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Резюме 
Актуальность. Белок цитоскелета β-тубулин III класса (Tubb3) ассоциируется с устойчивостью опухоли к так-
санам и винкаалкалоидам, а также с метастатическим потенциалом новообразования, однако данные имму-
ногистохимического анализа экспрессиии Tubb3 в ткани немелкоклеточного рака лёгкого (НМРЛ) 
немногочисленны и противоречивы. Цель исследования. Характеристика уровня и интенсивности экспрессии 
Tubb3 в ткани НМРЛ и анализ корреляции выявленных показателей с клинически значимыми характеристи-
ками заболевания. Методы. Количественная оценка уровня и интенсивности экспрессии Tubb3 в 120 хирурги-
ческих образцах НМРЛ проведена иммунофлуоресцентным методом с использованием проточной цитометрии. 
Использованы первичные кроличьи моноклональные антитела, специфичные к Tubb3, и вторичные антикро-
личьи антитела, конъюгированные с флуоресцентным красителем DyLight650 (ab98510, Великобритания). Экс-
прессия маркёра оценена по двум показателям: уровень экспрессии — процент клеток, экспрессирующих Tubb3; 
интенсивность экспрессии в усл. ед. — отношение среднего геометрического интенсивности флуоресценции в 
опытном и контрольном образцах (инкубация клеток только с вторичными антителами). Результаты. 1. Экс-
прессия Tubb3 выявлена во всех исследованных образцах НМРЛ. Медиана уровня и интенсивности экспрессии 
маркёра составила 30,5% и 2,0 усл. ед. при значительных различиях (до 10 раз) количественных значений обоих 
показателей у разных больных. 2. Характер распределения исследованных опухолей по уровню и интенсивно-
сти экспрессии Tubb3 отличен от нормального (р<0,001), ассоциативная связь между показателями экспрессии 
маркёра очень сильная (коэффициент ранговой корреляции Спирмена составил 0,91; р<0,0001). 3. При стати-
стическом анализе не выявлено корреляционных связей уровня экспрессии Tubb3 с полом и статусом курения 
пациентов, со степенью дифференцировки опухоли, а также со стадией НМРЛ. 4. В группе аденокарцином лёг-
кого медиана уровня экспрессии Tubb3 статистически значимо выше по сравнению с плоскоклеточным раком 
лёгкого у больных мужского и женского пола (р=0,01). Заключение. Высокая гетерогенность уровня экспрессии 
Tubb3 в ткани НМРЛ у разных больных и различия показателя между опухолями разного гистотипа указывают 
на важность дальнейшего проведения корреляционного анализа уровня экспрессии Tubb3 с продолжитель-
ностью жизни пациентов с целью выявления прогностической ценности маркёра.  
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Введение 
β-тубулин III класса (Tubb3) — это наиболее 

изученный белок микротрубочек цитоскелета из 
семейства тубулинов, который выявляется в ши-
роком спектре опухолей разных локализаций. Ги-
перэкспрессия Tubb3 ассоциируется с устойчи-
востью к противоопухолевым препаратам из 
группы таксанов и винкаалкалоидов [1–3], и на-
против, при ингибировании экспрессии TUBB3 
чувствительность опухолей к таксанам восстанав-
ливается [1, 4]. В экспериментах in vitro показано, 
что повышение экспрессии белка Tubb3 приводит 
к изменению подвижности клеток, к потере кон-
такта эпителиальных клеток с базальной мембра-
ной, что увеличивает их миграционную актив-
ность и метастатический потенциал опухоли [5, 6]. 

Уникальность изучаемого белка заключа-
ется в том, что в норме он практически не экс-
прессируется в эпителиальных тканях и лишь в 
незначительных количествах регистрируется в 
меланоцитах, нейронах, макрофагах и эндоте-
лиоцитах [1]. По существу, это опухоль-ассоции-
рованный белок, который, согласно большому 
числу фундаментальных исследований, может 
являться прогностическим маркёром агрессив-
ности опухоли и резистентности к противоопу-
холевым лекарствам, воздействующим на мик-
ротрубочки цитоскелета [7, 8]. 

Однако до настоящего времени результаты 
оценок показателей экспрессии Tubb3 в ткани 
разных опухолей и их ассоциативной связи с кли-
нически значимыми характеристиками заболе-
вания остаются противоречивыми. В частности, 
это относится и к немелкоклеточному раку лёг-
кого, который, несмотря на безусловные дости-
жения таргетной и иммунотерапии, по-прежнему 
остаётся агрессивным, непредсказуемым по ис-
ходу заболеванием, которое требует новых под-
ходов к выбору мотивированной тактики ведения 
пациентов. 

Данные литературы об экспрессии Tubb3 в 
ткани немелкоклеточного рака лёгкого немного-
численны и противоречивы. В ряде работ под-
тверждена ассоциативная связь экспрессии 
Tubb3 в опухоли с агрессивностью течения НМРЛ 
и с чувствительностью к таксанам, в других — 
корреляции не выявлены [9–15]. 

Такая же противоречивость результатов 
оценки корреляции фенотипа опухоли с клини-
чески значимыми характеристиками заболева-
ния описана и для многих других молекулярных 
маркёров. По мнению многих исследователей, ко-
торое разделяем и мы, важнейшей причиной 
этого являются серьёзные недостатки широко ис-
пользуемого иммуногистохимического метода, 
который включает многостадийные этапы дегид-
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Abstract 
Background. The cytoskeletal protein β-tubulin class III (Tubb3) is associated with tumor resistance to taxanes and 
vinca alkaloids, as well as with the metastatic potential of neoplasm, however, data from immunohistochemical anal-
ysis of Tubb3 expression in non-small cell lung cancer (NSCLC) tissue are few and contradictory. Purpose. Character-
ization of the level and intensity of Tubb3 expression in NSCLC tissue and analysis of the identified parameters 
correlation with clinically significant characteristics of the disease. Methods. Quantitative assessment of the level and 
intensity of Tubb3 expression in 120 surgical samples of NSCLC was carried out by immunofluorescence method as-
sociated with flow cytometry. Primary rabbit monoclonal antibodies specific to Tubb3 and secondary anti-rabbit an-
tibodies conjugated with fluorescent dye DyLight650 (ab98510, UK) were used. The expression of the marker was 
assessed by two parameters: the level of expression measured as the percentage of the cells expressing Tubb3 and the 
intensity of expression in conventional units (CU) represented as the ratio of the geometric mean fluorescence inten-
sity in the experimental and control samples (cells incubated with secondary antibodies only). Results. 1. Tubb3 ex-
pression was detected in all NSCLC samples studied. The median level and intensity of Tubb3 expression was 30.5% 
and 2.0 CU with significant differences (up to 10 times) in the quantitative values of both parameters in different pa-
tients. 2. The distribution of the studied tumors in terms of the level and intensity of Tubb3 expression differs from 
normal (P<0.001), the associative relationship between the assessed parameters is very strong (Spearman's rank cor-
relation coefficient was 0.91; P<0.0001). 3. Statistical analysis did not reveal correlations between the level of Tubb3 
expression and the gender and smoking status of the patients, with the degree of tumor differentiation, as well as with 
the stage of NSCLC. 4. In the group of lung adenocarcinomas, the median level of Tubb3 expression is higher compared 
with squamous cell lung cancer in male and female patients (P=0.01). Conclusion. High heterogeneity of Tubb3 ex-
pression level in NSCLC tissue in the patients and differences in the parameters between the tumors of various histo-
types indicate the importance of further correlation analysis of Tubb3 expression level with the patients' life span in 
order to identify the prognostic value of the marker. 
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ратации и затем — гидратации ткани; оценку экс-
прессии маркёра в тонком срезе локального 
участка опухоли, несмотря на её гетерогенность; 
и наконец — полуколичественную субъективную 
оценку результатов. 

Учитывая это, в настоящем исследовании 
оценка показателей экспрессии Tubb3 в ткани 
НМРЛ проведена количественным иммунофлу-
оресцентным методом, ассоциированным с проточ-
ной цитометрией, который позволяет исключить 
или в значительной степени нивелировать описан-
ные недостатки и уже валидирован нами при ис-
следовании других молекулярных маркёров [16, 17]. 

Материал и методы 
Пациенты и хирургические образцы НМРЛ. 120 образ-

цов немелкоклеточного рака лёгкого (НМРЛ) получены во 
время хирургических вмешательств, проведённых в ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава РФ. Средний 
возраст пациентов составил 59 лет. Все образцы НМРЛ за-
фиксированы в 4% растворе формальдегида и использованы 
в дальнейшем для приготовления одноклеточных суспензий. 

Иммунофлуоресцентный метод, ассоциированный с 
проточной цитометрией. Количественные характеристики 
экспрессии Tubb3 оценены ранее разработанным иммуноф-
луоресцентным методом, ассоциированным с проточной ци-
тометрией [16]. 

Кратко, одноклеточную суспензию (200 тыс. клеток/мл), 
приготовленную из образца солидной опухоли, в объёме 100 мкл 
инкубировали с первичными антителами в течение часа при 
комнатной температуре. После отмывки клеток 20-кратным 
объёмом 0,5% раствора бычьего сывороточного альбумина (BSA) 
добавляли вторичные антитела и инкубировали в течение 1,5 ч 
при 4°C. Для удаления из анализа разрушенных клеток, эрит-
роцитов и конгломератов суспензию клеток в течение 15 мин 
инкубировали с красителем ДНК Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) 
в концентрации 1,2 мкг/мл, после чего два раза проводили от-
мывку 20-кратным объёмом 0,5% раствора BSA. 

Использованы первичные кроличьи моноклональные 
антитела, специфичные к Tubb3 (клон EP1569Y, Великобри-
тания) в конечном разведении 1:400. В качестве вторичных 
использованы антикроличьи антитела, конъюгированные с 
флуоресцентным красителем DyLight650 (ab98510, Велико-
британия) в конечном разведении 1:25.  

Иммунофлуоресцентный анализ проведён на проточном 
цитометре Navios (Beckman Coulter, США). Регистрация сиг-
нала флуоресценции красителей DyLight650 и Hoechst 33258 
выполнена в каналах FL-6 и FL-9, соответственно. Подсчёт спе-

цифически окрашенных клеток проведён в программе 
FlowJo 10.0.8 методом Колмогорова–Смирнова. 

Экспрессия Tubb3 в ткани НМРЛ оценена по двум пока-
зателям: уровень экспрессии маркёра  — процент клеток, экс-
прессирующих Tubb3, и интенсивность экспрессии в усл. ед. — 
отношение среднего геометрического интенсивности флуо-
ресценции в опытном и контрольном образцах (инкубация 
клеток только с вторичными антителами).  

Статистическая обработка проведена в программе 
GraphPad Prism (GraphPad Software, США). Для определения 
нормальности распределения показателей экспрессии 
Tubb3 применён критерий Шапиро–Уилка. Сравнение вы-
борок выполнено с помощью U-критерия Манна–Уитни. 
Оценка корреляции осуществлена с использованием кри-
терия Спирмена. Статистически значимыми признавали 
различия при р�0,05. 

Результаты и обсуждение 
Характеристика включённых в исследова-

ние пациентов и клинико-морфологических па-
раметров опухолей. Когорта пациентов и иссле-
дованные в настоящей работе опухоли 
охарактеризованы по основным показателям: пол 
и статус курения, гистотип опухоли и стадия за-
болевания. Полученные характеристики представ-
лены в табл. 1. 

В проанализированной когорте пациентов с 
НМРЛ 82% больных были мужского пола и 18% — 
женщины. Статус курения установлен у 84% па-
циентов, среди которых 74% курили. 

Преобладающей гистологической формой 
НМРЛ оказался плоскоклеточный рак. Частота 
его была в 1,5 раза выше по сравнению с адено-
карциномой: 61% vs 39%. I+II стадии заболева-
ния диагностированы в 62% случаев, III+IV —  
у 33% пациентов.  

В целом, характеристика включённой в ис-
следование когорты пациентов с НМРЛ совпадает 
с описанной в литературе [18]. 

Показатели экспрессии Tubb3 в ткани немел-
коклеточного рака лёгкого. Значения уровня и ин-
тенсивности экспрессии Tubb3 в исследованных 
образцах НМРЛ представлены на рис. 1 и в табл. 2. 

Исследованная выборка опухолей характе-
ризуется значительной гетерогенностью показа-

Таблица 1. Характеристика включённых в исследование пациентов и клинико-морфологических параметров 
опухолей (n=120) 
Table 1. Characteristics of the patients included in the study and the clinico-morphological parameters of the tumors 
(N=120) 
Характеристика                                                                                                            Количество (%) 
Пол                                                                               Мужской                                                                                               98 (82) 
                                                                                       Женский                                                                                              22 (18) 
Статус курения1                                                 Курильщики                                Не курят                                  Нет данных 
                                                                                           75 (62)                                           26 (22)                                          19 (16) 
Гистотип опухоли                                         Аденокарцинома                                                                     Плоскоклеточный рак 
                                                                                           47 (39)                                                                                                  73 (61) 
Стадия заболевания                                                  I+II                                                                                                      III+IV 
                                                                                           75 (62)                                                                                                  45 (38) 
Примечание. 1 — рассчитан относительно больных с установленным статусом курения (n=101). 
Note. 1 — calculated relative to patients with established smoking status (N=101).
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телей экспрессии Tubb3. Максималь-
ное значение уровня экспрессии 
Tubb3 в исследованной выборке опу-
холей составило 71%, а минималь-
ное — 7%. Значительными были раз-
личия и в интенсивности экспрессии 
маркёра: от 6,4 до 1,1 усл. ед. Средний 
показатель уровня и интенсивности 
экспрессии Tubb3 составил 31±14,4% 
и 2,2±0,9 усл. ед., а медиана — 30,5% и 
2,0 усл. ед., соответственно. Для обоих 
показателей характер распределения 
значений отличался от нормального, 
поэтому при оценке ассоциативной 
связи между уровнем и интенсив-
ностью экспрессии Tubb3 использо-
вано значение медианы. Полученные 
результаты представлены на рис. 2. 

Обнаружена очень сильная ассо-
циативная связь между показателями 
уровня и интенсивности экспрессии 
Tubb3, так как коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена составил 0,91 
при уровне статистической значимости p<0,0001. 
Исходя из этого, оценка корреляции экспрессии 
Tubb3 в ткани НМРЛ с клинически значимыми 
характеристиками заболевания проведена только 
по количественным показателям уровня экспрес-
сии маркёра. Результаты представлены в табл. 3.  

Сравнение уровня экспрессии Tubb3 в груп-
пах больных мужского и женского пола (p=0,27), 
курильщиков и некурящих (p=0,32), у пациентов 
с I+II и III+IV стадией заболевания (p=0,18), а 
также между опухолями с G1+G2 и G3+G4 степе-
нью дифференцировки (p=0,6) не выявило ста-
тистически значимых различий. При этом сле-
дует отметить, что сопоставимость групп 
сравнения по количеству включённых в анализ 
опухолей оказалась удовлетворительной только 
для групп с I+II vs III+IV стадией болезни (n=75 и 
n=45, соответственно).  

Учитывая необходимость оптимизации групп 
сравнения по числу анализируемых случаев, а 
также гендерные различия в частоте встречаемо-
сти разных гистотипов НМРЛ, а именно, преобла-
дание случаев аденокарциномы у женщин и более 

Таблица 2. Количественные показатели уровня и интенсивности экспрессии Tubb3 в ткани немелкоклеточного 
рака лёгкого (НМРЛ, n=120) 
Table 2. Quantitative parameters of the level and intensity of Tubb3 expression in NSCLC (N=120) 
Показатель экспрессии        Медиана              Размах                    Среднее значение ±                     Нормальность 
Tubb3                                                   [Q1; Q3]1         [Мин; Макс]2        стандартное отклонение              распределения3 
Уровень, %                               30,5  [19,5; 39]       70 [15; 85]                             55,3±16,2                        Ненормальное (p<0,01) 
Интенсивность, усл. ед.       2,0 [1,5; 2,4]          10 [1; 11]                                 4,1±2,1                           Ненормальное (p<0,01) 
Примечание. 1 [Q1; Q3] — нижний квартиль; верхний квартиль. 2 [Мин; Макс] — минимальное; максимальное значение 
показателя. 3 — тест нормальности распределения Колмогорова–Смирнова; p — статистическая значимость. 
Note. 1 [Q1; Q3] — the lower and upper quartiles respectively. 2 [Мин; Макс] — the minimum and maximum values of the 
indicator. 3 — the Kolmogorov–Smirnov distribution normality test; P — statistical significance. 
 

Рис. 1. Распределение образцов немелкоклеточного рака лёгкого 
(НМРЛ) по уровню (a) и интенсивности (b) экспрессии Tubb3.  
Примечание. Центральная горизонтальная линия — медиана по-
казателей экспрессии маркёра. 
Fig. 1. Distribution of NSCLC samples by level (a) and intensity (b) of 
Tubb3 expression.  
Note. The central horizontal line indicates the median of the Tubb3 ex-
pression. 

Таблица 3. Распределение образцов немелкоклеточного 
рака лёгкого (НМРЛ) по уровню экспрессии Tubb3 в за-
висимости от пола пациента, статуса курения, стадии 
заболевания и степени дифференцировки опухоли (G). 
Table 3. Distribution of NSCLC samples by the level of Tubb3 
expression, depending on the sex and smoking status of the 
patients, histotype of the tumors, stage of the disease and 
degree of tumor differentiation (G). 
Группы                        n1       Медиана, %       Размах            p4 
сравнения                                 [Q1; Q3]2     [Мин; Макс]3         
Мужчины vs            98         30 [18; 38]        64 [7; 71]        0,27 
женщины                  22         34 [28; 42]        60 [9; 69]             
Курильщики vs      75         30 [19; 38]        61 [8; 69]        0,32 
некурящие               26         33 [26; 42]        48 [9; 57]             
I+II стадия vs           75         30 [16; 37]        64 [7; 71]        0,18 
III+IV стадия            45         33 [22; 45]        60 [9; 69]             
G1+G2 vs                     65         40 [29; 50]       64 [14; 78]        0,6 
G3+G4                          37         35 [30; 50]        61 [9; 70]             
Примечание. 1 n — количество образцов опухолей.  
2 [Q1; Q3] — нижний квартиль; верхний квартиль. 
3 [Мин; Макс] — минимальное; максимальное значение 
показателя. 4 р  — статистическая значимость различий.  
Note. 1 N — number of tumor samples. 2 [Q1; Q3] — the 
lower and upper quartiles respectively. 3 [Мин; Макс] — 
the minimum and maximum values of the indicator. 4 P — 
the statistical significance of the differences. 



высокую частоту развития плоскоклеточного рака 
лёгкого у мужчин, сравнение уровня экспрессии 
Tubb3 в зависимости от гистотипа опухоли прове-
дено как в целом по группе включённых в иссле-
дование пациентов, так и в группе, унифициро-
ванной по полу — в группе мужчин (рис. 3).  

Проведённый анализ выявил статистически 
значимое различие в уровне экспрессии Tubb3 
при сравнении аденокарциномы и плоскокле-
точного рака лёгкого в обеих исследованных 
группах — у больных разного пола и только у 
мужчин (р=0,01 и р=0,02, соответственно). При 
этом уровень экспрессии Tubb3 в ткани плоско-
клеточного рака лёгкого оказался ниже по 
сравнению с аденокарциномой. Соотношение по-
казателей медианы уровня экспрессии Tubb3 в 
аденокарциноме vs плоскоклеточного рака лёг-
кого в целом по группе всех включённых в ис-
следование пациентов составило 33% vs 28%, а в 
группе пациентов мужского пола — 33% vs 27%. 
Иными словами, именно гистотип опухоли, но 
не пол пациента, определяет выявленный фено-
мен, что согласуется с описанным выше фактом 
отсутствия ассоциативной связи экспрессии 
Tubb3 с полом больного (табл. 3) и делает послед-
ний факт более достоверным, нивелируя почти 
пятикратное различие в количестве больных 
НМРЛ в группах сравнения по полу. 

Заключение 
При количественном иммунофлуоресцент-

ном анализе с использованием проточной цито-
метрии экспрессия опухоль-ассоциированного 
белка микротрубочек Tubb3 выявлена во всех ис-
следованных образцах немелкоклеточного рака 
лёгкого, при этом у разных больных ткань опу-
холи значительно отличается по уровню и интен-
сивности экспрессии этого маркёра. Характер 
распределения показателей носит ненормальный 
характер, при этом ассоциативная связь между 
уровнем и интенсивностью экспрессии Tubb3 
очень сильная (коэффициент ранговой корреля-
ции Спирмена составил 0,9; р<0,0001).  

В исследованной выборке образцов немел-
коклеточного рака лёгкого отмечена значитель-
ная гетерогенность показателей экспрессии 
Tubb3. В опухолях разных больных уровень и ин-
тенсивность экспрессии маркёра отличались бо-
лее чем в 10 раз. 

При статистическом анализе не выявлено 
корреляционных связей уровня экспрессии 
Tubb3 с полом и статусом курения пациентов, со 
степенью дифференцировки опухоли, а также со 
стадией заболевания. В то же время, в группе аде-
нокарцином медиана уровня экспрессии Tubb3 
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Рис. 2. Распределение образцов немелкоклеточного 
рака лёгкого (НМРЛ) по уровню экспрессии Tubb3 в 
зависимости от интенсивности экспрессии маркёра.  
Примечание. По оси ординат — интенсивность экс-
прессии Tubb3 (усл. ед.), по оси абсцисс — уровень 
экспрессии Tubb3 (%). Пунктирные линии: горизон-
тальная — медиана интенсивности экспрессии Tubb3, 
вертикальная — медиана уровня экспрессии Tubb3. 
Fig. 2. Distribution of NSCLC samples by the level and in-
tensity of Tubb3 expression.  
Note. Along the ordinate axis — the intensity of Tubb3 ex-
pression (CU), along the abscissa axis — the level of Tubb3 
expression (%). Dotted lines: horizontal — the median of 
the Tubb3 expression intensity, vertical — the median of 
the Tubb3 expression level. 

Рис. 3. Распределение образцов немелкоклеточного 
рака лёгкого (НМРЛ) по уровню экспрессии Tubb3 в 
зависимости от гистотипа опухоли в целом по группе 
включённых в исследование пациентов и в группе 
мужчин.  
Примечание. Центральная горизонтальная линия —
медиана показателя экспрессии маркёра. n — количе-
ство исследованных опухолей. Цифры на рис. — значе-
ния медианы в группах сравнения. 
Fig. 3. The distribution of NSCLC samples by the level of 
Tubb3 expression depending on the histotype of the tumors 
in the whole group of patients included in the study and 
in the group of men.  
Note. The central horizontal line indicates the median of 
the Tubb3 expression. n — the number of samples examined. 
The numbers in the figure — the median values in the 
comparison groups.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

статистически значимо выше по сравнению с 
плоскоклеточным раком лёгкого.  

Учитывая тот факт, что уровень экспрессии 
Tubb3 в опухолевых клетках определяет метаста-
тическую агрессивность опухоли, совокупность 
выявленных фактов представляется важной с 
клинической точки зрения. По существу, высокая 
гетерогенность уровня экспрессии Tubb3 в ткани 
разных больных немелкоклеточным раком лёг-
кого и различия показателя между опухолями 
разного гистотипа указывают на важность даль-
нейшего проведения корреляционно анализа 
уровня экспрессии Tubb3 с продолжительностью 

жизни пациентов с целью выявления прогности-
ческой значимости маркёра. 
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