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Расширение показаний к применению анти-
эстрогенов – это тренд современной фундамен-
тальной и клинической онкологии. В частности, 
первый таргетный препарат тамоксифен, который 
на протяжении более 40 лет является золотым 
стандартом адъювантной терапии рака молочной 
железы, в 2018 г. введен в стандарты терапии рака 
яичников в рекомендациях Европейского обще-
ства гинекологической онкологии и Российского 
общества клинической онкологии [1, 2]. При этом 
следует подчеркнуть, что в отличие от рака молоч-
ной железы, где четко обозначена мишень тамок-
сифена – эстрогеновые рецепторы альфа (ERα), 
для рака яичников мишень этого антиэстрогена не 
определена и препарат рекомендован для лечения 
больных раком яичников низкой степени злокаче-
ственности (RUSSCO).

Однако мишенью антиэстрогенов служат ре-
цепторы и другого типа – эстрогеновые рецепторы 
бета (ERβ), которые также участвуют в важней-
ших этапах клеточного сигналинга [3, 4], контро-
лируют пролиферативную активность клеток [5] и 
экспрессируются у больных в ткани рака яичников 
[6], причем даже более интенсивно по сравнению 
с ERα [7].

Приведенные данные указывают на необ-
ходимость расширения фундаментальных ис-
следований по сравнительному изучению роли 
ERβ в реализации биологических эффектов ан-
тиэстрогенов при воздействии на клетки рака 
не только молочной железы, но и яичников. 
Однако до настоящего времени в литературе 
отсутствуют сведения о показателях экспрес-
сии ERβ в клетках разных культур рака яич-
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ников человека в сравнении с раком молочной 
железы.

Цель настоящего исследования состояла в том, 
чтобы дать количественную иммунофлуоресцент-
ную характеристику уровня и интенсивности экс-
прессии ERβ в полученных из международных 
банков культурах клеток рака яичников линий 
COLO-704, OVCAR-3, EFO-21 и SK-OV-3 в срав-
нении с одной из наиболее изученных и часто ис-
пользуемых в фундаментальных исследованиях 
клеточной линией рака молочной железы MCF-7.

Материалы и методы

Исследование проведено на панели клеточных 
линий. Клетки рака яичников EFO-21 (ACC 235) 
и COLO-704 (ACC 198) получены из коллекции 
Leibniz Institute DSMZ; OVCAR-3 (HTB-161) и 
SK-OV-3 (HTB-77) (Американская коллекция 
клеточных культур (АТСС)). Клетки культуры 
сравнения – клетки рака молочной железы линии 
MCF-7 (HTB-22) также получены из АТСС. До 
проведения экспериментов все культуры хранили 
в криобанке НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина. 
Идентичность клеточных линий подтверждали 
непосредственно перед экспериментами с по-
мощью анализа коротких тандемных повторов 
(GORDIZ). Клетки MCF-7 и SK-OV-3 культиви-
ровали в модифицированной Дульбекко среде 
Игла (DMEM; Gibco), клетки EFO-21, COLO-
704 и OVCAR-3 – в среде Roswell Park Memorial 
Institute 1640 (RPMI-1640; Gibco). Среды со-
держали 10% эмбриональной сыворотки телят 
(HyClone), 50 ед./мл гентамицина (ПанЭко) и 
0,1 мг/мл пирувата натрия (Santa Cruz). Условия в 
инкубаторе (NuAir): температура 37 °С, 5% СО2, 
относительная влажность 80–85%. В эксперимен-
тах использовали культуры в логарифмической 
фазе роста. Один миллион клеток каждой культу-
ры высевали на чашки Петри (60 мм, Corning) и 
через 24 ч фиксировали по протоколу, описанно-
му ранее [8].

Количественная оценка показателей экспрес-
сии ERβ в культурах клеток проведена ранее 
разработанным иммунофлуоресцентным мето-
дом, ассоциированным с проточной цитометри-
ей [8]. В работе использованы первичные моно-
клональные антитела к ERβ (клон 14C8, ab288, 
Великобритания), а также вторичные антитела, 
конъюгированные с DyLight650 (ab98729, Вели-
кобритания). Исследование проведено в области 
линейной зависимости интенсивности флуорес-
ценции от концентрации антител вблизи дости-
жения плато. Рабочие концентрации первичных 
антител к ERβ составили 2,5 и 5,0 мкг белка/мл, 

вторичных – 0,5 мкг белка/мл. Для удаления из 
анализа дебриса после завершения инкубации с 
антителами клетки инкубировали со специфи-
ческим красителем ДНК Hoechst 33258 («Sigma-
Aldrich», США). В анализ включали только клет-
ки с окрашенными ядрами, клеточные конгломе-
раты выводили из анализа путем дополнитель-
ного гейтирования. Флуоресценцию клеток из-
меряли на проточном цитофлуориметре «Navios» 
(«Beckman Coulter», США). 

Для оценки экспрессии ERβ в культурах кле-
ток использовали два показателя – интенсивность 
и уровень экспрессии, рассчитанные с помощью 
программы FlowJo 10.0.08 («FlowJo LLC», США). 
Интенсивность экспрессии ERβ – среднее геоме-
трическое значение специфической флуоресцен-
ции антител в образце. Уровень экспрессии маркё-
ра (в процентах) – число специфически флуорес-
цирующих клеток относительно контроля (инку-
бация клеток только с вторичными антителами). 

Для визуализации распределения клеток в за-
висимости от интенсивности флуоресценции 
использовали гистограммы, построенные в про-
грамме WinMDI 2.9.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью t-критерия 
Стьюдента, включенного в пакет GraphPad Prism 
7.0 («GraphPad Software», США). Различия счита-
ли статистически значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение

Результаты типичного эксперимента, демон-
стрирующие гистограммы распределения клеток 
в зависимости от внутриклеточной флуоресцен-
ции после инкубации с моноклональными анти-
телами к ERβ, представлены на рис. 1. Видно, что 
все клеточные культуры исследованы в линейном 
диапазоне зависимости специфической флуорес-
ценции клеток от концентрации специфических 
антител, так как показатели экспрессии (уровень 
и интенсивность) увеличивались при росте кон-
центрации антител. Отметим, что при использо-
ванной концентрации антител уровень экспрес-
сии маркёра достигает плато, так как изменение 
показателя при увеличении концентрации анти-
тел не превышает 10%.

В целом, экспрессия ERβ выявлена во всех ис-
следованных культурах клеток, при этом различия 
в уровне экспрессии маркёра между клетками рака 
молочной железы линии MCF-7 и разными культу-
рами клеток рака яичников были несущественны. 
Так, уровень экспрессии ERβ в клетках MCF-7 со-
ставил 88%, а в клетках рака яичников SK-OV-3, 
OVCAR-3, EFO-21 и COLO-704 – 89, 88, 91 и 90% 
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соответственно. Таким образом, в клетках всех ис-
следованных культур уровень экспрессии ERβ был 
высоким.

Иной оказалась ситуация с показателем интен-
сивности экспрессии ERβ, т.е. с числом рецепто-
ров, экспрессирующихся в каждой опухолевой 
клетке. На рис. 2 представлен типичный резуль-
тат одного из трех экспериментов. Видно, что 
по сравнению с клетками рака молочной железы 
линии MCF-7 лишь в одной из четырех исследо-
ванных культур рака яичников (клетках линии 
COLO-704) интенсивность экспрессии ERβ прак-
тически не отличалась от показателя клеток рака 
молочной железы MCF-7 и была лишь в 1,3 раза 
ниже. В остальных культурах клеток рака яични-

ков (в 75% случаев) интенсивность экспрессии 
ERβ по сравнению с клетками рака молочной 
железы MCF-7 оказалась значительно выше: в 
2,7; 1,4 и в 1,9 раза соответственно в клетках 
SK-OV-3, EFO-21 и OVCAR-3. 

Результаты трех независимых экспериментов 
сравнительного анализа интенсивности экспрес-
сии ERβ в клетках рака яичников разных линий 
и рака молочной железы MCF-7 приведены в та-
блице. Сравнение проведено при двух значениях 
концентрации первичных моноклональных анти-
тел в линейной области зависимости флуоресцен-
ции от концентрации антител, при этом в обоих 
случаях получены практически идентичные ре-
зультаты: интенсивность экспрессии ERβ в трех 

Рис. 1. Уровень и интенсивность экспрессии ERβ в клетках культур рака молочной железы MCF-7 и рака 
яичников SK-OV-3, OVCAR-3, COLO-704, EFO-21 при разных концентрациях специфических монокло-
нальных антител. По оси абсцисс – интенсивность флуоресценции клеток, измеренная в условных единицах 
в канале FL6, логарифмическая шкала; по оси ординат – количество клеток. Гистограммы распределения 
клеток по интенсивности флуоресценции после инкубации только с вторичными антителами (закрашенные, 
контроль) и с моноклональными антителами к ERβ в концентрации 2,5 или 5,0 мкг/мл (сплошная и пунктир-

ные линии границ, соответственно). Стрелками показан уровень экспрессии ERβ (%) 
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Рис. 2. Интенсивность экспрессии ERβ в клетках культур рака яичников COLO-704, OVCAR-3, EFO-
21, SK-OV-3 в сравнении с клетками рака молочной железы MCF-7 при концентрации специфических 
моноклональных антител 2,5 мкг/мл. По оси абсцисс – интенсивность флуоресценции клеток, из-
меренная в условных единицах в канале FL6, логарифмическая шкала; по оси ординат – количество 
клеток. Гистограммы распределения клеток по интенсивности флуоресценции после инкубации с 
моноклональными антителами к ERβ: закрашенные – клетки рака молочной железы линии MCF-7; не-
закрашенные – клетки рака яичников разных линий. Обозначения: ↑ и ↓ – соответственно увеличение и 
уменьшение интенсивности флуоресценции клеток рака яичников относительно показателя в клетках 
рака молочной железы MCF-7. Представлены типичные результаты одного из трех экспериментов при 

использовании концентрации моноклональных антител к ERβ 2,5 мкг/мл

 Рис. 3. Различия в интенсивности экспрессии ERβ в клетках культур рака яичников 
при ранжировании показателей от меньшего к большему (*t-критерий Стьюдента,                                 
p ≤ 0,05). По оси абсцисс – названия исследованных культур клеток рака яичников; по 
оси ординат – отношение интенсивности экспрессии ERβ в исследованных культурах к 

показателю в клетках COLO-704
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из четырех исследованных культур клеток рака 
яичников оказалась статистически значимо выше 
по сравнению с культурой рака молочной железы 
и лишь в клетках COLO-704 была практически 
такой же (р ˃ 0,05).

Что касается панели исследованных культур 
клеток рака яичников в целом, то по показателю 
интенсивности экспрессии ERβ относительно 
наименьшей интенсивности экспрессии маркё-
ра в клетках COLO-704 их можно ранжировать 
от меньшего к большему следующим образом 
(рис. 3). Экспрессия ERβ в клетках OVCAR-3 
выше, чем в COLO-704 в 1,6 раз; в клетках EFO-
21 – в 2,3 раза, а в клетках SK-OV-3 – почти в 
3,5 раза. В случае с EFO-21 и SK-OV-3 различия 
достигают статистической значимости (p ≤ 0,05).

Таким образом, при сравнительной количе-
ственной иммунофлуоресцентной оценке пока-
зателей экспрессии ERβ в культурах клеток рака 
яичников и рака молочной железы, выделенных из 
интерстициальных жидкостей больных при дис-
семинации заболевания по полостям (см. раздел 
«Материалы и методы»), получены следующие 
результаты. 

Показано, что ERβ экспрессируются практиче-
ски во всех клетках исследованных культур, как 
рака яичников, так и рака молочной железы линии 
MCF-7, т.е. по этому показателю клетки опухо-
лей разных локализаций не различаются. Однако 
по интенсивности экспрессии маркёра выявлены 
принципиальные различия как между клетками 
рака яичников и молочной железы, так и между 
клетками рака яичников разных линий. Последнее 
наблюдение совпадает с описанными нами прин-
ципиальными различиями между количественны-
ми показателями экспрессии маркёра в ткани се-
розного рака яичников разных больных [7, 9]. При 
этом показано, что не сам факт наличия в опухоли 

рецепторов ERβ, а уровень их экспрессии прогно-
зирует течение серозного рака яичников после за-
вершения первой линии химиотерапии препарата-
ми платины и таксанами. Благоприятным предик-
тивным маркёром служит выявление в опухоли 
экспрессии ERβ более чем в 40% клеток [7, 10]. 

Более того, анализ количественных показате-
лей экспрессии ERβ и ERα в ткани опухолей боль-
ных раком яичников продемонстрировал более 
высокий уровень экспрессии ERβ по сравнению с 
ERα. Это позволило предположить, что у больных 
раком яичников рецепторы именно ERβ, а не ERα, 
могут стать главной мишенью воздействия анти-
эстрогенов [7]. Вероятно, этим можно объяснить 
упомянутое в рекомендациях RUSSCO отсутствие 
корреляции эффекта тамоксифена с экспрессией в 
опухоли ERα [1].

Полученные результаты, а именно, количе-
ственные различия в экспрессии ERβ в ряду ши-
роко используемых культур клеток рака яични-
ков, позволяют рекомендовать их для дальнейших 
фундаментальных исследований вклада именно 
ERβ в реализацию биологических эффектов анти-
эстрогенов. Это, безусловно, полезно с практиче-
ской точки зрения, если учесть упомянутое выше 
введение в клиническую практику антиэстрогенов 
как нового подхода в терапии рака яичников, с од-
ной стороны, и отсутствие критериев отбора боль-
ных для этой терапии, с другой.

Работа выполнена в рамках программы ис-
следований ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России (темы НИР: 
«Разработка и оценка клинической значимо-
сти новой технологии молекулярного прогно-
зирования резистентности и агрессивности 
сóлидных эпителиальных новообразова-
ний», рег. № АААА-А20-120020690077-0; 
«Разработка принципов персонифици-

Интенсивность экспрессии ERβ в клетках рака яичников по сравнению с клетками рака молочной 
железы линии MCF-7 при концентрации первичных антител (мкг белка/мл): I – 2,5; II – 5,0

Культура клеток рака 
яичников

Интенсивность флуоресценции клеток рака яичников относительно 
показателя клеток рака молочной железы MCF-7

I II

COLO-704 0,74 ± 0,27 0,75 ± 0,23

OVCAR-3 1,37 ± 0,15* 1,35 ± 0,13*

EFO-21 1,70 ± 0,31* 1,64 ± 0,25*

SK-OV-3 2,60 ± 0,56* 2,43 ± 0,42*

* t-критерий Стьюдента, p ≤ 0,05.
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ovarian cancer cell cultures let us recommend them for further fundamental researches of 
ERβ to study the biological effects of antiestrogens. 
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