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Введение. Клеточные культуры, используемые в качестве модельных при исследовании опухолей эпителиального происхождения, 
получают не только из сóлидных новообразований, но и из экстрацеллюлярных жидкостей. Известно, что диссеминация рака 
яичников по брюшине и дальнейший рост опухолевых клеток в асцитической жидкости сопровождаются активацией в них эпи-
телиально-мезенхимального перехода и, следовательно, клеточные культуры, полученные из экстрацеллюлярных жидкостей, 
могут иметь молекулярный фенотип, отличный от первичного новообразования.
Цель исследования – оценка «сохранности» эпителиального фенотипа клеточных линий рака молочной железы и яичников.
Материалы и методы. В работе использованы клеточные линии, полученные из плевральной жидкости (MCF-7, T-47D), молози-
ва (HBL-100), сóлидного опухолевого узла (BT-474, HCC1937) больных раком молочной железы и асцитической жидкости (SCOV-3) 
больной раком яичников. Экспрессию цитокератинов и виментина оценивали с помощью количественного иммунофлуоресцент-
ного метода, ассоциированного с проточной цитофлуориметрией.
Результаты. Высокий уровень виментина в клетках, полученных из экстрацеллюлярных жидкостей, сохранялся (линия HBL-100), 
умеренно снижался (клетки SCOV-3) и даже утрачивался (клетки MCF-7 и T-47D). Клетки линии HCC1937, полученные 
из сóлидного узла с ожидаемо низкой экспрессией виментина, при росте в культуре приобрели молекулярный фенотип с высоким 
уровнем экспрессии этого мезенхимального маркера. В клетках рака молочной железы BT-474, полученных из сóлидного ново-
образования, по показателю экспрессии виментина обнаружено сохранение эпителиального фенотипа при росте in vitro.
Заключение. Оценка параметров экспрессии de novo мезенхимального белка виментина показала, что фенотип опухоли в орга-
низме не всегда реализуется в клетках, адаптированных к росту в культуре, и не всегда является «строго» эпителиальным, 
что необходимо учитывать при разного рода молекулярных исследованиях эпителиальных клеток in vitro.
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Background. Cell cultures used as a models in studies of epithelial tumors, are obtained not only from solid tumors, but also from extracel-
lular fluids. It is known that dissemination of ovarian cancer in the peritoneum and further growth of tumor cells in ascetic liquid is accompa-
nied with the activation of epithelial-mesenchymal transition, and, therefore, cell cultures derived from extracellular fluids can have a dis-
tinct molecular phenotype from primary tumors.
Objective: evaluation the “persistence” of epithelial phenotype in breast and ovarian cancer cell cultures.
Materials and methods. The cells obtained from pleural fluid (MCF-7, T-47D), colostrum (HBL-100), solid tumors (BT-474, HCC1937) 
of patients with breast cancer and ascitic fluid (SCOV- 3) of patients with ovarian cancer. The expression of cytokeratins and vimentin was 
evaluated using a quantitative immunofluorescence method associated with flow cytometry.
Results. Vimentin expression in cells derived from extracellular fluids was not changed (line HBL-100), slightly decreased (SCOV-3 cells), 
or even was lost (MCF-7 and T-47D cells). HCC1937 cells obtained from solid tumor with expected low expression of vimentin acquired 
a molecular phenotype with a high expression of this mesenchymal marker. In breast cancer cells BT-474 derived from solid tumor a “persis-
tence” of epithelial phenotype was discovered.
Conclusion. Quantitative assessment of the de novo expression of mesenchymal protein vimentin showed that the tumor phenotype within 
the organizm is not always realized in cells adapted to growth in culture, and is not always «strictly» epithelial, and this evidence must be 
considered with different kinds of molecular studies of epithelial cells in vitro.
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Введение
Эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) – 

один из важнейших признаков агрессивности опухо-
левого процесса, который ассоциирован с повышением 
метастатического потенциала эпителиальных опухоле-
вых клеток и снижением чувствительности к противо-
опухолевой терапии [1–3]. В ходе ЭМП нарушается 
экспрессия белков клеточных контактов [4–6], при 
этом выявляется экспрессия специфического мезен-
химального белка виментина [5, 7]. Эти изменения 
обратимы [8, 9], и подавление экспрессии виментина 
индуцирует процесс мезенхимально-эпителиального 
перехода [10, 11]. Таким образом, экспрессия de novo 
мезенхимального белка виментина является признан-
ным специфическим маркером изменения молекуляр-
ного фенотипа эпителиальных клеток в сторону мезен-
химального [11, 12].

Ранее мы описали подобные изменения молеку-
лярного фенотипа опухолевых клеток больных раком 
яичников (РЯ). Было показано, что в отличие от сó­
лидной формы, клетки рецидивного асцитного РЯ, 
помимо эпителиальных цитокератинов, экспрессиру-
ют общий лейкоцитарный антиген CD45 и маркер ме-
зенхимальных клеток виментин [13]. Если принимать 
во внимание тот факт, что источником эпителиаль ных 
клеточных культур, которые широко используются 
в фундаментальных исследованиях, являются не только 
сóлидные новообразования, но и экстрацеллюлярные 
жидкости, представляется важной оценка «сохранно-
сти» эпителиального фенотипа при адаптации клеток 
к росту in vitro.

Цель исследования – количественная оценка de no-
vo экспрессии виментина в культурах клеток, получен-
ных из эпителиальных опухолей, различающихся формой 
роста в организме. Контролем для сравнения послу-
жили клетки сóлидной и рецидивной асцитной опухо-
лей больной серозным РЯ.

Материалы и методы
В качестве референсного контроля использовали 

клетки первичного серозного РЯ III стадии, получен-
ные из хирургического биопсийного образца, и клетки 
из асцитической жидкости при диссеминации процес-
са по брюшине той же пациентки. Суспензии клеток 
инкубировали последовательно с первичными мыши-
ными антителами к цитокератинам 5/6/8/17 (клоны 
PAN, AE1/AE3, MNF116; Dako, США), затем с вторич-
ными антимышиными антителами DyLight488 (Abcam, 
Великобритания), затем с первичными кроличьи ми 
антителами к виментину (клон SP20; BIOCARE, США) 
и, наконец, с вторичными антикроличьими анти телами 

DyLight650 (Abcam, Великобритания). Для выведения 
из анализа дебриса и эритроцитов после завершения 
инкубации с вторичными антителами клетки инкуби-
ровали со специфическим красителем ДНК Hoechst 
33258 (Sigma-Aldrich, США).

Для исследования уровня экспрессии мезенхи-
мального маркера виментина в культурах использо вали 
клеточные линии, полученные из плевральной жид-
кости (MCF-7, T-47D), молозива (HBL-100), сóлидного 
опухолевого узла (BT-474, HCC1937) больных раком 
молочной железы (РМЖ) и асцитической жидкости 
(SCOV-3) больной РЯ. В каталоге Американской кол-
лекции клеточных культур АТСС (США) клеточные 
линии числятся под номерами: HTB-22 (MCF-7), HTB-
133 (T-47D), HTB-124 (HBL-100), HTB-20 (BT-474), 
CRL-2336 (HCC1937), HTB-77 (SCOV-3).

Все клеточные линии, полученные из АТСС, до про-
ведения экспериментов хранились в криобанке НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина. Идентичность линий 
подтверждали с помощью анализа коротких тандемных 
повторов (GORDIZ, Россия). Клетки культивировали 
в модифицированной по способу Дульбекко среде Игла 
(DMEM; Gibco, CША), содержавшей 10 % эмбрио-
нальной сыворотки телят (HyClone, CША), 50 ед/мл 
гентамицина (ПанЭко, Россия) и 0,1 мг/мл пирувата 
натрия (Santa Cruz, США) при температуре 37 °С, 5 % 
СО

2
 и относительной влажности 80–85 %. В экспери-

ментах использовали культуры в логарифмической 
фазе роста.

Следует отметить, что в процессе нашего исследо-
вания появились новые данные, касающиеся культуры 
HBL-100, в которой при проведении стандартных цито-
генетических исследований (флуоресцентная гибриди-
зация in situ, метод дифференциального G-окрашивания 
хромосом) обнаружили присутствие Y-хромосомы, 
вследствие чего данная культура не соответствует пер-
вичному описанию и снята с производства. Посколь-
ку культуры содержат только клетки эпителиального 
происхождения, проводилось только одиночное окра-
шивание на виментин с использованием вторичных 
антител, конъюгированных с флуоресцентным краси-
телем DyLight650.

Показатели экспрессии цитокератинов и вимен-
тина оценивали с помощью количественного иммуно-
флуоресцентного метода, ассоциированного с проточной 
цитофлуориметрией, с применением разработанной 
ранее методики [14]. Флуоресценцию клеток измеряли 
на проточном цитофлуориметре Navios (Beckman Coulter, 
США). Регистрацию сигнала флуоресценции красите-
ля DyLight488 проводили в канале FL-1, а для DyLight650 
использовали канал FL-6. Уровень экспрессии – 
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количество специфически флуоресцирующих клеток 
(в процентах) по отношению к контролю (инкубация 
с вторичными антителами) – анализировали с помощью 
критерия Колмогорова–Смирнова, включенного 
в программу FlowJo 10.0.8 (FlowJo LLC, США). Ин-
тенсивность экспрессии (в условных единицах) – от-
ношение специфической интенсивности флуорес-
ценции клеток после инкубации с первичными 
и вторичными антителами к аналогичному показа-
телю в контроле после инкубации – только с вторич-
ными антителами. Интегральный индекс экспрессии 
оценивали как произведение доли клеток, экспресси-
рующих виментин, и интенсивности экспрессии мар-
кера. Точечные гистограммы распределения клеток 
в зави симости от интенсивности флуоресценции в раз-
ных каналах на проточном цитофлуориметре получа-
ли с помощью программы WinMDI 2.9 (The Scripps 
Research Institute, США).

Результаты и обсуждение
На 1-м этапе исследования проведена сравнитель-

ная оценка уровня экспрессии мезенхимального мар-
кера виментина в клетках, полученных из асцитиче-
ской жидкости и сóлидного новообразования больной 
РЯ. Для точной оценки показателя de novo экспрессии 
виментина эпителиальные опухолевые клетки были 
предварительно окрашены антителами к цитокерати-
нам и затем – к виментину. Метод двойного окраши-
вания биопсийных образцов антителами применяли 
в целях исключения из эксперимента мезенхимальных 
клеток, также экспрессирующих виментин, например 
фибробластов, которые обязательно присутствуют 
в биопсийных образцах в некотором количестве. Уро-
вень ЭМП в исследуемой опухоли оценивали как долю 
клеток, коэкспрессирующих цитокератины и вимен-
тин, от общего количества эпителиальных клеток, 
включенных в анализ.

Точечные гистограммы распределения клеток 
по интенсивности флуоресценции в разных каналах 
на проточном цитофлуориметре представлены на рис. 1. 
На гистограммах № 1 продемонстрирована автофлуо-
ресценция исследуемых клеток (левый нижний ква-
дрант). Гистограммы № 2 показывают изменение ис-
ходной автофлуоресценции клеток после их инкубации 
с вторичными антителами, которая возникает в резуль-
тате неспецифических взаимодействий вторичных 
антител с клетками (левый нижний квадрант). В даль-
нейшем этот анализ позволяет точно локализовать 
области расположения клеток, специфически окра-
шенных антителами к виментину (левый верхний ква-
дрант, гистограммы № 3) или к цитокератинам (правый 
нижний квадрант, гистограммы № 4). При последова-
тельном окрашивании этими антителами клеток одной 
клеточной суспензии (двойное флуоресцентное окра-
шивание, гистограммы № 5), в правом нижнем квад-
ранте по-прежнему локализуются эпителиальные 
 цитокератинположительные, а в верхнем левом – ви-

ментинположительные клетки. В правом верхнем ква-
дранте при этом локализуются клетки, коэкспресси-
рующие виментин и цитокератины.

На рис. 1 представлен результат иммунофлуорес-
центного окрашивания клеток, полученных из образ-
ца сóлидной опухоли (образец 1), и асцитической жид-
кости (образец 2) той же больной РЯ. Отчетливо 
видна разница в уровне экспрессии виментина в эпи-
телиальных опухолевых клетках в исследованных об-
разцах: низкий (26 %) уровень маркера в первом случае 
и высокий (86 %) – во втором. Таким образом, проде-
монстрировано почти 4-кратное превышение показа-
теля de novo экспрессии мезенхимального белка ви-
ментина в клетках РЯ, полученных из асцитической 
жидкости при диссеминации опухоли по брюшине, 
по сравнению с клетками сóлидного новообразования 
этой же больной. Эти результаты совпадают с ранее 
описанным наблюдением [13].

В следующей части работы проведено сравнение 
клеточных культур, полученных из эпителиальных 
опухолей, различающихся по форме роста в организме. 
Гистограммы распределения клеток по интенсивности 
флуоресценции после иммунофлуоресцентного окра-
шивания антителами к мезенхимальному маркеру ви-
ментин представлены на рис. 2.

Неожиданным оказались различия между клетка-
ми линий BT-474 и HCC1937, полученных из сóлидного 
узла РМЖ. В первом случае de novo экспрессия вимен-
тина оказалась минимальной, а во втором была выра-
жена значительно. В клетках линии BT-474 по сравне-
нию с клетками линии HCC1937 уровень экспрессии 
виментина оказался ниже более чем в 2 раза (29 % против 
71 %), интенсивность экспрессии – в 3 раза (2,1 против 
6,4), а интегральный индекс – более чем в 6 раз 
(0,7 против 4,8).

Отсутствие ассоциации молекулярного фенотипа 
клеток, растущих в культуре, относительно формы их 
существования в организме также продемонстрирова-
но при исследовании культур клеток линий MCF-7 
и T-47D, полученных из плевральной жидкости боль-
ных РМЖ при диссеминации опухоли по плевре 
(см. рис. 2). Не отмечено ожидаемо высокой экспрес-
сии виментина в клетках обеих культур. Уровень экс-
прессии маркера в клетках линий MCF-7 и T-47D 
составил 8 и 20 %, интенсивность – 1,1 и 1,3, а интег-
ральный индекс экспрессии 0,2 и 0,4 соответственно. 
Иными словами, судя по экспрессии виментина, мо-
лекулярный фенотип клеток линий MCF-7 и T-47D 
максимально приближен к эпителиальному.

В то же время исследование культур клеток линий 
SCOV-3 и HBL-100, также полученных из экстрацел-
люлярных жидкостей (асцитической жидкости и мо-
лозива), выявило в разной степени ярко выраженный 
фенотип ЭМП. Так, в клетках РЯ линии SCOV-3 уро-
вень, интенсивность и интегральный индекс экспрес-
сии составили 51 %, 3,6 и 1,9, а в клетках РМЖ линии 
HBL-100 – 75 %, 6,8 и 5,1 соответственно.
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Рис. 1. Результаты последовательного иммунофлуоресцентного окрашивания клеток рака яичников специфическими антителами к виментину 
и цитокератину. Образец 1 – клетки сóлидной опухоли; образец 2 – клетки, полученные из асцитической жидкости той же больной. Пред-
ставлены точечные диаграммы распределения клеток по интенсивности флуоресценции в разных каналах на проточном цитофлуориметре: 
№ 1 – автофлуоресценция (левый нижний квадрант); № 2 – инкубация с вторичными антителами, конъюгированными с флуоресцентным 
красителем (левый нижний квадрант); № 3 – клетки, экспрессирующие виментин (левый верхний квадрант); № 4 – клетки, экспрессирующие 
цитокератины (правый нижний квадрант); № 5 – клетки, экспрессирующие цитокератины (правый нижний квадрант) и коэкспрессирующие 
цитокератины и виментин (правый верхний квадрант)

Fig. 1. Results of sequential immunofluorescence staining of ovarian cancer cells with specific antibodies against vimentin and cytokeratin. Sample 1 – solid 
tumor cells; sample 2 – cells extracted from ascitic fluid of the same patient. Dot plots of cell distribution versus fluorescence intensity in different channels 
in flow cutometer: No. 1 – autofluorescence (bottom left quadrant); No. 2 – incubation with secondary antibodies conjugated with a fluorescent dye (bottom 
left quadrant); No. 3 – cells expressing vimentin (top left quadrant); No. 4 – cells expressing cytokeratins (bottom right quadrant); No. 5 – cells expressing 
cytokeratins (bottom right quadrant) and co-expressing cytokeratins and vimentin (top right quadrant)

Рис. 2. Примеры гистограмм распределения клеток в зависимости от интенсивности клеточной флуоресценции при иммунофлуоресцентном 
окрашивании. По осям абсцисс – интенсивность специфической флуоресценции (условные единицы), по осям ординат – количество клеток; 
красные гистограммы – после инкубации с вторичными антителами, конъюгированными с флуоресцентным красителем (контроль), прозрач-
ные гистограммы – после инкубации с антителами к виментину; цифры на гистограммах – уровень экспрессии маркера (%), интенсивность 
окрашивания указана в скобках

Fig. 2. Examples of histograms demonstrating the dependence of cell distribution on cellular fluorescence intensity during immunofluorescent staining. X-
axis – intensity of specific fluorescence (arbitrary units), Y-axis – number of cells; red histograms – after incubation with secondary antibodies conjugated 
with a fluorescent dye (control), transparent histograms – after incubation with antibodies against vimentin; numbers denote the level of marker expression 
(%), staining intensity is presented in brackets
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31 % (0,9) 8 % (0,2) 51 % (1,9)

71 % (4,8) 22 % (0,4) 75 % (5,1)

HCC1937                                                                             T-47D                                                                      HBL-100

Образец 2 / Sample 2

Ev
en

ts
Ev

en
ts

Ev
en

ts
Ev

en
ts

Ev
en

ts



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

  2
, 

2
0

1
8

28 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 5 / VOL. 5

Заключение
ЭМП, сопровождающийся изменением молекуляр-

ного фенотипа эпителиальных клеток, – важнейший 
фактор, повышающий метастатический потенциал опу-
холи. Эти изменения обратимы, и при определенных 
условиях возможен возврат клеток к исходному, эпи-
телиальному молекулярному фенотипу. Признанный 
специфический маркер подобных изменений молеку-
лярного фенотипа эпителиальных клеток – мезенхи-
мальный белок виментин, который экспрессируется de 
novo при изменении молекулярного фенотипа эпите-
лиальных клеток в сторону мезенхимального [11, 12].

Ранее мы показали, что у больных РЯ одним из 
факторов, индуцирующих процесс ЭМП, является из-
менение формы существования опухолевых клеток 
в организме. В подавляющем числе клеток, растущих 
в асцитической жидкости при диссеминации процесса 
по брюшине, выявлена высокая экспрессия виментина, 
чего не наблюдалось в сóлидных новообразованиях [13].

Если принимать во внимание последний факт и то, 
что источником культур опухолевых клеток, использую-
щихся в фундаментальных исследованиях, являются 
клетки, полученные как из сóлидных новообразований, 
так и из экстрацеллюлярных жидкостей, в настоящем 
исследовании проведена оценка «сохранности» исход-
ного фенотипа опухоли при адаптации клеток к росту 
в культуре.

При использовании в качестве маркера уровня 
ЭМП белка виментин показано, что фенотип опухоли 
в организме не всегда сохраняется при адаптации к ро-
сту в культуре. При этом предсказать выявленные из-
менения не представляется возможным.

Так, ожидаемо высокий уровень виментина в клет-
ках, полученных из экстрацеллюлярных жидкостей, 
может сохраняться (линия HBL-100), умеренно сни-

жаться (клетки SCOV-3) и даже утрачиваться (клетки 
MCF-7 и T-47D). Последние 2 примера указывают на 
возможность мезенхимально-эпителиального перехода, 
ассоциированного с адаптацией клеток к росту в куль-
туре.

В то же время клетки линии HCC1937, полученные 
из сóлидного узла с ожидаемо низкой экспрессией ви-
ментина, при росте в культуре приобрели молекуляр-
ный фенотип с высоким уровнем экспрессии этого 
мезенхимального маркера, т. е. подверглись ЭМП. Со-
гласно современной молекулярной классификации 
РМЖ линия HCC1937 относится к трижды негативно-
му РМЖ и характеризуется отсутствием экспрессии 
рецепторов стероидных гормонов и HER2/neu. Трижды 
негативный рак, как правило, имеет агрессивное кли-
ническое течение и плохо отвечает на стандартную 
химиотерапию. В образцах трижды негативного рака 
часто определяются признаки полного или частичного 
ЭМП, что подтверждено нашими данными об экспрес-
сии виментина в линии HCC1937. Кроме того, в клет-
ках HCC1937 была выявлена мутация BRCA1 5382C, 
а белок BRCA1, в свою очередь, является непосредст-
венным регулятором молекулярных путей ЭМП [15].

И только в одном случае – в культуре клеток линии 
BT-474, полученных из сóлидного новообразования – 
по показателю экспрессии виментина отмечено сохра-
нение эпителиального фенотипа при росте клеток 
в культуре.

Наши результаты согласуются с данными литера-
туры о пластичности молекулярного фенотипа опухо-
левых клеток [16, 17] и с очевидностью демонстрируют 
необходимость контроля «сохранности» эпителиаль-
ного фенотипа клеточных культур рака человека при 
разного рода молекулярных исследованиях эпителиаль-
ных клеток.
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