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Аннотация. Проведен иммунофлуоресцентный анализ экспрессии TUBB3 в тка-
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рования исхода заболевания, при этом ROC-анализ подтвердил, что показатель 
TUBB3 ≥50% позволяет стратифицировать пациентов с I стадией НМРЛ в группу 
агрессивного течения заболевания. Гиперэкспрессия в опухоли TUBB3 ≥50% мо-
жет служить дополнительным ориентиром при выборе тактики ведения радикаль-
но оперированных пациентов с I стадией НМРЛ – «лечить или наблюдать».
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Несмотря на то, что хирургическая резекция 
остается стандартом лечения при I стадии немел-
коклеточного рака легкого (НМРЛ), риск прогрес-
сирования заболевания после операции остается 
значительным. Согласно литературным данным, 
частота рецидивов у пациентов с I стадией НМРЛ 
может достигать 30% и даже при полной резек-
ции опухоли возврат болезни наблюдается у зна-
чительной части пациентов [1–3]. В исследовании 
на когорте из 570 пациентов с I стадией НМРЛ 
общая частота рецидивов составила 12,5%, одна-

ко в подгруппе с мутацией KRAS G12V она до-
стигала 37,5%, что подчеркивает гетерогенность 
прогноза даже в пределах I стадии и необходи-
мость поиска дополнительных маркёров страти-
фикации [3].

Клинико-морфологические характеристики, 
традиционно используемые для принятия реше-
ния о послеоперационной терапии, не позволяют 
достоверно определить, какие пациенты с I ста-
дией НМРЛ нуждаются в адъювантной терапии, 
а какие могут оставаться под динамическим 
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наблюдением. Согласно действующим клиниче-
ским рекомендациям, адъювантная химиотера-
пия при I стадии НМРЛ не рекомендуется. Иссле-
дования показывают, что такие факторы, как вис-
церальная плевральная инвазия, высокая степень 
злокачественности и лимфоваскулярная инвазия 
ассоциированы с повышенным риском рецидива 
[4, 5]. Однако даже комбинация этих признаков, в 
том числе с показателем диссеминации опухоле-
вых клеток в воздушные пространства (STAS), не 
позволяет с уверенностью выделить группу па-
циентов, которым адъювантная терапия принесет 
пользу [4, 6]. 

В последние годы в литературе активно об-
суждается необходимость поиска новых прогно-
стических ориентиров, способных более точно 
стратифицировать пациентов с ранними стадия-
ми НМРЛ. Особое внимание уделяется молеку-
лярным маркерам и генетическим сигнатурам, 
которые могут помочь в принятии решения о на-
значении адъювантной терапии [7–10], а обнов-
ленные клинические рекомендации подчеркива-
ют важность тестирования опухолевых маркё-
ров для оптимизации лечения [11]. Несмотря на 
многолетние исследования, вопрос о том, какие 
пациенты с I стадией НМРЛ получают наиболь-
шую пользу от адъювантной химиотерапии, оста-
ется открытым, и исследования продолжаются. 
В частности, в исследовании с включением 4061 
пациента с I стадией НМРЛ было установлено, 
что показатель STAS является независимым фак-
тором неблагоприятного прогноза [12]. 

Параллельно ведутся активные поиски белко-
вых маркеров, которые могли бы дополнить или 
заменить гистологические критерии. Ряд иссле-
дований продемонстрировал прогностическую 
значимость отдельных белков (HDGF, ADAM9, 
E-cadherin, N-cadherin, FAK) при I стадии НМРЛ 
с использованием иммуногистохимии (ИГХ) 
[13, 14]. 

Особый интерес как потенциальный прогно-
стический маркёр при НМРЛ представляет TUBB3 
(β-тубулин III класса). Этот белок не экспресси-
руется в нормальных эпителиальных клетках, его 
появление в опухолевых клетках свидетельствует 
об обратной дифференцировке и приобретении 
агрессивных свойств. Кроме того, TUBB3 изве-
стен как ключевой медиатор резистентности к 
таксанам, а недавние исследования с использо-
ванием genome-wide in vivo CRISPR-скрининга 
показали, что TUBB3 регулирует PD-L1 че-
рез EMT-связанный транскрипционный фактор 
SNAI1, формируя единую регуляторную сеть, 

ассоциированную с агрессивностью и иммунным 
уклонением [15]. Иными словами, вклад TUBB3 
в агрессивность и лекарственную резистентность 
эпителиальных опухолей является хрестоматий-
ным фактом, безусловно доказанным в фунда-
ментальных исследованиях на культурах клеток, 
тогда как данные о прогностической значимости 
TUBB3 в трансляционных исследованиях немно-
гочисленны и противоречивы [16]. В частности, 
крупное исследование с участием 1149 пациентов 
не выявило предиктивной значимости TUBB3, но 
продемонстрировало его прогностическую роль 
[17]. 

По нашему мнению, которое разделяют мно-
гие исследователи, причиной этого является не-
пригодность полуколичественного субъективного 
иммуногистохимического метода (ИГХ) для по-
добного рода оценок, которые требуют точности 
в определении дискриминационного уровня лю-
бого молекулярного маркёра для нахождения его 
прогностической значимости. Неопределенность 
ИГХ анализа привела к тому, что границы пози-
тивности и деления на разные уровни экспрессии 
даже для рутинно используемых в клинической 
практике опухолевых маркёров четко не опреде-
лены вплоть до настоящего времени [16]. 

Альтернативой полуколичественного ИГХ- 
анализа является количественный иммунофлуо-
ресцентный метод, ассоциированный с проточ-
ной цитометрией, который позволяет объективно 
оценить процентное содержание клеток, экспрес-
сирующих тот или иной маркёр, и установить 
статистически обоснованные пороговые значе-
ния для выявления группы повышенного риска. 
Китайский консенсус 2024 г. признал высокий 
потенциал проточной цитометрии для тканевых 
образцов солидных опухолей, но отметил, что 
внедрение этого метода в лабораторную практику 
требует времени и дополнительных усилий [18]. 

В настоящей работе проведен межгруппо-
вой и внутригрупповой анализ показателей экс-
прессии TUBB3 в ткани НМРЛ при I и III ста-
дии заболевания в целях определения уровня 
гиперэкспрессии TUBB3, информативного для 
стратификации риска агрессивности I стадии 
НМРЛ. С учетом представленных выше фактов, 
исследование проведено количественным имму-
нофлуоресцентным методом, ассоциированным 
с проточной цитометрией.

Материал и методы

В работе проведен количественный имму-
нофлуоресцентный анализ, ассоциированный 
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с проточной цитометрией, уровня экспрессии 
белка цитоскелета TUBB3 в ткани хирургиче-
ских образцов немелкоклеточного рака легкого 
(НМРЛ) при I и III стадии заболевания (n = 65). 
Образцы оп ухолей фиксировали в 4%-м растворе 
формальдегида (ПанЭко, Россия) pH 7,4. Не ме-
нее чем через 48 ч фиксации каждый образец под-
вергали многоступенчатой процедуре подготовки 
одноклеточной суспензии, пригодной для работы 
на проточном цитометре [19]. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание прово-
дили с использованием 100 мкл суспензии с кон-
центрацией 200 тыс. кл/мл. Клетки инкубирова-
ли с первичными антителами в течение 1 ч при 
комнатной температуре. После отмывки клеток 
20-кратным объемом 0,5%-го раствора бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) («ПанЭко», Рос-
сия) к клеткам добавляли вторичные антитела и 
инкубировали в течение 1,5 ч при 4 °C. Для уда-
ления из анализа дебриса, эритроцитов и клеточ-
ных агрегатов суспензию клеток в течение 15 мин 
инкубировали с красителем ДНК Hoechst 33258 
(Sigma, США) в концентрации 1,2 мкг/мл, по-
сле чего дважды отмывали 20-кратным объемом 
0,5%-го раствора БСА.

В работе использованы первичные кроли-
чьи моноклональные антитела, специфичные к 
TUBB3 (клон EP1569Y, Abcam, Великобритания) 
в конечном разведении 1:400. В качестве вто-
ричных использовали антикроличьи антитела, 
конъюгированные с флуоресцентным красителем 
DyLight650 (ab98510, Abcam, Великобритания) в 
конечном разведении 1:25.

Для контроля активности антител в каждой 
серии экспериментов использовали референс-
ную клеточную линию MCF-7 аденокарциномы 
протоков молочной железы человека (Биобанк 
НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина, Россия).

Флуоресценцию измеряли на проточном ци-
тометре Navios (Beckman Coulter, США). Сиг-
нал флуоресценции красителей DyLight650 и 
Hoechst 33258 регистрировали в каналах FL-6 
и FL-9 соответственно. Для конт ро ля состава 
анализируемой популяции одноклеточной су-
спензии и включения в анализ только ядросо-
держащих клеток использовано двойное гей-
тирование: по FSC/SSC (исключение дебриса и 
агрегатов) и по окрашиванию ДНК красителем 
Hoechst 33258 (исключение безъядерных эле-
ментов: эритроцитов, дебриса). 

В работе оценен уровень экспрессии 
TUBB3 – количество специфически флуорес-
цирующих клеток (%) относительно контроля 

(инкубация клеток только с вторичными ан-
тителами), рассчитанный в программе FlowJo 
10.0 (США). 

Статистический анализ проводили с использо-
ванием GraphPad Prism 10.4.0 (GraphPad Software, 
США). Количественные показатели представле-
ны в виде медианы и межквартильного интерва-
ла (M [Q1; Q3]), так как распределение значений 
экспрессии TUBB3 отличалось от нормального 
(критерий Шапиро–Уилка, p < 0,05). Для срав-
нения двух независимых групп использова-
ли U-критерий Манна–Уитни и двусторонний 
точный критерий Фишера. Общую выживае-
мость оценивали методом Каплана–Майера и 
лог-ранк тестом.

Дискриминационную способность показате-
ля экспрессии TUBB3 и оптимальное пороговое 
значение, разделяющее пациентов на группы с 
благоприятным и неблагоприятным прогнозами 
(временная точка – 60 мес.), определяли с помо-
щью ROC-анализа. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p < 0,05.

Результаты

В настоящей работе проведен подгрупповой 
анализ полученных нами данных об ассоциации 
уровня экспрессии TUBB3 ≥ 50% с общей вы-
живаемостью пациентов смешанной по стадиям 
болезни когорты 120 пациентов с НМРЛ [20], что-
бы оценить информативность этого иммунофлуо-
ресцентного порога гиперэкспрессии TUBB3 для 
стратификации риска агрессивности I стадии за-
болевания. Исследование проведено на 65 хирур-
гических образцах НМРЛ I (n = 25) и III (n = 40) 
стадий заболевания, полученных в ходе хирурги-
ческих операций в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России. Клинико-мор-
фолог ические характеристики заболевания пред-
ставлены на рис. 1, А.

Корректность сформированных групп паци-
ентов для проведения сравнительного анализа 
Каплана–Майера ассоциации показателей уровня 
экспрессии TUBB3 в опухоли при I и III стадиях 
НМРЛ с агрессивностью течения болезни под-
тверждена при оценке общей пятилетней выжи-
ваемости пациентов (рис. 1, Б). 

Выявлены высоко значимые различия в вы-
живаемости между этими группами сравнения. 
Медиана общей выживаемости в группе I стадии 
НМРЛ не достигнута, а в группе III стадии соста-
вила 21,0 мес. Пятилетняя выживаемость в груп-
пе I стадии достигла 62%, тогда как в группе III 
стадии – только 19%. Различия высоко значимы 
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(лог-ранк тест: χ² = 11,6; p = 0,0007). Отношение 
рисков (HR) в группе пациентов с I по сравне-
нию с III стадией НМРЛ составило 0,3 (95% ДИ: 
0,2–0,6), что соответствует снижению риска на-
ступления летального исхода почти в 3,5 раза у 
пациентов при I стадии заболевания. Этот резуль-
тат подтверждает корректность включенных в 
исследование групп пациентов с НМРЛ для про-
ведения дальнейшего межгруппового и внутри-
группового сравнительного анализа. 

Прямое сравнение ме диан показателей уровня 
экспрессии TUBB3 в опухоли при I и III стади-
ях НМРЛ показало (рис. 2, А), что при III стадии 
заболевания медиана уровня экспрессии TUBB3 
выше – 41% vs 35% и имеет пограничный уро-
вень статистической значимости (p = 0,05).

Принимая  во внимание цель настоящего ис-
следования – определить дискриминационный 
уровень экспрессии TUBB3 при I стадии НМРЛ, 
который позволил бы стратифицировать опухоли 
в группу агрессивного течения болезни, сходно-
го с III стадией заболевания, проведен сравни-
тельный анализ частот встречаемости опухолей с 
различными значениями показателей экспрессии 
TUBB3 у пациентов с I и III стадиями НМРЛ. По-
лученные результаты представлены на рис. 2, Б.

Видно, что вплоть до уровня экспрессии 
маркёра 45% различие между группами срав-
нения минимально и статистически не значимо 
(р > 0,05). Повышение частоты встречаемости 
опухолей при III стадии по сравнению I стадией 

НМРЛ регистрируется, начиная с диапазона зна-
чений уровня TUBB3 ≥ 45%, но достигает мак-
симальной разницы и статистической значимости 
при уровне экспрессии TUBB3 ≥ 50% – 12% vs 
37,5% (p = 0,04). 

Для подтверждения информативности вы-
явленного дискриминационного порог а уровня 
экспрессии TUBB3  ≥ 50% как показателя агрес-
сивности течения НМРЛ при I стадии заболева-
ния проведен межгрупповой и в нутригрупповой 
анализ общей выживаемости пациен тов методом 
Каплана–Майера и относительного риска насту-
пления летального исхода (HR) лог-ранк тестом. 
Результаты представлены в таблице.

При сравнении подгрупп «I  стадия НМРЛ 
с экспрессией TUBB3 в опухоли ≥ 50%» vs «III 
стадия НМРЛ с любым показателем экспрессии 
TUBB3» различий в общей выживаемости паци-
ентов не выявлено. Медиана продолжительности 
жизни в подгруппе пациентов с I стадией НМРЛ 
и уровнем экспрессии TUBB3 ≥ 50% составила 
32,5 мес., что статистически незначимо отличает-
ся от этого показателя в общей группе III стадии 
заболевания – 21,0 мес. (р = 0,7). Отсутствуют и 
различия в риске наступления летального исхо-
да (HR) между этими подгруппами (HR = 1,44; 
95% ДИ: 0,3–7,7; p = 0,61). Таким образом, порог 
экспрессии TUBB3 ≥ 50% достоверно выделяет 
пациентов с I стадией НМРЛ, прогноз которых 
соответствует III стадии, т.е. гиперэкспрессия 
TUBB3 ≥ 50% «нивелирует» прогностическое 

Рис. 1. Клинико-морфологические характеристики заболевания и анализ общей 
выживаемости пациентов в группах сравнения I vs III стадии немелкоклеточного 
рака легкого (НМРЛ): А – клинико-морфологическая характеристика пациентов 
с I стадией (n = 25) и III стадией (n = 40) НМРЛ (* – M ± SD); Б – анализ Капла-
на–Майера общей выживаемости пациентов с I vs III стадии НМРЛ: пунктирная 

линия – медиана выживаемости
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преимущество ранней стадии: течение заболева-
ния у таких пациентов по агрессивности соответ-
ствует III стадии НМРЛ.

Информативность дискриминационного уров-
ня экспрессии TUBB3 ≥ 50% как показателя 
агрессивности течения I стадии НМРЛ подтверж-
дена и при внутригрупповом анализе – при экс-
прессии в опухоли TUBB3 ≥ 50% в сравнении с 
показателем экспрессии TUBB3 < 35%, который 
ранее был предложен в качестве маркёра бла-
гоприятного течения болезни [20]. Анализ вы-
явил следующие закономерности. Пациенты с 
I стадией НМРЛ с низким уровнем экспрессии 
в опухоли TUBB3 < 35% имеют значительно 
лучший прогноз по сравнению с I стадией 
НМРЛ с гиперэкспрессией TUBB3 ≥ 50%: в пер-
вой подгруппе медиана 5-летней выживаемости 
не достигнута, тогда как во второй – составила 
только 32,5 мес. Различия между этими подгруп-
пами (I стадия НМРЛ, TUBB3 < 35% vs I стадия 
НМРЛ, TUBB3 ≥ 50%) статистически значи-
мы и риск наступления летального исхода в 
первой подгруппе оказался в 7 раз ниже (HR = 
0,14; p = 0,01). Таким образом, внутригруппо-
вой сравнительный анализ выживаемости па-
циентов с I стадией НМРЛ с разным уровнем 
TUBB3 в опухоли показал, что гиперэкспрес-
сия TUBB3 ≥ 50% ассоции рована с агрессив-
ностью НМРЛ при ранней стадии заболевания. 

Это заключение подтвердили результаты ROC-
анализа на временной точке 60 мес. (рис. 3).

Данные, представленные на рис. 3, показы-
вают, что площадь под ROC-кривой (AUC) со-
ставила 0,7 (95% ДИ: 0,53–0,86), что статисти-
чески значимо отличается (p = 0,04) от значения 
AUC = 0,5 (нулевая гипотеза, случайное разделе-
ние) и свидетельствует об умеренной клинически 
значимой дискриминационной способности по-
казателей экспрессии TUBB3.

Согласно максимальному индексу Юдена (J = 
0,394), оптимальным пороговым значением явля-
ется уровень экспрессии TUBB3 ≥ 50%. При дан-
ном пороге чувствительность составила 47,1% 
(95% ДИ: 31,5–63,3%), специфичность – 92,3% 
(95% ДИ: 66,7–99,6%). Пороговый уровень экс-
прессии TUBB3 ≥ 50% характеризуется также 
высокой положительной прогностической цен-
ностью (94,1%), что позволяет рассматривать 
его как надежный маркёр неблагоприятного 
прогноза. Отношение правдоподобия для по-
ложительного результата (LR+ = 6,1) указывает 
на шестикратное увеличение шанса летального 
исхода в течение 5 лет у пациентов с экспресси-
ей TUBB3 ≥ 50%.

Обсуждение

Поиск новых прогностических ориентиров, 
помогающих выявлять пациентов с агрессивным 

Рис. 2. Показатели экспрессии TUBB3 в опухоли у пациентов с I и III стадиями немелкоклеточного рака 
легкого (НМРЛ): А – индивидуальные значения уровней экспрессии TUBB3 у пациентов с I стадией 
(n = 25) и III стадией (n = 40) НМРЛ; по оси абсцисс – стадия заболевания, по оси ординат – уровень 
экспрессии TUBB3 (%); * – уровень статистической значимости различий между медианами p = 0,05; 
горизонтальные линии на рисунке – медиана, верхний и нижний квартиль; Б – сравнение частоты 
встречаемости разных уровней экспрессии TUBB3 в диапазоне от 25 до 55% в группах пациентов с I vs 
III стадией НМРЛ; над столбцами указана статистическая значимость (точный тест Фишера) различий 
внутри подгрупп сравнения (значимое различие выделено жирным шрифтом); по оси абсцисс – пороги 
уровня экспрессии TUBB3 (%), по оси ординат – доля пациентов (%); белый цвет – I стадия (n = 25), 

черный – III стадия НМРЛ (n = 40)
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течением НМРЛ уже на ранних стадиях заболе-
вания, является предметом многих исследований, 
так как тактика ведения радикально оперирован-
ных пациентов «лечить или наблюдать» остается 
не до конца объективизированной. Клинико-мор-
фологические характеристики даже в совокупно-
сти с показателем диссеминации опухолевых кле-
ток STAS не позволяют с уверенностью выделить 
группу пациентов, которым адъювантная терапия 
принесет пользу, а не будет избыточной [3–5].

Поиск новых прогностических ориентиров, 
способных более точно стратифицировать па-
циентов с ранними стадиями НМРЛ по риску 

агрессивного течения болезни – это современный 
тренд, в котором особое внимание отведено моле-
кулярно-генетическим маркёрам в соответствии с 
клиническими рекомендациями 2025 г. [11]. 

В настоящей работе исследована возмож-
ность стратификации риска пациентов с I ста-
дией НМРЛ по показателям уровня в опухоли 
белка микротрубочек TUBB3, гиперэкспрессия 
которого ассоциирована с агрессивным метаста-
тическим потенциалом клеток и лекарственной 
резистентностью опухолей [16]. Решить эту за-
дачу позволило использование иммунофлуорес-
центного метода, ассоциированного с проточной 

Рис. 3. Результаты ROC-анализа оценки дискриминационной способности показателей уровня экспрессии 
TUBB3; в таблице: AUC – площадь под ROC-кривой, 95% ДИ – 95% доверительный интервал; на рисунке 
ROC-кривой: по оси абсцисс – 100% минус специфичность (доля ложноположительных результатов), по 
оси ординат – чувствительность (доля истинно положительных результатов); диагональная пунктирная 
линия соответствует AUC = 0,5 (нулевая гипотеза, случайное разделение). Точка на кривой – дискрими-
национный порог (cut-off) ≥ 50% соответствует оптимальному пороговому значению уровня экспрессии 

TUBB3 при максимальном значении индекса Юдена (J = 0,394)

Межгрупповой и внутригрупповой анализ Каплана–Майера общей выживаемости и риска наступления 
летального исхода у пациентов с I стадией немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ) с разным уровнем 

экспрессии TUBB3 

Группы сравнения Медиана (мес)1 HR2 95% ДИ3 p4 Вывод

I стадия НМРЛ, TUBB3 ≥ 50%
vs

III стадия НМРЛ, любой TUBB3

32,5
vs

21,0
1,44 0,26–7,74 0,69

прогноз 
идентичен

I стадия НМРЛ, TUBB3 < 35%
vs

I стадия НМРЛ, TUBB3 ≥ 50%

не достигнута
vs

32,5
0,14 0,01–3,23 0,01

прогноз 
лучше

П р и м е ч а н и е. 1 – медиана общей выживаемости в группах сравнения, 2 – отношение рисков наступления 
летального исхода (лог-ранк метод); 3 – 95% доверительный интервал; 4 – уровень статистической значимости 
различий (лог-ранк тест Мантела–Кокса).
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цитометрией, который в отличие от ИГХ-анализа 
оценивает уровень экспрессии маркёра количе-
ственно, исключая субъективизм. 

Межгрупповой (I стадия НМРЛ, TUBB3 ≥ 
50% vs III стадия НМРЛ, любой уровень TUBB3) 
и внутригрупповой (I стадия НМРЛ с уровнем 
экспрессии TUBB3 в опухоли ≥ 50% vs < 35%) 
анализ Каплана–Майера и лог-ранк тест риска 
наступления летального исхода показали, что 
уровнь гиперэкспрессии в опухоли белка цито-
скелета TUBB3 ≥ 50% ассоциирован с агрессив-
ным фенотипом НМРЛ уже при ранней стадии 
заболевания. 

ROC-анализ показал, что уровень экспрессии 
TUBB3 обладает умеренной клинически значи-
мой дискриминационной способностью для про-
гнозирования исхода заболевания (AUC = 0,7; 
95% ДИ: 0,53–0,86; p = 0,04). Оптимальный по-
рог TUBB3 ≥ 50% для выделения группы небла-
гоприятного прогноза характеризуется высокой 
специфичностью – 92,3%. Это означает, что лишь 
7,7% пациентов с уровнем TUBB3 ≥ 50% могут 
быть ошибочно отнесены к группе благоприят-

ного прогноза. Чувствительность данного порога 
составила 47,1%, однако для задачи стратифика-
ции I стадии и решения вопроса о необходимо-
сти проведения адьювантного лечения высокая 
специфичность важнее высокой чувствительно-
сти: лучше не отнести пациента с благоприятным 
прогнозом в группу адьювантной послеопераци-
онной химиотерапии, чем пропустить пациента с 
агрессивным течением. 

В целом, результаты проведенного исследова-
ния продемонстрировали информативность ко-
личественного иммунофлуоресцентного метода, 
ассоциированного с проточной цитометрией, в 
оценке агрессивности НМРЛ по уровню экспрес-
сии в опухоли TUBB3. Применение комплекса 
консервативных статистических методов по-
зволило валидировать и обосновать правомоч-
ность использования порога гиперэкспрессии 
маркёра 50% для стратификации риска при I 
стадии заболевания как дополнительного ори-
ентира при выборе тактики ведения радикально 
оперированных пациентов с НМРЛ – «лечить 
или наблюдать».
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