
КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(6)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-6-347-352

БИОХИМИЯ

347

© КОЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2020

Герштейн Е.С.1, Огнерубов Н.А.2, Чанг В.Л.2, Делекторская В.В.1, Короткова Е.А.1, Соколов Н.Ю.1,  
Поликарпова С.Б.3, Стилиди И.С.1, Кушлинский Н.Е.1

РАСТВОРИМЫЕ ФОРМЫ PD-1 И PD-L1 В ПЛАЗМЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ РАКОМ ЖЕЛУДКА 
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Представлены результаты иммуноферментного исследования содержания sPD-1 и sPD-L1 в плазме крови до начала 
лечения 100 больных раком желудка в различных стадиях заболевания в возрасте от 25 до 81 лет. В группу контроля 
включили 60 практически здоровых доноров в возрасте от 18 до 68 лет. Концентрации sPD-L1 в плазме крови больных 
раком желудка не отличались от контроля, а уровень sPD-1 был статистически значимо ниже у пациентов, чем у здо-
ровых доноров (p<0,0001). Выявлена статистически значимая положительная корреляция между показателями sPD-1 и 
sPD-L1 (R=0,38; p=0,003) в группе контроля и отрицательная – у больных раком желудка (R=-0,26; p=0,009). Методом 
построения кривых ROC выявлен порог концентрации sPD-1 (менее 21 пг/мл), при котором чувствительность состави-
ла 77%, специфичность – 63,3%, что недостаточно для использования его в качестве диагностического маркера рака 
желудка. Обнаружено статистически значимое увеличение уровня sPD-L1 в плазме крови от I до IIIC стадии (R=0,50; 
p=0,000011). При анализе взаимосвязи уровней маркеров с показателями распространенности рака желудка по системе 
TNM выявлена статистически значимая положительная корреляционная взаимосвязь уровня sPD-L1 в плазме крови с 
индексами T (глубина инвазии опухоли) и N (количество пораженных лимфоузлов): R=0,33; p=0,00093 и R=0,27; p=0,0099 
соответственно. Уровень sPD-L1 статистически значимо увеличен при низкодифференцированной аденокарциноме и 
перстневидноклеточном раке по сравнению с высокодифференцированной аденокарциномой (p=0,02 и p=0,004 соот-
ветственно); при перстневидноклеточном раке он также выше, чем при умереннодифференцированной аденокарциноме 
(p=0,043) и недифференцированном раке (p=0,049). Уровень sPD-1 не зависит от стадии и показателей распространен-
ности рака желудка (TNM) и гистологического строения опухоли. Таким образом, растворимый лиганд sPD-L1, но не 
его рецептор sPD-1, повышен в плазме крови больных раком желудка с неблагоприятными клинико-морфологическими 
характеристиками заболевания и является потенциально значимым фактором прогноза у этих пациентов, а возможно, 
и показателем эффективности анти- PD-1/PD-L1 терапии.
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Results of comparative ELISA investigation of pretreatment sPD-1 and sPD-L1 content in blood plasma of 100 gastric cancer 
patients at various disease stages aged 25 to 81 years are presented. Control group included 60 practically healthy donors aged 
18 – 68 years. Plasma sPD-L1 concentrations did not differ between gastric cancer patients and control group, and sPD-1 levels 
were statistically significantly lower in patients than in healthy donors (p<0.0001). Positive correlation (R=0.38; p=0.003) was 
revealed between plasma sPD-1 и sPD-L1 levels in control group and negative (R= -0.26; p=0,009) – in gastric cancer patients. 
ROC curve revealed the best sPD-1 cut-off level (< 21 pg/ml) with 77% sensitivity and 63.3% specificity, which is not sufficient 
for its application as diagnostic marker. Statistically significant increase of plasma sPD-L1 from stage I to stage IIIC (R=0.50; 
p=0.000011) was found. Analysis of associations between the evaluated markers’ levels and indices of gastric cancer expansion 
according to TNM system revealed  statistically significant positive associations of plasma sPD-L1 levels with T (tumor invasion 
depth) and N (number of affected lymph nodes) indices: R=0.33; p=0.00093, and R=0.27; p=0.0099 respectively. sPD-L1 level 
was significantly increased in patients with low differentiated adenocarcinoma and  cricoid-cell cancer as compared to highly 
differentiated adenocarcinoma  (p=0.02 and p=0.004 respectively); in patients with cricoid-cell cancer it was also higher than in 
those with moderately differentiated adenocarcinoma (p=0.043) and undifferentiated cancer (p=0.049). Plasma sPD-1 level did 
not depend on disease stage, TNM system indices and tumor histological structure. Thus, soluble ligand sPD-L1, but not its recep-
tor sPD-1, plasma level is increased in patients with unfavorable clinical and morphological characteristics, may be regarded 
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as potentially valuable prognostic factor for gastric cancer patients’ survival, and probably as a predictor of anti – PD-1/PD-L1 
treatment efficiency.
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Введение. Несмотря на то, что хирургический метод 
является ведущим в лечении больных раком желудка, со-
временные стандарты терапии этого заболевания вклю-
чают различные схемы неоадъювантной и адъювантной 
химиотерапии. Это связано с тем, что большинство па-
циентов с впервые выявленным раком желудка уже на 
этапе обследования имеют регионарные и отдаленные 
метастазы, поэтому химиотерапия во многих случаях 
оказывается мало эффективной, а процент рецидивов и 
показатели смертности от рака желудка остаются высо-
кими [1, 2].

В настоящее время многие исследователи и практи-
ческие онкологи связывают возможность дальнейшего 
прогресса в повышении эффективности терапии этого 
заболевания не только с рациональным использованием 
существующих методов комбинированного и комплекс-
ного лечения, но и с разработкой принципиально новых 
патогенетических подходов, основанных на современ-
ных достижениях биохимии, молекулярной биологии 
и иммунологии опухолей. Одним из современных на-
правлений таких исследований считается возможность 
иммунотерапевтического воздействия на рак желудка, 
направленного на подавление активности одного из сиг-
нальных путей т.н. «контрольных точек иммунитета» – 
PD-1/PD-L, который в физиологических условиях кон-
тролирует выраженность и длительность аутоиммун-
ного ответа, предотвращая повреждение собственных 
тканей [3, 4]. Основными компонентами этого сигналь-
ного пути являются белок программируемой клеточной 
гибели PD-1 (programmed cell death protein 1) и два его 
лиганда PD-L1 и PD-L2. PD-1 представляет собой мем-
бранный рецептор I типа, принадлежащий к семейству 
CD28/CTLA-4 регуляторов Т-клеток и экспрессиру-
ющийся на их поверхности [5]. Из лигандов наиболее 
значим PD-L1, известный также как кластер дифферен-
цировки 274 (CD274) или гомолог B7 1 типа (B7-H1) [3].

Активация PD-1/PD-L1 пути стимулирует апоптоз 
антиген-специфичных Т-клеток в лимфоузлах и одно-
временно подавляет апоптоз регуляторных супрессор-

ных Т-клеток, что позволяет клетке уйти от иммунного 
ответа организма. В связи с этим моноклональные анти-
тела к PD-1 и PD-L1, предотвращающие их взаимодей-
ствие друг с другом и ингибирующие иммуносупрес-
сивные эффекты опухолей, находят сейчас активное 
применение в терапии многих онкологических заболе-
ваний: при меланоме [5], почечно-клеточной карциноме 
[3, 6], раке легкого [7], раке яичников [8]. В связи с этим, 
экспрессию PD-1 и/или PD-L1 в опухолях и инфильтри-
рующих опухоли лимфоцитах активно изучают имму-
ногистохимическими методами в качестве предиктора 
эффективности анти-PD-1/PD-L иммунотерапии [3, 9]. 
Эти белки рассматривают и как молекулярные маркеры 
общего прогноза и выживаемости пациентов с онколо-
гическими заболеваниями [7, 10-12], в том числе, боль-
ных раком желудка [13, 14].

В последнее время, пристальный интерес исследова-
телей привлекают растворимые формы рецептора PD-1 
(sPD-1) и его лиганда (sPD-L1), обнаруженные относи-
тельно недавно в периферической крови, в том числе, и 
онкологических больных [14-20]. Происхождение sPD-1 
и sPD-L1 пока точно не установлено. Имеющиеся к на-
стоящему времени данные свидетельствуют о том, что 
sPD-L1 образуется преимущественно в результате про-
теолитического отщепления внеклеточной части транс-
мембранного белка, тогда как sPD-1 – в результате альтер-
нативного сплайсинга. В экспериментальных исследова-
ниях показана способность sPD-1 подавлять активность 
PD-1/PD-L1(2) пути, блокируя связывание находящегося 
на опухолевых клетках лиганда с мембранным рецепто-
ром T-лимфоцитов. sPD-L1 также способен снизить ак-
тивность PD-1/PD-L1(2) пути, блокируя рецептор, но, по 
некоторым данным, может также стимулировать апоптоз 
T-лимфоцитов, аналогично мембранному белку, т.е. пода-
влять противоопухолевый иммунитет [3]. Это направле-
ние исследований активно развивается в последние годы, 
в том числе и у больных раком желудка [14, 21, 22].

Цель настоящего исследования – анализ содержания 
растворимых форм PD-1 и PD-L1 в плазме крови боль-
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ных раком желудка и их связи с клиническими и морфо-
логическими характеристиками заболевания.

Материал и методы. Обследовали 100 больных с 
впервые выявленным раком желудка в различных ста-
диях заболевания в возрасте от 25 до 81 лет (65 мужчин, 
35 женщин). Все пациенты обследовались и получали 
лечение в ФГБУ «Национальный медицинский исследо-
вательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минз-
драва РФ и в Тамбовском областном онкологическом 
клиническом диспансере. Группу контроля составили 
60 практически здоровых доноров в возрасте от 18 до 
68 лет, из них 46 женщин и 14 мужчин. Клинико-рент-
генологический диагноз у всех больных подтвержден 
данными морфологического исследования опухоли и 
регионарных лимфоузлов согласно Международной ги-
стологической классификации опухолей пищеваритель-
ной системы (ВОЗ, 2019). Опухоль поражала различные 
отделы желудка: у 46% пациентов локализовалась в 
теле, у 20% – в проксимальном, у 19% в дистальном от-
деле желудка; тотальное поражение желудка было у 19% 
больных, и у 3% диагностирован кардиоэзофагеальный 
рак. У половины обследованных (50 наблюдений) выяв-
лена низкодифференцированная аденокарцинома, у 18 
умеренно дифференцированная, у 9 – высокодифферен-
цированная, у 21 – перстневидноклеточный рак желудка 
и в 2-х случаях – недифференцированный рак. Пациен-
ты были в различных стадиях опухолевого процесса: IА 
– 16, IB – 6, IIA – 8, IIB – 8, IIIA – 10, IIIB – 12, IIIC – 11, 
у 29 больных выявлена IV стадия.

Концентрацию sPD-L1 и sPD-1 определяли в плазме 
крови, полученной по стандартной методике до начала 
специфического лечения, с помощью наборов реакти-
вов для прямого иммуноферментного анализа «Human 
PD-L1 Platinum ELISA» и «Human PD-1 ELISA kit» 
(Affimetrix, eBioscience, США) в соответствии с ин-
струкциями производителя. Измерения проводили на 
автоматическом иммуноферментном анализаторе BEP 
2000 Advance (Siemens Healthcare Diagnostics, Герма-
ния). Содержание маркеров выражали в пикограммах 
(пг) на 1 мл плазмы крови.

При сравнении и анализе взаимосвязи полученных 
показателей использовали непараметрические крите-

рии Манна-Уитни, Краскела-Уоллиса, медианный тест, 
тест корреляции рангов Спирмена (R). Пороговые уров-
ни определяли методом построения кривых ROC. Дан-
ные обрабатывали с помощью программ «Statistica 7.0» 
(StatSoft Inc) и SPSS 20. Различия и корреляции считали 
достоверными при p<0,05. 

Результаты и обсуждение. Результаты определе-
ния концентрации sPD-1 и sPD-L1 в плазме крови боль-
ных раком желудка и здоровых доноров представлены 
в табл.1. 

Концентрации sPD-L1 в плазме крови больных ра-
ком желудка и группы контроля не отличались, тогда 
как уровень sPD-1 у больных раком желудка был стати-
стически значимо ниже, чем в контроле (медианы 12,1 и 
28,9 пг/мл соответственно; p<0,0001). При этом пределы 
колебаний концентраций sPD-1 и sPD-L1 в плазме кро-
ви в обеих группах совпадали, в связи с чем 95% ДИ 
в качестве порогового значения при разделении групп 
оказался неэффективным. 

Методом построения кривых ROC выявлен порог 
концентрации sPD-1, соответствующий уровню маркера 
ниже 21 пг/мл, при котором чувствительность составила 
77% (77 из 100), специфичность – 63,3% (38 из 60). Таким 
образом, данный показатель не может служить самостоя-
тельным серологическим маркером рака желудка.

Выявлена статистически значимая положительная 
корреляционная взаимосвязь между показателями sPD-1 
и sPD-L1 (R=0,38; p=0,003) в группе контроля и отрица-
тельная – у больных раком желудка (R= -0,26; p=0,009).

Установлено, что в контрольной группе оба показате-
ля sPD-1 и sPD-L1 были значимо выше в плазме крови 
женщин, чем у мужчин. У больных раком желудка раз-
личий в уровнях исследованных маркеров с учетом пола 
не выявлено (табл. 2).

Не получено данных, указывающих на связь sPD-1 
с возрастом обследованных обеих групп, однако можно 
отметить слабую обратную зависимость между возрас-
том и концентрациями sPD-L1 в плазме крови у здоро-
вых доноров (R=0,59; p=0,027). 

В целом, можно отметить, что пол и возраст не ока-
зывали существенного влияния на концентрацию sPD-1 
и sPD-L1 в плазме крови больных раком желудка.

Т а б л и ц а  1 
Концентрация sPD-1 и sPD-L1 в плазме крови больных раком желудка и здоровых доноров

Показатель
Рак желудка Контрольная группа

Медиана Диапазон Квартили Медиана Диапазон Квартили
sPD-1, пг/мл 11,8* 0,89-66,8 7,61-19,7 29,3* 3,48-66,4 15,1-45,3
sPD-L1 пг/мл 24,6 0-145,8 10,1-71,9 36,2 1,49-149,5 9,92-73,0

П р и м е ч а н и е . * – p<0,00000 (тест Манн -Уитни) по сравнению с контролем. 

Т а б л и ц а  2
Концентрации sPD-1 и sPD-L1 в плазме крови больных раком желудка и в группе контроля в зависимости от пола

Группы Пол n
sPD-1, пг/мл sPD-L1, пг/мл

Медианы; квартили Медианы; квартили

Контроль
Муж. 14 13,9; 8,5-19,3 9,2; 4,3-35,7
Жен. 46 35,5; 22,7-49,4 47,4; 15,9-82,8

p (тест Манна -Уитни) 0,0006 0,0012

Рак желудка
Муж. 57 11,3; 6,6-18,3 24,9; 10,1-77,3
Жен. 43 13,1; 9,0-21,5 13,6; 6,5-51,0

p (тест Манна -Уитни) >0,05 0,11
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Таким образом, можно заключить, что уровень рас-
творимого лиганда sPD-L1 в плазме крови больных 
раком желудка возрастает по мере увеличения распро-
страненности процесса, относительно снижаясь при IV 
стадии заболевания, тогда как уровень растворимого ре-
цептора sPD-1 с распространенностью рака желудка не 
связан и достоверно снижен у больных раком желудка 
по сравнению с группой здорового контроля.

Не обнаружено различий в концентрации sPD-1 и 
sPD-L1 в плазме крови больных раком желудка в зави-
симости от анатомической локализации опухоли в по-
раженном органе, однако наименьшая медиана sPD-L1 
выявлена при поражении дистального отдела (14,9 пг/
мл), а наибольшая – при тотальном поражении желудка 
(31,6 пг/мл).

При сопоставлении содержания sPD-1 и sPD-L1 
в плазме крови больных с гистологическим строени-
ем опухоли и степенью ее дифференцировки (табл. 5) 
выявлено статистически значимое увеличение уровня 
sPD-L1 при низкодифференцированной аденокарцино-
ме и перстневидноклеточном раке по сравнению с вы-
сокодифференцированным вариантом аденокарциномы 
(p=0,02 и p=0,004 соответственно). При перстневид-
ноклеточном раке желудка уровень маркера был также 
значимо выше, чем при умереннодифференцированной 
аденокарциноме (p=0,043) и при недифференцирован-
ном варианте опухоли (p=0,049).

Т а б л и ц а  3
Содержание (пг/мл) sPD-1 и sPD-L1 в плазме крови больных 

раком желудка в зависимости от стадии заболевания

Стадия n PD-1 PD-L1

IA 16 13,1
9,47-25,0

10,13.4.5

3,47-17,5

IB 6 23,71

14,4-29,7
10,02.6

5,32-13,6

IIA 8 9,72
3,03-17,5

26,7
9,65-50,2

IIB 8 10,4
7,87-15,5

21,6
8,73-70,8

IIIA 10 10,6
9,16-12,5

43,6
3,44-80,6

IIIB 12 6,441

5,58-12,9
54,33.6

23,2-110

IIIC 11 11,6
5,91-23,5

71,62.4

16,5-133

IV 29 13,6
9,03-18,3

24,65

10,9-51,3
П р и м е ч а н и е . 1 - p<0,001 при сравнении больных IB и IIIB 

стадии; 2 - p<0,005 при сравнении больных IB и IIIС стадии; 3 - 
p<0,005 при сравнении больных IА и IIIВ стадии; 4 - p<0,005 при 
сравнении больных IА и IIIС стадии; 5  -p<0,005 при сравнении боль-
ных IА и IV стадии; 6 -- p<0,005 при сравнении больных IВ и IIIB 
стадии (тест Манна -Уитни).

Т а б л и ц а  4
Содержание sPD-1 и sPD-L1 в плазме крови больных раком 

желудка с учетом показателей распространенности опухоли по 
системе TNM

Показатель  
распространенности n sPD-1, пг/мл sPD-L1, пг/мл

Глубина инвазии опухоли (T)

T1 18 15,4
10,6-25,7

10,1
4,32-14,4

T2 4 17,5
11,7-25,1

10,5
6,42-22,3

T3 20 12,1
4,98-20,9

26,7
9,65-72,9

T4а 49 10,7
7,61-14,9

36,6
145,8-88,4

T4b 9 14,1
9,67-23,8

32,5
10,9-71,9

Метастазы в лимфатических узлах (N)

N0 45 11,8
6,44-19,7

14,4*
8,36-46,5

N1 17 11,3
7,74-14,9

32,9
6,69-57,4

N2 22 10,4
6,57-18,3

32,2
16,2-78,3

N3a 11 14,9
7,74-23,5

88,4*
32,5-133

N3b 1 13,1
13,1-13,1

10,9
10,9-10,9

Отдаленные метастазы (М)

М0 76 11,7
6,57-20,5

21,2
9,36-74,3

М+ 24 11,4
8,52-16,7

32,9
14,6-66,5

П р и м е ч а н и е . * - p=0,0047 (тест Манна -Уитни).

При анализе взаимосвязи уровня исследуемых мар-
керов в плазме крови со стадией рака желудка (табл. 3) 
обнаружено статистически значимое увеличение уров-
ня sPD-L1 в плазме крови от I до IIIC стадии (R=0,50; 
p=0,000011).

При попарном сравнении отдельных групп значимое 
(по тесту Манна -Уитни) увеличение концентрации sPD-
L1 по сравнению с IА стадией отмечено не только при 
IIIB и IIIС, но и при IV стадии, хотя показатели при IV 
стадии были явно, но не статистически значимо ниже, 
чем при IIIА-С стадиях (медианы соответственно 24,6 
против 43,6; 54,3 и 71,6 пг/мл; см. табл. 3). 

Уровень sPD-1 в плазме крови практически не зави-
сел от стадии рака желудка и даже был статистически 
значимо ниже при IIIB, чем при IB стадии (медианы 6,44 
и 23,7 пг/мл соответственно; p<0,001; см. табл. 3).

При анализе взаимосвязи уровней исследованных 
маркеров с показателями распространенности рака же-
лудка по системе TNM (табл. 4) статистически значимых 
различий между отдельными подгруппами не выявле-
но, за исключением увеличения концентрации sPD-L1 у 
больных с N3a (поражение более 7 регионарных лимфати-
ческих узлов) по сравнению с пациентами без метастазов 
в лимфоузлах (N0): медианы 88,4 и 14,4 пг/мл соответ-
ственно (p<0,001). В то же время выявлена статистически 
значимая положительная корреляционная взаимосвязь 
уровня sPD-L1 в плазме крови с индексами T (глубина 
инвазии опухоли в стенку желудка и выход за ее границы) 
и N (количество лимфоузлов, пораженных метастазами): 
R=0,33; p=0,00093 и R=0,27; p=0,0099 соответственно.

Уровень sPD-L1 также был в 1,55 раза выше по меди-
ане у больных с отдаленными метастазами, чем у паци-
ентов без метастазов (32,9 и 21,2 пг/мл соответственно), 
но это различие не достигало уровня статистической 
значимости (р=0,52).

Уровень sPD-1 не зависел ни от одного из показате-
лей распространенности рака желудка по системе TNM.
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В целом, следует отметить, что наиболее высокие 
уровни sPD-L1 выявлены у пациентов с перстневидно-
клеточным (медиана 51,0 пг/мл), а наиболее низкие – у 
2-х пациентов с недифференцированным (медиана 6,08 
пг/мл) раком желудка. Содержание sPD-1 в плазме крови 
больных раком желудка не было связано с гистологиче-
ским строением и степенью дифференцировки опухоли.

Заключение. На основании проведенного сравни-
тельного иммуноферментного исследования содержа-
ния растворимых форм компонентов сигнального пути 
одной из ключевых контрольных точек иммунитета PD-
1/PD-L1 в плазме крови больных раком желудка и здо-
ровых доноров можно сделать вывод о том, что уровень 
растворимого лиганда sPD-L1 в общей группе пациентов 
достоверно не отличается от контроля, но статистически 
значимо возрастает по мере увеличения распространен-
ности процесса, а также при уменьшении степени диф-
ференцировки аденокарциномы желудка и при перстне-
видноклеточном раке, имеющем высоко агрессивное 
течение. Таким образом, повышение уровня данного 
маркера характерно для пациентов с прогностически 
неблагоприятными клиническими и морфологическими 
показателями, что соответствует результатам несколь-
ких исследований, продемонстрировавших снижение 
общей выживаемости больных раком желудка при вы-
соких уровнях sPD-L1, циркулирующего в перифериче-
ской крови [14, 21]. В пилотном исследовании K.Ando и 
соавт. [22] показано также, что уровень sPD-L1 в плазме 
крови может служить показателем эффективности анти-
PD-1 терапии.

В то же время, уровень растворимого рецептора sPD-
1 в плазме крови больных раком желудка был статисти-
чески значимо ниже, чем в контроле и не зависел ни от 
показателей распространенности процесса, ни от гисто-
логического строения и степени дифференцировки опу-
холи. Следует отметить, что данных о роли sPD-1 при 
раке желудка до настоящего времени не опубликовано. 
Ранее мы показали, что и при некоторых других типах 
опухолей (рак почки [15], рак яичников [14]) только рас-
творимый лиганд сигнального пути PD-1/PD-L1 связан 
с клинико-морфологическими особенностями заболева-
ния. 

В целом, можно констатировать, что растворимый 
лиганд sPD-L1, но не его рецептор sPD-1, является по-
тенциально значимым фактором, связанным с основны-
ми клиническими и морфологическими характеристи-
ками рака желудка, а стало быть и прогнозом клини-
ческого течения заболевания. Актуален также вопрос о 

показателе sPD-L1 в оценке эффективности анти- PD-1/
PD-L1 терапии, однако это требует дальнейшего изуче-
ния и наблюдения за пациентами.
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