

Рак толстого кишечника, n = 55
Colon cancer, n = 55

с  ýозинофильной 
инфильтрацией ткани 

опухоли, n = 25
with eosinophilic infil-
tration of tumor tissue,

n = 25

без  ýозинофильной 
инфильтрации ткани 

опухоли, n = 27
without eosinophilic 
infiltration of tumor 

tissue, n = 27

с  ýозинофильной 
инфильтрацией ткани 

опухоли, n = 23
with eosinophilic infil-
tration of tumor tissue,

n = 23 

без  ýозинофильной ин-
фильтрации ткани опухо-

ли, 
n = 32

without eosinophilic infiltra-
tion of tumor tissue, n = 32 

VEGFR
13,20 ± 8,47 12,81 ± 10,43 15,22 ± 9,34 14,87 ± 12,37

F = 0,02; p > 0,05 F = 0,01; p > 0,05

EGFR
9,16 ± 4,62 23,15 ± 12,72 12,65 ± 9,92 20,19 ± 11,42

F = 26,69; p < 0,05 F = 6,49; p < 0,05

Примечание .  Уровень статистической значимости различий между показателями у пациентов с тканевой ýозинофилией и 
без тканевой ýозинофилии – р; F – значение F-статистики по результатам дисперсионного анализа.
Note .  Тhe level of statistically significant differences between indicators in patients with and without tissue eosinophilia – р; F – 
value of F-statistic based on the results of variance analysis.

Взаимосвязь между ýкспрессией VEGFR и 
присутствием в составе опухолевого микроокру-
жения ýозинофилов, способных продуцировать 
VEGF, у пациентов с раком желудка, сопрово-
ждающимся тканевой ýозинофилией, не выявле-
на. Полученные нами результаты свидетельству-
ют о преимущественной ýкспрессии рецептора 
VEGFR на мембране ýндотелиоцитов. При дей-
ствии VEGF повышается проницаемость сосуди-
стой стенки с последующей ее дезорганизацией, 
что способствует интравазации клеток опухоли 
и формированию очагов метастазирования [23]. 
Кроме ýтого VEGF может стимулировать ангио- 
генез опухоли путем привлечения из костно-
го мозга кроветворных и ýндотелиальных кле-
ток-предшественниц [24].

Другим фактором активации пролиферации 
ýндотелиальных и опухолевых клеток является 
ýпидермальный фактор роста EGF [25, 26]. В ор-

ганизме человека EGF обнаруживается в тромбо-
цитах, лейкоцитах и жидкостных средах – моче, 
слюне, плазме крови и др. [14, 21]. Взаимодей-
ствие ростового фактора с комплементарным  
рецептором EGFR активирует процессы реплика-
ции ДНК, синтеза белков с онкогенными свой-
ствами и неконтролируемое деление клеток [10]. 
Избыточная секреция EGF клетками  может быть 
следствием мутационных изменений и усиленной 
ýкспрессии кодирующего гена, что лежит в осно-
ве развития и прогрессия многих опухолей ýпи-
телиального происхождения [25]. 

При изучении секреции ýпидермального фак-
тора роста EGF ýозинофильными гранулоцита-
ми крови у больных раком желудка и толстого 
кишечника  установлено, что у всех пациентов 
независимо от наличия тканевой ýозинофилии 
базальная секреция EGF ýозинофилами крови 
in vitro соответствовала контрольным значени-
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ям (см. табл. 1). В то же время при индукции 
клеток r-IL-5 (ключевым активатором ýозино-
филов) у больных раком желудка и раком тол-
стого кишечника, сопровождающимся тканевой 
ýозинофилией, концентрация ýтого медиатора 
в in vitro культуре ýозинофильных гранулоци-
тов оказалась достоверно выше, чем в контроле  
(см. табл. 1). Полученные результаты указывают 
на то, что в условиях дополнительной стимуля-
ции ýозинофильные гранулоциты способны мо-
билизовать свой функциональный резерв и нара-
батывать EGF. 

У больных раком желудка и толстого кишеч-
ника оценивалась также ýкспрессия рецептора 
ýпидермального ростового фактора EGFR в опу-
холевой ткани. Показано,  что при раке желудка 
и раке толстого кишечника с тканевой ýозинофи-
лией процентное содержание опухолевых клеток, 
несущих EGFR, было в 2,5 и 1,5 раза ниже ве-
личины соответствующего показателя у больных 
раком указанных локализаций без ýозинофилии 
(см. табл. 2). Гипоýкспрессия опухолевыми клет-
ками EGFR значительно снижает вероятность 
их пролиферации ввиду дисбаланса механизмов 
рецепции и трансдукции сигнала с поверхности 
внутрь клетки [27]. По данным литературы, низ-
кая ýкспрессия EGFR в опухолевой ткани явля-
ется показателем благоприятного прогноза и ас-
социируется с отсутствием очагов регионарного 
метастазирования при раке молочной железы, 
раке яичников и раке желудка [28, 29]. При раке 
толстого кишечника уровень ýкспрессии EGFR 
рассматривается в качестве прогностического 
маркера возникновения рецидива и выживаемо-
сти пациентов после проведения хирургического 
лечения [30].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
У больных со злокачественными новообразо-

ваниями органов желудочно-кишечного тракта 
с ýозинофильной инфильтрацией ткани опухоли 
отмечается избыточная in vitro секреция ýози-
нофильными гранулоцитами крови VEGF (при 
раке желудка) и EGF (при раке желудка и раке 
толстого кишечника в условиях индукции кле-
ток r-IL-5). Однако недостаточная ýкспрессия 
в опухолевой ткани желудка и толстого кишеч-
ника рецепторов ростовых факторов VEGFR и 
EGFR, по-видимому, препятствует полноценной 
реализации регуляторных ýффектов их лиган-
дов и не позволяет ýозинофилам использовать 
секретируемые факторы в механизмах контро-
ля роста и пролиферации опухолевых клеток. 

Не исключено опосредованное влияние ýози-
нофильных гранулоцитов на неоангиогенез 
опухоли, обеспечивающего выживание транс-
формированных клеток и их метастатическое 
распространение.
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