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Резюме 
Актуальность. Эстрогеновые рецепторы бета (ERβ) являются важным биологическим регулятором и мишенью 
антиэстрогенов, однако, в отличие от эстрогеновых рецепторов альфа (ERɑ), их значимость в прогнозе и лечении 
рака молочной железы (РМЖ) остаётся неопределённой. Цель исследования. Выявление прогностической значи-
мости ERβ при сравнительной оценке уровня и частоты встречаемости экспрессии ERβ в группах с благопри-
ятным и неблагоприятным прогнозом РМЖ по показателю экспрессии маркёра пролиферативной активности 
опухоли Ki-67. Методы. Проведена количественная оценка уровня экспрессии ERβ (% клеток, экспрессирующих 
маркёр) в 68 хирургических образцах ткани РМЖ иммунофлуоресцентным методом с использованием проточ-
ной цитометрии. Использованы первичные антитела к ERβ (клон 14C8, ab288) и вторичные, конъюгированные 
с DyLight650 (ab98729). В тех же образцах иммуногистохимическим методом оценён уровень экспрессии Ki-67. Ре-
зультаты. Экспрессия ERβ и Ki-67 в ткани РМЖ выявлена в 100% исследованных опухолей с высокой гетеро-
генностью показателя у разных больных. Статистический анализ групп благоприятного и неблагоприятного 
прогноза в соответствии с пролиферативной активностью опухоли (Ki-67�20% и Ki-67�20%) показал прогности-
ческую информативность деления опухолей по уровню экспрессии ERβ 50%. Ассоциативной связи между уров-
нем экспрессии Ki-67 и ERβ в одном и том же образце опухоли не обнаружено (коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена r=–0,16; p�0,05). В то же время высокая экспрессия ERβ�50% в 2,3 раза чаще выявлялась 
в прогностически благоприятной vs неблагоприятной по показателю Ki-67 группе — 41% vs 18%, p=0,02. Заключе-
ние. Уровень экспрессии ERβ�50% в опухоли может рассматриваться как фактор благоприятного прогноза агрес-
сивности течения РМЖ. 
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Abstract 
Background. Estrogen receptors beta (ERβ) are an important biological regulator and target of antiestrogens, however, un-
like estrogen receptors alpha (ERɑ), their significance in the prognosis and treatment of breast cancer remains unclear. 
Purpose. Evaluation of the ERβ prognostic value in the comparative assessment of frequency and level of the marker ex-
pression in groups with good and poor prognosis by Ki-67 proliferative index score in breast cancer. Methods. ERβ expres-
sion level (% of cells expressing the marker) in 68 breast tissue samples was quantified by immunofluorescence and flow 
cytometry. Primary antibodies to ERβ (clone 14C8, ab288) and secondary antibodies conjugated with DyLight650 (ab98729) 
were used. In the same samples, the Ki-67 expression level was assessed by the immunohistochemical method. Results. The 
ERβ and Ki-67 were detected in 100% breast tissue samples with high heterogeneity of the markers’ expression in different 
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Введение 

В онкологической практике выбор индиви-
дуальной лечебной тактики формируется, исходя 
из комплексной оценки признанных прогности-
ческих и предиктивных факторов. Так, среди обя-
зательных гистопатологических параметров в 
ткани рака молочной железы в настоящее время 
выделяют маркёры ERɑ, PR, HER2 и Ki-67, иссле-
дуемые рутинно иммуногистохимическим мето-
дом [1, 2]. В 1996 году открыты ERβ [3], которые 
также экспрессируются в клетках рака молочной 
железы, относятся к семейству стероидных ре-
цепторов и активно изучаются с точки зрения 
прогностической значимости маркёра, а также 
потенциальной мишени гормонотерапии [4, 5]. 
Тем не менее, данные о биологической активно-
сти ERβ остаются противоречивыми и требуют 
дальнейших исследований.  

Роль ERβ в патофизиологических механизмах 
злокачественных новообразований, несмотря на 
высокий уровень гомологии с ERɑ, обладающими 
пропролиферативными эффектами, не иден-
тична [6]. Весьма противоречивы данные об 
уровне экспрессии этого белка в различных тка-
нях и его роли в регуляции пролиферации и хи-
миотерапевтической устойчивости клеток [7]. 
Остаётся открытым вопрос о взаимосвязи ERβ с 
клинически значимой характеристикой — с про-
лиферативной активностью рака молочной же-
лезы [8, 9]. В фундаментальных исследованиях 
доказано антипролиферативное действие ERβ [7, 
10–12], что говорит о важности установления кли-
нической ценности маркёра и внедрения его 
оценки в клиническую практику. 

Однако до настоящего времени результаты 
клинических исследований содержат противо-
речивые данные о прогностической значимости 
ERβ [13]. Так, S. Mann и соавт. [14], впервые ис-
следуя корреляцию экспрессии ERβ в ткани рака 
молочной железы с агрессивностью течения бо-
лезни у пациенток, получающих адъювантное 
лечение тамоксифеном, обнаружили ассоциа-
цию повышенного уровня экспрессии маркёра 
с лучшей безрецидивной и общей выживае-
мостью, что позднее подтверждено в ряде иссле-
дований [15–17]. В метаанализе 2016 г. обобщены 

результаты по исследованию прогностической 
значимости высокого уровня экспрессии ERβ, в 
том числе в зависимости от статуса ERɑ, и сделан 
вывод о связи показателя с лучшей безрецидив-
ной и общей выживаемостью больных раком мо-
лочной железы на ранних стадиях заболевания 
[18].  

В то же время показано, что высокий уровень 
экспрессии ERβ является неблагоприятным про-
гностическим фактором у больных раком молоч-
ной железы [19–21]. В обзоре 2020 г., посвящённом 
оценке результатов работ по изучению клиниче-
ской значимости ERβ, упоминается также об отсут-
ствии в большинстве исследований корреляции 
экспрессии данного маркёра с прогностически 
значимыми клинико-морфологическими характе-
ристиками заболевания, такими как размер опу-
холи, инвазия в регионарные лимфатические 
узлы, лимфососудистая инвазия [22]. 

Важно, что в подавляющем большинстве ис-
следований при полуколичественном определе-
нии уровня экспрессии ERβ использован имму-
ногистохимический метод, в более редких 
случаях — ПЦР и иммуноблотт [13]. При этом ре-
зультаты оценки экспрессии ERβ в ткани рака мо-
лочной железы значительно варьируют в разных 
исследованиях — от 20 до 80% [22, 23]. 

В настоящем исследовании предпринята по-
пытка оценить прогностическую значимость 
уровня ERβ в ткани рака молочной железы в за-
висимости от пролиферативной активности опу-
холи, определяемой по уровню экспрессии белка 
Ki-67, который ассоциирован с агрессивностью 
болезни [24–26]. Необходимо отметить, что ис-
пользование проточной цитометрии для оценки 
результатов иммунофлуоресцентного анализа 
позволяет с высокой точностью выявить не 
только факт экспрессии в опухоли исследуемого 
маркёра, но и определить пограничное значение 
между прогностически благоприятным и небла-
гоприятным уровнем экспрессии ERβ в ткани 
рака молочной железы.  

Материал и методы 
Исследованы образцы рака молочной железы 68 па-

циенток, проходивших лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» в период с 2003 по 2014 гг. Рутинно имму-
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patients. Statistical analysis of good and poor prognosis in accordance with the Ki-67 proliferative index score (Ki-67�20% 
and Ki-67�20%) showed the prognostic value of the ERβ expression level of 50%. There was no association between the Ki-
67 and ERβ expression levels in the same tumor sample (Spearman's rank correlation coefficient R=–0,16; P�0,05). At the 
same time, high expression of ERβ�50% was 2,3 times more frequently detected in the good vs poor prognostic group by 
Ki-67 — 41% vs 18%, P=0,02. Conclusion. The ERβ expression level �50% in the tumor can be considered as a factor of good 
prognosis of breast cancer. 
 
Keywords: breast cancer; estrogen receptor beta (ERβ); Ki-67; flow cytometry; immunofluorescence analysis, prognosis 
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ногистохимическим методом 
образцы охарактеризованы по 
уровню экспрессии маркёра 
пролиферативной активности 
опухоли Ki-67. Согласно клини-
ческим рекомендациям [2], 
группы благоприятного и не-
благоприятного прогноза по 
уровню экспрессии Ki-67 соста-
вили образцы с уровнем мар-
кёра �20% и �20%, соответ-
ственно. 

Экспрессия ERβ оценена с 
помощью ранее разработанного 
метода количественной характе-
ристики молекулярных белковых 
маркёров в ткани солидных опу-
холей — иммунофлуоресцент-
ного анализа, ассоциированного 
с проточной цитометрией [27]. 

Кратко, в работе использо-
ваны первичные мышиные ан-
титела к ERβ клона 14C8 (ab288, 
Abcam) в конечном разведении 
1:1600 и вторичные антимыши-
ные антитела, конъюгирован-
ные с красителем DyLight650 
(ab98729, Аbcam) в конечном 
разведении 1:1000. Одноклеточ-
ную суспензию (200 тыс. кле-
ток/мл), приготовленную из со-
лидной ткани по следующей методике [27], в объёме 100 мкл 
инкубировали с первичными антителами в течение ночи 
(15–20 ч) при 4°C. Далее, после отмывки клеток 20-кратным 
объёмом 0,5% раствора бычьего сывороточного альбумина 
(BSA), добавляли вторичные антитела и инкубировали в тече-
ние 1,5 ч при 4°C. Для удаления из анализа разрушенных кле-
ток, эритроцитов и конгломератов суспензию в течение 15 мин 
инкубировали с ДНК красителем Hoechst H33258 (Sigma-Ald-
rich), в концентрации 1,2 мкг/мл, после чего провели двукрат-
ную отмывку 20-кратным объёмом 0,5% раствором BSA. 

Измерение флуоресценции клеток проводили на про-
точном цитометре Navios (Beckman Coulter). В работе оцени-
вали уровень экспрессии ERβ — процентное число специфи-
чески флуоресцирующих клеток относительно контроля 
(инкубация клеток только с вторичными антителами), рас-
считанный в программе FlowJo 10.0 (FlowJo, LLC) с помощью 
теста Колмогорова–Смирнова.  

Для обработки полученных результатов использованы 
статистические методы, включенные в пакет программы 
GraphPad Prism 9.3.1 (GraphPad Software). Критерий 
Шапиро–Уилка применён для оценки характера распределе-
ния образцов по уровню экспрессии маркёров. Оценка ассо-
циативной связи между уровнем экспрессии Ki-67 и ERβ про-
ведена с помощью коэффициента ранговой корреляции 
Спирмена и критерия χ². Результаты статистического анализа 
считались значимыми при p�0,05. 

Результаты и обсуждение 
Результаты оценки в ткани РМЖ уровня экс-

прессии ERβ и Ki-67 представлены в табл. 1 и 
графически на рис. 1. Видно, что экспрессия ERβ 
выявлена в 100% исследованных опухолей с вы-
сокой гетерогенностью показателя у разных 
больных — от 15 до 74%. Выраженная гетеро-
генность опухолей отмечена и по экспрессии 
маркёра пролиферативной активности Ki-67 — 
от 3 до 85%, при этом ожидаемо маркёр также 
выявлен в 100% исследованных образцов РМЖ. 
Средние значения уровня экспрессии ERβ  
и Ki-67 составили 41,7±14,0% и 29,2±23,4%, ме-
диана — 42 и 19%, соответственно. 

Примеры реальных гистограмм распределе-
ния клеток по уровню флуоресценции, исполь-
зованных для количественной оценки экспрес-
сии ERβ, представлены на рис. 2. Гистограмма (а) 
демонстрирует вариант опухоли с экспрессией 
ERβ ниже, а гистограммы (b) и (c) — выше ме-
дианы значений показателя в исследованной 
группе опухолей. 
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Таблица 1. Показатели уровня экспрессии ERβ и Ki-67 в образцах рака молочной железы 
Table 1. ERβ and Ki-67 expression levels in breast cancer samples
Маркёры                                                                                                                           Уровень экспрессии, % 
                                                                                                M±SD1                        Me [Q1; Q3]2                          Min3                                  Max4 
ERβ                                                                               41,7±14,0                 42,0 [27,3; 53,0]                       15,0                                 74,0 
Ki-67                                                                             29,2±23,4                 19,0 [14,0; 40,0]                        3,0                                   85,0 
Примечание. 1 M±SD — среднее арифметическое значение ± стандартное отклонение; 2 Me [Q1; Q3] — медиана 
[нижний квартиль, верхний квартиль]; 3 Min — минимальное значение; 4 Max — максимальное значение. 
Note. 1 M±SD — mean ± standard deviation; 2 Me [Q1; Q3] — median [lower quartile, upper quartile]; 3 Min — minimum 
value; 4 Max — the maximum value.

Рис. 1. Распределение образцов РМЖ по уровню экспрессии ERβ (а) и Ki-67 (b).  
Примечание. По оси ординат обозначен уровень экспрессии маркёра в процентах. 
Центральная горизонтальная линия обозначает медиану показателя, две осталь-
ные — квартили показателей выше и ниже медианы. 
Fig. 1. Distribution of breast cancer samples by the expression level of ERβ (a) and Ki-67 (b). 
Note. The level of marker expression (%) is denoted along the ordinate axis. The central 
horizontal line denotes the median, and the others depict the lower quartile to upper 
quartile percentile data range. 



Для выявления возможной связи между экс-
прессией в опухоли Ki-67 и ERβ проведён анализ 
коэкспрессии ERβ и Ki-67 в одном и том же об-
разце рака молочной железы. Данные представ-
лены на рис. 3. 

Видно, что ассоциативной связи между ис-
следованными маркёрами нет. С учётом распре-
деления уровня экспрессии Ki-67, не подчиняв-
шегося закону нормального распределения 
(критерий Шапиро–Уилка, p�0,0001), статисти-
чески значимая корреляция между ERβ и Ki-67 с 
применением коэффициента ранговой корреля-
ции Спирмена, действительно, не обнаружена 
(r=–0,16; p�0,05). 

Для выявления прогностической значимо-
сти уровня экспрессии в опухоли ERβ сформи-
рованы подгруппы сравнения с благоприятным 
и неблагоприятным прогнозом течения болезни 
по показателю экспрессии в опухоли маркёра 
пролиферативной активности Ki-67. На основа-
нии клинических рекомендаций [2] уровень экс-
прессии в опухоли Ki-67�20% является прогно-
стически благоприятным показателем, тогда 
как экспрессия Ki-67�20% прогнозирует агрес-
сивное течение болезни. В итоге, в подгруппы 
благоприятного (Ki-67�20%) и неблагопри-
ятного прогноза (Ki-67�20%) вошли 39 и 29 па-
циенток, соответственно. 

Деление на подгруппы с высокой и низкой 
экспрессией ERβ проведено в соответствии с об-
щепринятой практикой, а именно, по значению 
показателя, близкого к медиане. В настоящем ис-
следовании нахождение уровня экспрессии ERβ, 
который может быть прогностически информа-
тивным, проведено на основании оценки частоты 
встречаемости опухолей с разной экспрессией 
ERβ у больных с благоприятным и неблагопри-
ятным прогнозом течения болезни при уровне 

ERβ в опухоли 40% и 50%. Полученные результаты 
представлены на рис. 4. 

Не обнаружено различий между группами 
сравнения с высоким (�20%) и низким (�20%) по-
казателем Ki-67 при границе деления опухолей 
на высоко- и низкоэкспрессирующие ERβ по 
уровню показателя 40% (p=0,8).  

Однако при использовании границы деления 
на группы с низким и высоким уровнем экспрес-
сии ERβ показателя 50%, выявлены отличия в экс-
прессии ERβ между прогностически благопри-
ятной и неблагоприятной группами — Ki-67�20% 
vs Ki-67�20%, соответственно. Высокая экспрес-
сия ERβ (выше 50%) в 1,4 раза чаще выявлялась в 
группе при экспрессии Ki-67�20% по сравнению 
с Ki-67�20% (82% vs 59%, p=0,02).  

Более выразительной была разница при 
сравнении частоты экспрессии ERβ�50% в груп-
пах с разным уровнем экспрессии Ki-67. Высокая 
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Рис. 2. Примеры гистограмм распределения клеток в зависимости от флуоресценции, использованных для 
количественной оценки уровня экспрессии ERβ в ткани рака молочной железы. 
Примечание. а — экспрессия ERβ ниже медианы; b и c — экспрессия ERβ выше медианы.  
Fig. 2. Examples of histograms of cell distribution depending on fluorescence used to quantify the ERβ expression level in 
breast cancer tissue. 
Note. а — ERβ expression is lower the median; b и c — ERβ expression is upper the median.

Рис. 3. Ассоциативная связь между уровнем экспрес-
сии Ki-67 и ERβ, оцененная в одном и том же образце 
опухоли. 
Fig. 3. Association between the Ki-67 and ERβ expression level 
evaluated in the same tumor sample.



экспрессия ERβ в 2,3 раза чаще выявлялась в про-
гностически благоприятной группе по показа-
телю уровня экспрессии Ki-67, чем в неблагопри-
ятной (41% vs 18%, p=0,02). 

Заключение 
Таким образом, при количественном имму-

нофлуоресцентном анализе с использованием 
проточной цитометрии экспрессия ERβ выявлена 
во всех исследованных образцах рака молочной 
железы, при этом у разных больных ткань опу-
холи значительно отличается как по уровню экс-
прессии ERβ, так и Ki-67.  

Полученные результаты с высокой степенью 
статистической значимости показали, что про-
гностически информативной следует признать 
границу деления опухолей по уровню экспрессии 
ERβ, равному 50%. При этом опухоли с высоким 
уровнем экспрессии ERβ в 1,4 раза чаще встреча-
лись в группе с неблагоприятным по сравнению 
с благоприятным прогнозом течения болезни в 
соответствии с показателем экспрессии в опухоли 
маркёра пролиферативной активности Ki-67. 
Противоположная зависимость выявлена в 
группе благоприятного прогноза с экспрессией 
Ki-67�20%: опухолей с показателем ERβ�50% ока-

залось в 2,3 раза больше.  
В совокупности, эти дан-
ные показывают, что уро-
вень экспрессии ERβ�50%  
в опухоли может рассматри-
ваться как фактор благо-
приятного прогноза агрес-
сивности течения рака 
молочной железы. 

При статистическом 
корреляционном анализе 
установлено, что в изучае-
мой выборке рака молочной 
железы отсутствует ассоциа-
ция между экспрессией ERβ 
и Ki-67, что может указывать 
на их независимую прогно-
стическую значимость как 
опухолевых маркёров и на 
отсутствие общих механиз-
мов регуляции.  

Применённый в настоя-
щем исследовании подход к 
оценке прогностической 
значимости экспрессии ERβ, 
основанный на сравнении 
частоты встречаемости вы-
сокого и низкого уровня по-
казателя в группах благопри-
ятного и неблагоприятного 

прогноза в соответствии с пролиферативной ак-
тивностью опухоли, оцененного на основании 
рутинно используемого молекулярного маркёра 
Ki-67, может быть использован и при изучении 
опухолей других локализаций в случае значи-
тельной продолжительности жизни пациентов 
и невозможности точной оценки течения болезни 
для анализа выживаемости. 
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Рис. 4. Частота встречаемости разных уровней экспрессии ERβ в группах с 
разным уровнем Ki-67. 
Примечание. Тёмные сегменты — опухоли с низкой экспрессией ERβ; светлые 
сегменты — опухоли с высокой экспрессией ERβ. Ki-67�20% — благоприятный; 
Ki-67�20% — неблагоприятный прогноз РМЖ. 
Fig. 4. Frequency of occurrence of different ERβ expression levels in groups with different 
Ki-67 percentage score. 
Note. Dark and light segments — tumors with low and high ERβ expression respec-
tively; Ki-67�20% and �20% — good and poor prognosis of breast cancer respec-
tively. 
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