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Основанием для проведения настоящего ис-
следования стала проверка сформулирован-
ной нами гипотезы: в случае выявления опу-
холь-ассоциированного белка бета-III тубулина 
(TUBB3) в морфологически «нормальной» тка-
ни, окружающей очаг новообразования, этот 
опухолевый маркёр может служить показателем 
локальной распространенности опухолевого 
процесса и таким образом – показателем агрес-
сивности течения болезни.

TUBB3 относится к семейству белков-ту-
булинов, входящих в состав микротрубочек, 
и интенсивно изучается в качестве возможно-
го предиктора эффективности противоопухо-
левых препаратов из группы таксанов [1–5]. 
Уникальность TUBB3 как потенциального опу-
холь-ассоциированного маркёра заключается в 
том, что он практически не выявляется в нор-
мальных эпителиальных клетках [6] и лишь с 
низкой интенсивностью экспрессируется в эн-
дотелиоцитах и макрофагах [7]. В норме значи-

тельная экспрессия TUBB3 выявлена только в 
клетках мозга [8, 9] и клетках Сертоли [3, 10]. 
Что касается опухолей, то в ткани практически 
всех нозологических форм новообразований 
выявлена высокая экспрессия TUBB3 [11–13], 
и это делает весьма вероятной эффективность 
использования этого маркёра для молекуляр-
ной дифференцировки малигнизированных и 
нормальных клеток. 

В настоящем исследовании объектом мо-
лекулярного изучения служила нормальная 
ткань легкого интактных мышей и животных 
с трансплантированной опухолью легкого, так 
как показатели локальной и отдаленной рас-
пространенности этого заболевания служат 
основанием для стадирования болезни и вы-
бора объема хирургического вмешательства 
и интенсивности терапии у онкологических 
больных. Важно, что TUBB3 не детектируется в 
нормальной паренхиме легкого, доля эндотелия 
и макрофагов по данным морфометрических 
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измерений в нормальной и опухолевой ткани 
легкого не превышает 15%, а интенсивность экс-
прессии TUBB3 в эндотелиальных клетках край-
не низкая [14–16]. 

В работе изучен рак легкого Льюис, который 
с середины прошлого века широко используют 
в качестве экспериментальной модели метаста-
зирования у мышей [19]. Опухоль интенсивно 
метастазирует гематогенным путем в легкие, 
метастазы в легких визуализируются в раз-
ные сроки после подкожной трансплантации 
опухоли в зависимости от прививочной дозы 
клеток, у павших животных – в 100% случаев 
[18]. Все это позволило реализовать исследо-
вания, необходимые для проверки гипотезы о 
возможности использования TUBB3 как моле-
кулярного маркёра локальной распространен-
ности процесса в окружающей «нормальной» 
ткани органа, пораженного опухолью. 

Материалы и методы

Исследование проведено на самцах мышей 
линии С57ВL /6 с массой тела 22–24 г в возрас-
те 2–3 месяца. Животные, полученные из раз-
ведения мышей экспериментально-биологи-
ческой лаборатории (виварий) ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава Рос-
сии, содержались на брикетированном корме 
с постоянным доступом к воде. В ходе работы 
соблюдены требования этических норм работы 
с лабораторными животными. Клетки рака лег-
кого Льюис (1 млн в 0,5 мл питательной среды 
199 («ПанЭко», Россия)) вводили подкожно в 
область подмышечной впадины передней лапы 
мышей по стандартной методике [19]. 

Экспрессия TUBB3 оценена в следующих 
группах сравнения: ткань легкого интактных жи-
вотных; ткань легкого на 11-е сутки после подкож-
ной трансплантации рака легкого Льюис; ткань 
метастаза опухоли в легком и окружающая визу-
ально «нормальная» ткань органа на 24-е сутки 
после подкожной трансплантации опухоли Льюис. 

Количественная иммунофлуоресцентная оцен-
ка показателей экспрессии TUBB3 проведена с 
использованием проточной цитометрии. Процесс 
перевода сóлидных образцов ткани в одноклеточ-
ную суспензию, включая фиксацию 4%-м раство-
ром нейтрального формальдегида, описан нами 
ранее [20].

Для иммунофлуоресцентного окрашивания 
использованы первичные кроличьи монокло-
нальные антитела к TUBB3 (клон ER15694, 
ab52623, Abcam) и вторичные антикроличьи ан-
титела, конъюгированные с флуоресцентным 

красителем DyLight 650 (ab98510, «Abcam»). 
Конечные разведения составили 1:500 и 
1:1000 для первичных и вторичных антител 
соответственно.

Инкубацию клеток с первичными антителами 
проводили в течение 1,5 ч в темноте при комнат-
ной температуре. После инкубации суспензию 
клеток отмывали 0,5%-м раствором бычьего сы-
вороточного альбумина (BSA) в фосфатном бу-
фере (рН 7,4), добавляли вторичные антитела и 
инкубировали в течение 1,5 ч при 4 °С. Для вы-
ведения из анализа дебриса и эритроцитов по-
сле завершения инкубации с вторичными анти-
телами клетки инкубировали в течение 15 мин 
со специфическим красителем ДНК Hoechst 
33258 («Sigma-Aldrich», США) в концентрации 
1,2 мкг/мл. После окончания инкубации пробы 
дважды отмывали раствором BSA. 

Для контроля активности антител и стандарт-
ности условий проведения эксперимента в каж-
дом опыте использовали культуру клеток рака 
молочной железы человека MCF-7. В каждом 
эксперименте в группах сравнения проанализи-
ровано по 2 тыс. клеток.

Исследованы три показателя экспрессии 
белка: 1) уровень экспрессии – процентное со-
держание специфически флуоресцирующих 
клеток относительно положительного контроля 
(инкубация клеток только с вторичными анти-
телами); 2) интенсивность экспрессии – сред-
ний геометрический показатель флуоресценции 
клеток за вычетом показателя положительного 
контроля (усл. ед.); 3) индекс – интегральный 
показатель, равный произведению интенсив-
ности и уровня экспрессии, деленному на 
100 (усл. ед.).

Измерение флуоресценции проведено на про-
точном цитометре «Navios» («Beckman Coulter», 
США) с помощью программного обеспечения 
Navios Software. Обработку результатов проводи-
ли в программах FlowJo 10.0.8 («FlowJo», США) 
и WinMDI 2.9 («WinMDI Software», США).

Статистическая обработка результатов прове-
дена в программе GraphPad Prism 6.0 («GraphPad 
Software», США). Для оценки различий между 
показателями экспрессии белка TUBB3 в груп-
пах сравнения использован U-критерий Манна–
Уитни. Различия считали статистически значи-
мыми при p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

Результаты сравнительной оценки экспрес-
сии TUBB3 в нормальной ткани легкого ин-
тактных мышей (1), в визуально «нормальной» 
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легочной ткани на 11-е сутки после подкожной 
трансплантации рака легкого Льюис (2), в ткани 
метастаза опухоли легкого (3) и в «нормальной» 
ткани, окружающей очаг метастаза рака Льюис 
в легком, на 24-е сутки после подкожной транс-
плантации опухоли (4) представлены в таблице. 
Важно отметить, что для повышения точности 
количественной оценки различий между показа-
телями экспрессии маркёра в каждый экспери-
мент включали все группы сравнения, как и в 
случае, представленном на рисунке.

Первое, что необходимо отметить, – в нор-
мальной ткани легкого интактных животных 
выявляется лишь незначительная экспрессия  
TUBB3. Средний уровень экспрессии маркё-
ра, т.е. доля клеток, экспрессирующих TUBB3, 
в нормальной ткани легкого интактных мышей 
составила лишь 13,5 ± 2,9%, что соответствует 
данным литературы о доле в нормальной ткани 
легкого эндотелиоцитов и макрофагов, экспрес-
сирующих TUBB3 [7, 21]. При этом важным 
является то, что интенсивность специфической 
флуоресценции в пересчете на клетку оказалась 
крайне низкой, что в результате сказалось на 
величине суммарного показателя экспрессии 
маркёра – индекс экспрессии TUBB3 в нор-
мальной ткани составил только 0,9 ± 0,6 усл. 
ед. Последний факт также согласуется с лите-
ратурными данными о крайне низкой интенсив-
ности экспрессии TUBB3 в клетках эндотелия и 
макрофагах [7, 21]. В совокупности эти данные 
указывают на незначительность вклада экспрес-

сии TUBB3 в нормальной паренхиме в результат 
оценки TUBB3 как маркёра локальной распро-
страненности опухолевого процесса в визуально 
«нормальной» ткани легкого, окружающей опу-
холевый очаг. 

Что касается опухоли, то в метастатической 
ткани рака легкого Льюис выявлена наиболее 
высокая, по сравнению с нормальной тканью 
легкого, экспрессия TUBB3 (таблица). Средний 
уровень экспрессии маркёра в исследованных 
образцах метастазов превысил значения показа-
теля для нормальной ткани более, чем в 3 раза 
(46,0 ± 8,5% vs 13,5 ± 2,9%), интенсивность 
экспрессии – в 18 раз (117,4 ± 24,7 усл. ед. vs 
6,5 ± 2,7 усл. ед.), а интегральный показатель 
экспрессии TUBB3 – в 60 раз (54,3 ± 16,4 усл. 
ед. vs 0,9 ± 0,6 усл. ед.).  Все различия стати-
стически значимы (p = 0,03). Эти результаты 
согласуются с данными литературы о выражен-
ной экспрессии TUBB3 в ткани эпителиальных 
опухолей разных нозологических форм [2, 7, 
11] и указывают на адекватность выбранной 
экспериментальной модели для решения по-
ставленной задачи.

Первым фактом, который подтвердил право-
мочность использования опухоль-ассоцииро-
ванного белка TUBB3 как маркёра локальной 
распространённости опухолевого процесса яв-
ляется то, что TUBB3 выявляется в визуально 
«нормальной» ткани, окружающей метастатиче-
ский узел в легком (таблица). При этом показате-
ли экспрессии маркёра существенно превышают 

Показатели экспрессии бета-III тубулина (TUBB3) в нормальной, в визуально «нормальной» легочной 
ткани и ткани метастаза в легком опухоли Льюис

Группы сравнения

Показатели экспрессии TUBB3

уровень, % интенсивность, 
усл. ед.

индекс, 
усл. ед.

Нормальная ткань легкого 13,5 ± 2,9 6,5 ± 2,7 0,9 ± 0,6

Метастаз в легком опухоли Льюис 46,0 ± 8,5 117,4 ± 24,7 54,3 ± 16,4

Визуально «нормальная» ткань легкого:

на 11-е сутки после трансплантации опухоли* 28,0 ± 3,6 19,5 ± 2,1 5,5 ± 1,3

окружающая метастаз ткань легкого на
24-е сутки после  трансплантации опухоли* 27,0 ± 5,5 27,5 ± 5,1 7,5 ± 2,6

* Подкожная трансплантация рака легкого Льюис.
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значения нормальной ткани легкого интакт-
ных животных: cредний уровень экспрессии 
TUBB3 – приблизительно в 2 раза (27,0 ± 5,5% vs 
13,5 ± 2,9%), интенсивность – более чем в 4 раза 
(27,5 ± 5,1 vs 6,5 ± 2,7), а индекс экспрессии – в 8 
раз (7,5 ± 2,6 vs 0,9 ± 0,6). Все различия статисти-
чески значимы (p = 0,03).

Второе наблюдение показывает (таблица), 
что через 11 суток после подкожной трансплан-
тации высокометастазирующей опухоли Льюис 
в визуально «нормальной» ткани легкого также 
выявляются клетки, экспрессирующие TUBB3. 
Показатели экспрессии оказались сходными с 
визуально «нормальной» тканью легкого, окру-
жающей уже сформировавшийся на 24-е сутки 
метастатический очаг (p > 0,05), и существенно 
превысили таковые для нормальной ткани легко-
го интактных мышей. Средний уровень, интен-

сивность и индекс экспрессии TUBB3 в визуаль-
но «нормальной» по сравнению с нормальной 
тканью легкого были выше приблизительно в 2, 
3 и 6 раз соответственно. Во всех случаях разни-
ца была статистически значимой (p = 0,03). 

На рисунке представлены реальные резуль-
таты одного из типичных экспериментов по 
сравнительной оценке экспрессии TUBB3 в нор-
мальной, визуально «нормальной» ткани легко-
го и в ткани метастаза в легком опухоли Льюис. 
Отчетливо видна незначительность «фоновой» 
экспрессии TUBB3, ассоциированной с клет-
ками эндотелия и макрофагами, в нормальной 
ткани легкого (рисунок, 1), а экспрессия маркё-
ра в ткани метастаза, напротив, оказалась вы-
сокой (рисунок, 2). В визуально «нормальной» 
ткани легкого, окружающей метастатический 
очаг, или в ткани легкого, спустя 11 суток после 

Экспрессия бета-III тубулина (TUBB3) в нормальной, в визуально «нормальной» легочной ткани и 
ткани метастаза в легком опухоли Льюис. По осям абсцисс – интенсивность флуоресценции (усл. 
ед.), по осям ординат – число клеток; закрашенные гистограммы – после инкубации только с вто-
ричными антителами (контроль), прозрачные – после инкубации с антителами к TUBB3. Цифры на 

рисунке: % – уровень экспрессии TUBB3; в скобках – индекс экспрессии TUBB3
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трансплантации опухоли, экспрессия TUBB3 
ожидаемо оказалась принципиально более низ-
кой, чем в опухоли (соответственно гистограм-
мы 3 и 4 vs 2  на рисунке). Но что наиболее 
важно – все показатели экспрессии маркёра 
превысили таковые в норме (рисунок, 1). Осо-
бенно выразительна разница между интеграль-
ным показателем экспрессии TUBB3 в группах 
сравнения: более чем в 20 раз между нормой и 
опухолью и в 7–8 раз между нормальной и визу-
ально «нормальными» тканями легкого.

Таким образом, в модельных экспериментах 
на мышах показано, что в нормальной ткани лег-
кого интактных животных экспрессия опухоль-
ассоциированного белка TUBB3 детектируется 
менее чем в 15% клеток, при этом интенсив-
ность экспрессии в пересчете на клетку край-
не низкая. Это указывает на незначительность 
вклада экспрессии TUBB3, ассоциированного с 
наличием в паренхиме легких эндотелиоцитов и 
макрофагов, в результаты детектирования этого 
белка в визуально «нормальной» ткани легкого, 
окружающей опухолевый очаг, т.е. в оценку экс-
прессии TUBB3 в качестве маркёра локальной 
распространенности опухолевого процесса.  

Полученные результаты продемонстрирова-
ли, что исследованная экспериментальная опу-
холь (рак легкого Льюис), как и большинство 
эпителиальных сóлидных новообразований че-
ловека [22], характеризуется высоким уровнем 
экспрессии TUBB3. Кроме того, высокий мета-
статический потенциал опухоли Льюис с троп-
ностью к ткани легкого позволил оценить рас-
пространенность опухолевого процесса в легком 
не только за пределами сформированного мета-
стаза, но и в процессе гематогенного метастази-
рования при отсутствии признаков опухолевого 
поражения органа на 11-е сутки после подкожной 

трансплантации опухоли. В обоих случаях в ви-
зуально «нормальной» ткани легкого выявлены 
клетки, экспрессирующие TUBB3. Показатели 
экспрессии маркёра были значительно ниже по 
сравнению с тканью метастаза, но существенно 
выше в сравнении с нормальной тканью легкого.

В совокупности, полученные  результаты под-
твердили правомочность сформулированной нами 
гипотезы: выявление опухоль-ассоциированно-
го белка  TUBB3 в визуально «нормальной» тка-
ни легкого, окружающей опухолевый очаг, может 
служить молекулярным маркёром наличия малиг-
низированных клеток за пределами опухолевого 
образования, т.е. маркёром молекулярной вовле-
ченности в опухолевый процесс морфологиче-
ски нормальной ткани органа.

Практическая значимость такой оценки без-
условна, так как дополнительный показатель, 
уточняющий локальную распространенность и 
стадирование заболевания, может служить до-
полнительным ориентиром при определении так-
тики послеоперационного ведения пациентов, в 
частности при решении вопроса о необходимо-
сти проведения лекарственной терапии и опре-
делении ее интенсивности.

Работа выполнена в рамках программы ис-
следований ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России (тема НИР: 
«Разработка и оценка клинической значимо-
сти новой технологии молекулярного прогно-
зирования резистентности и агрессивности 
сóлидных эпителиальных новообразований», 
рег. № АААА-А20-120020690077-0).
Конфликта интересов нет.
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OF MOLECULAR DIAGNOSTICS OF LOCAL TUMOR SPREAD
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Expression of tumor-associated protein beta-III tubulin (TUBB3) was evaluated 
quantitively by immunofl uorescence analysis using fl ow cytometry in lung tissue of intact 
animals and on day 11 after the Lewis lung carcinoma transplantation as well in lung 
metastasis tissue and in visually “normal” surrounding tissue. It was shown that the tumor 
is characterized by a high TUBB3 expression, while also the expression of the marker 
was detected in both variants of visually “normal” lung tissue: it was lower than in tumor 
tissue but signifi cantly higher than in lung tissue of intact animals. The detection of TUBB3 
outside the tumor indicates that the tissue appeared to be normal is already involved in 
malignancy and this supports the hypothesis that tumor-associated protein TUBB3 can be 
used as a molecular marker of local tumor spread.

Key words: beta-III tubulin (TUBB3), fl ow cytometry, immunofl uorescent analysis, lung 
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