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Резюме 
Актуальность. Повышенная экспрессия белка TUBB3 ассоциируется с резистентностью к таксанам и винкаалка-
лоидам, а также с увеличением метастатического потенциала опухолевых клеток. Однако результаты оценок экс-
прессии TUBB3 в ткани разных опухолей, в частности, немелкоклеточного рака лёгкого (НМРЛ) и их ассоциативной 
связи с клинически значимыми характеристиками заболевания противоречивы. Цель исследования. Оценка про-
гностической ценности уровня экспрессии TUBB3 в ткани НМРЛ как молекулярного маркера агрессивности тече-
ния заболевания. Материал и  методы. Проведён анализ продолжительности жизни больных НМРЛ (n=120) 
с разной экспрессией в опухоли TUBB3, которая оценена иммунофлуоресцентным методом, ассоциированным 
с проточной цитометрией. Использованы первичные моноклональные антитела к TUBB3 (EP1569Y) и вторич-
ные — конъюгированные с красителем DyLight650. Измерение флуоресценции проведено на проточном цитометре 
Navios. Количество окрашенных клеток определено в программе FlowJo 10.0.8 методом Колмогорова–Смирнова. 
Статистический анализ проведён в программе Graph Pad Prism 6.0. Результаты. 1. Экспрессия TUBB3 выявлена 
в 100% исследованных образцов НМРЛ при медиане уровня экспрессии TUBB3 40%. 2. Показано снижение продол-
жительности жизни больных и увеличение риска наступления летального исхода (HR) в 1,5 раза в группе с экс-
прессией маркера �40% vs �40%. 3. Максимальное уменьшение продолжительности жизни больных и повышение 
HR соответственно в 2,7 и 2,6 раза отмечено при повышении границы деления на группы сравнения до уровня экс-
прессии TUBB3 �50% vs �50%. 4. Максимальное увеличение продолжительности жизни больных и уменьшение HR 
в 1,9 раза отмечено при снижении границы деления на группы сравнения до уровня экспрессии TUBB3 �35% vs 
�35%. Заключение. Уровень экспрессии молекулярного маркера метастатического потенциала опухолевых клеток 
TUBB3 является фактором прогноза агрессивности течения НМРЛ. Надёжным молекулярным показателем агрес-
сивного течения НМРЛ следует признать уровень экспрессии TUBB3 �50%, а уровень экспрессии маркера �35% — 
надёжным молекулярным показателем благоприятного течения болезни. 
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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. По-
вышенная экспрессия белка TUBB3 ассоциируется 
с резистентностью к противоопухолевым препа-
ратам из группы таксанов и  винкаалкалои-
дов [1–3]. Напротив, при ингибировании экспрес-
сии TUBB3 чувствительность опухолей к таксанам 
восстанавливается [1, 4]. В экспериментах in vitro 
показано, что повышение экспрессии белка TUBB3 
приводит к изменению подвижности клеток, к по-
тере контакта эпителиальных клеток с базальной 
мембраной, что увеличивает их миграционную ак-
тивность и метастатический потенциал [5, 6]. 

Уникальностью изучаемого белка является то, 
что в  норме он практически не экспрессируется 
в эпителиальных клетках, и лишь в незначитель-
ных количествах регистрируется в  меланоцитах, 
нейронах, макрофагах и эндотелиоцитах [1]. По су-
ществу, это опухоль-ассоциированный белок, ко-
торый, согласно большому числу фундаментальных 
исследований, может являться прогностическим 
маркером агрессивности опухоли и резистентности 
к  противоопухолевым лекарствам, воздействую-
щим на микротрубочки цитоскелета [7, 8]. 

Однако до настоящего времени результаты 
оценок показателей экспрессии TUBB3 в ткани раз-
ных опухолей, и их ассоциативной связи с клини-
чески значимыми характеристиками заболевания 
остаются противоречивыми. В  частности, это от-
носится и к немелкоклеточному раку лёгкого, ко-
торый несмотря на безусловные достижения тар-
гетной и  иммунотерапии, по-прежнему, остаётся 

агрессивным, непредсказуемым по исходу заболе-
ванием, которое требует новых подходов к выбору 
мотивированной тактики ведения пациентов. 

Данные литературы об экспрессии TUBB3 
в ткани немелкоклеточного рака лёгкого немно-
гочисленны и противоречивы. В ряде работ под-
тверждена ассоциативная связь экспрессии 
TUBB3 в  опухоли с  агрессивностью течения 
НМРЛ и с чувствительностью к таксанам, в дру-
гих — корреляции не выявлены [9–14]. Противо-
речивые результаты показывают и исследования 
прогностической значимости маркера: в  одних 
работах она выявляется, в  других  — связь экс-
прессии TUBB3 с  продолжительностью жизни 
пациентов не обнаружена  [15–17]. По мнению 
многих исследователей, которое разделяют и ав-
торы настоящего исследования, причиной этого 
могут являться недостатки использованного 
в этих исследованиях полуколичественного ме-
тода иммуногистохимии. 

Учитывая это, в настоящем исследовании ана-
лиз уровня экспрессии TUBB3 в ткани НМРЛ для 
оценки значимости маркера в прогнозе агрессив-
ности течения этого заболевания проведён коли-
чественным иммунофлуоресцентным методом, 
ассоциированным с проточной цитометрией. 

Материал и методы 
В работе исследованы образцы ткани немелкоклеточ-

ного рака лёгкого (n=120), полученные в ходе хирургических 
операций в  ФГБУ «НМИЦ онкологии им.  Н.  Н.  Блохина» 
Минздрава России. Образцы опухолей фиксировали в 4% рас-
творе формальдегида (Carl Roth, Германия) рН=7,4. Спустя ми-
нимум двое суток фиксации каждый образец подвергали мно-
гоступенчатой процедуре подготовки одноклеточной 
суспензии, пригодной для работы на проточном цитометре. 
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Abstract 
Background. Elevated expression of TUBB3 protein is associated with resistance to taxanes and vinca alkaloids, as well as 
with increased metastatic potential of tumor cells. However, studies evaluating TUBB3 expression across various tumor 
types, including non-small cell lung cancer (NSCLC), and its association with clinically significant disease characteristics 
have produced inconsistent results. The aim of the study. To assess the prognostic value of TUBB3 expression levels in 
NSCLC tissue as a molecular marker of disease aggressiveness. Material and methods. An analysis was conducted on overall 
survival in NSCLC patients (N=120) with varying levels of TUBB3 expression in tumor tissue, assessed using an immuno-
fluorescence method coupled with flow cytometry. Primary monoclonal antibodies against TUBB3 (EP1569Y) and second-
ary antibodies conjugated with DyLight650 dye were used. Fluorescence was measured on a Navios flow cytometer, and 
the number of stained cells was determined using the Kolmogorov–Smirnov method in FlowJo 10.0.8 software. Statistical 
analysis was performed using GraphPad Prism 6.0. Results. 1. TUBB3 expression was detected in 100% of the analyzed 
NSCLC samples, with a median expression level of 40%. 2. A reduction in patient survival and a 1.5-fold increase in hazard 
ratio (HR) were observed in the group with TUBB3 expression �40% compared to �40%. 3. The greatest decrease in survival 
and the highest increase in HR (2.7- and 2.6-fold, respectively) were noted when the cutoff level for comparison was raised 
to �50% versus �50%. 4. The greatest improvement in survival and a 1.9-fold reduction in HR were observed when the 
cutoff level was lowered to �35% versus �35%. Conclusion. The level of expression of the molecular marker TUBB3, which 
reflects the metastatic potential of tumor cells, serves as a prognostic factor for the aggressiveness of NSCLC. TUBB3 ex-
pression level �50% can be considered a reliable molecular indicator of aggressive disease course, while a level �35% is a 
reliable marker of a more favorable prognosis. 
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Кратко, образцы опухолей измельчали острыми ножни-
цами и  инкубировали в  растворе Версена (ПанЭко, Россия) 
в  течение 30 мин при 37°С. Затем ткань гомогенизировали 
в стеклянном гомогенизаторе пятикратным осторожным дви-
жением пестика и  фильтровали через фильтр (BD Falcon) 
с  диаметром пор 40 мкм. Суспензию клеток центрифугиро-
вали в течение 5 мин на скорости 3000 об/мин, ресуспенди-
ровали в 4% растворе формальдегида рН=7,4 и хранили в хо-
лодильнике. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание проводили с ис-
пользованием 100 мкл суспензии с  концентрацией 
200 тыс. кл/мл. Клетки инкубировали с первичными антите-
лами в  течение 1 ч  при комнатной температуре. После от-
мывки клеток 20-кратным объёмом 0,5% раствора бычьего 
сывороточного альбумина (BSA) (Biosera, Франция) к клеткам 
добавляли вторичные антитела и инкубировали в течение 1,5 
ч  при 4°C. Для удаления из анализа разрушенных клеток, 
эритроцитов и конгломератов суспензию клеток в течение 15 
мин инкубировали с  красителем ДНК Hoechst 33258 (Sigma, 
США) в концентрации 1,2 мкг/мл, после чего два раза прово-
дили отмывку 20-кратным объёмом 0,5% раствора BSA. 

В работе использованы первичные кроличьи монокло-
нальные антитела, специфичные к TUBB3 (клон EP1569Y, Ab-
cam, Великобритания) в разведении 1:200. В качестве вторич-
ных использованы антикроличьи антитела, конъюгированные 
с флуоресцентным красителем DyLight650 (Abcam, Великобри-
тания) в конечном разведении 1:25. 

Для перманентного контроля активности антител при 
проведении каждого иммунофлуоресцентного анализа ис-
пользовали монослойную культуру клеток аденокарциномы 
протоков молочной железы человека линии MCF-7 (Амери-
канская коллекция типовых культур (ATCC), США). 

Измерение флуоресценции проведено на проточном ци-
тометре Navios (Beckman Coulter, США). Регистрацию сигнала 
флуоресценции красителей DyLight650 и  Hoechst 33258 про-
водили в каналах FL-6 и FL-9 соответственно. Количество окра-
шенных клеток определяли в программе FlowJo 10.0.8 с помо-
щью метода Колмогорова–Смирнова. В  работе использован 
количественный показатель уровня экспрессии маркера  — 
процент клеток в образце, экспрессирующих данный белок. 

Статистический анализ данных проведён в  программе 
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, США). Сравнительный 
анализ общей выживаемости пациентов в  зависимости от 
уровня экспрессии ERα в  ткани опухоли проведён при по-
строении кривых Каплана–Майера (критерий log-rank) 
и оценки отношения рисков (Hazard Ratio, HR). Статистически 
значимыми признавали различия при р�0,05. 

Результаты и обсуждение 
Клинико-морфологические характеристики 

НМРЛ 120 включённых в анализ пациентов под-
робно описаны ранее при иммунофлуоресцент-
ной оценке количественных показателей экс-

прессии TUBB3 с меньшими концентрациями мо-
ноклональных антител к этому маркеру [18]. При 
этом было показано, что когорта является адек-
ватной, так как встречаемость важнейших пока-
зателей НМРЛ соответствует характеристике 
этого заболевания в целом. В частности, количе-
ство больных мужского пола практически 
в  4  раза выше, чем женщин; более чем в  2 раза 
выше число курильщиков по сравнению с неку-
рящими; значительно чаще и со сходной частотой 
диагностируются умеренно и  низко дифферен-
цированные опухоли по сравнению с высокодиф-
ференцированным НМРЛ. 

Показатели иммунофлуоресцентной оценки 
уровня экспрессии TUBB3 в ткани НМРЛ этих па-
циентов представлены в табл. 1. 

Первое, что необходимо отметить,  — экс-
прессия TUBB3 выявлена в 100% исследованных 
образцов НМРЛ, однако выраженность экспрес-
сии в опухоли этого молекулярного маркера ме-
тастатической активности у  разных больных 
варьировала значительно. Так, при медиане 
уровня экспрессии TUBB3 40% различие между 
минимальным и максимальным значением по-
казателя в группе образцов НМРЛ исследован-
ной когорты пациентов составило 69%. Харак-
тер распределения выявленных показателей 
экспрессии маркера носил нормальный харак-
тер (p=0,07), поэтому в дальнейшем при оценке 
прогностической значимости влияния уровня 
экспрессии в опухоли TUBB3 на агрессивность 
течения НМРЛ использована медиана уровня 
экспрессии TUBB3. 

Исследование прогностической значимости 
экспрессии в опухоли TUBB3 проведено методом 
Каплана–Майера при сроке наблюдения за боль-
ными в  течение 96 мес. после радикальной хи-
рургической операции по поводу НМРЛ. Анализ 
выполнен при оценке различий между меди-
анами продолжительности жизни и соотношения 
рисков наступления летального исхода (HR — Ha-
zard Ratio) в группах больных с разным уровнем 
экспрессии в опухоли TUBB3. 

Для того чтобы ответить на вопрос о том, мо-
жет ли TUBB3, маркер метастатической актив-
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Таблица 1. Характеристика уровня экспрессии TUBB3 в ткани НМРЛ (n=120) 
Table 1. Characteristics of the level and intensity of TUBB3 expression in NSCLC (N=120) 
Медиана           Минимум      Максимум         Размах                            Среднее значение ±                  Нормальность 
[Q1; Q3]1                                                                                                                   стандартное отклонение          распределения2 
40% [30;49]               9%                      78%                    69%                                             39±15,7%                       Нормальное (p=0,07) 
Примечание. 1 — медиана [нижний квартиль; верхний квартиль]; 2 — при оценке характера распределения по-
казателей уровня экспрессии TUBB3 в исследованной группе образцов опухолей принимали «0» гипотезу: ха-
рактер распределения показателей не подчиняется закону нормального распределения (p — статистическая 
значимость). 
Note. 1 — the median [lower quartile; upper quartile]. 2 — when assessing the distribution of TUBB3 expression levels in 
the studied group of tumor samples, the «0» hypothesis was adopted: the distribution of indicators does not follow the 
law of normal distribution (p — statistical significance). 



ности опухолевых клеток, прогнозировать исход 
НМРЛ, деление на группы сравнения проведено 
по медиане уровня экспрессии маркера, 
а  именно, �40% (низкая экспрессия TUBB3) vs 
�40% (высокая экспрессия TUBB3). С другой сто-
роны, чтобы определить надёжность прогноза 
агрессивности течения НМРЛ дополнительно 
проведено сравнение показателей кривых Ка-
плана–Майера при границах деления на группы 
сравнения на 5–10% выше и ниже значения ме-
дианы 40%. Показатели кривых общей выживае-
мости Каплана–Майера больных НМРЛ с  высо-
ким и  низким уровнем экспрессии в  опухоли 
TUBB3 при разных границах деления на группы 
сравнения суммированы в табл. 2. 

При границе деления на группы сравнения 
по показателю медианы уровня экспрессии 
TUBB3 40% видно достоверное снижение продол-
жительности жизни больных (p=0,05) в  группе 
с высокой экспрессией маркера �40% по сравне-
нию с группой с низкой экспрессией TUBB3 �40% 
в 1,5 раза — 41 против 58 мес., и увеличение риска 
наступления летального исхода (HR) также 
в 1,5 раза. При повышении границы деления на 
группы с высокой и низкой экспрессией TUBB3 
до 45 и  50% различия в  продолжительности 
жизни пациентов между группами сравнения со-
хранились (р=0,04 и р�0,01 соответственно), при 
этом в  группе с  высокой экспрессией маркера 

�50% отмечено существенно более выраженное 
(в 2,6 раза) снижение медианы продолжительно-
сти жизни больных по сравнению с низкой экс-
прессией TUBB3 �50% при существенном повы-
шении статистической достоверности различия 
(�0,01). Более того, повысился и риск наступле-
ния летального исхода в группе пациентов с уров-
нем экспрессии маркера �50%  — до 2,7 раз по 
сравнению с 1,5–1,6 раз при границе деления 40% 
или 45%. Этот факт позволил заключить, что уро-
вень экспрессии в опухоли TUBB3 �50% является 
безусловно достоверным неблагоприятным фак-
тором прогноза НМРЛ. 

Для определения надёжного уровня экспрес-
сии TUBB3 как прогностического маркера благо-
приятного течения НМРЛ проведено сравнение 
кривых Каплана–Майера при границах деления 
на 5–10% ниже значения медианы показателя 40%. 
Оказалось, что в  группах с  низким уровнем экс-
прессии TUBB3 �35% и �30% медиана продолжи-
тельности жизни повышена (53% vs 28%), а веро-
ятность наступления летального исхода, напротив, 
снижена в 1,9–1,6 раз при сходной статистической 
достоверности различий (р=0,01 vs р=0,05). Анало-
гично, при делении на группы сравнения по 
уровню экспрессии в опухоли TUBB3 35 и 40%, раз-
ница между низким и высоким уровнем экспрес-
сии TUBB3 оказалась более значимой при 35% 
(р=0,01), нежели при 40% (р=0,05). Вероятность на-
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Таблица 2. Показатели кривых общей выживаемости Каплана–Майера больных НМРЛ с высоким и низким 
уровнем экспрессии в опухоли TUBB3 при разных границах деления на группы сравнения  
Table 2. Indicators of Kaplan–Meier overall survival curves in patients with NSCLC with high and low levels of TUBB3 ex-
pression at different boundaries of division into comparison groups 
Уровень экспрессии TUBB3                           n (%)                             Медиана, мес.1                          p3                      HR [95% CI] 
                                                                                                                                  мес.                    �/�2                                                               
�40%                                                                             58                              41                       1,5                     0,05                  1,5 [0,92–2,3] 
�40%                                                                             62                              28                                                                                                
�45%                                                                             75                              41                       1,6                     0,04                   1,6 [1,0–2,6] 
�45%                                                                         45 (38)                          25                                                                                                
�50%                                                                                  91                                47                        2,6                    �0,01                  2,7 [1,6–4,3] 
�50%                                                                             29 (24)                           18                                                                                                
�35%                                                                             47 (39)                           53                        1,9                      0,01                    1,9 [1,1–3,1] 
�35%                                                                                  73                                28                                                                                                
�30%                                                                         29 (24)                          53                       1,8                     0,05                   1,8 [1,0–3,3] 
�30%                                                                             91                              29                                                                                              
�25%                                                                         23 (19)                          53                       1,6                     0,35                  1,6 [0,89–3,0]  
�25%                                                                             97                              33                                                                                                
�20%                                                                         17 (14)                          41                       1,2                     0,55                  1,2[0,63–2,4] 
�20%                                                                            103                             34                                                                                                
Примечание. n — количество больных в группе; 1 — медиана продолжительности жизни, мес.; 2 — отношение 
медиан продолжительности жизни в группах сравнения; 3 — статистическая значимость различий значений 
медианы продолжительности жизни, рассчитанная тестом log-rank; HR [95% CI] — соотношение рисков (Hazard 
Ratio) [95% доверительный интервал]; выделение в таблице — границы деления на группы с высокой и низкой 
экспрессией TUBB3, при которых достигаются максимально значимые различия между группами сравнения. 
Note. N — number of patients in the group; 1 — median of life duration, mos; 2 — the ratio of life duration medians in the 
comparison groups; 3 — the statistical significance of differences in life duration median values was calculated using the 
log-rank criterion; HR [95% CI] is the hazard ratio [95% confidence interval]; the highlighting in the table shows the 
boundaries of division into groups with high and low TUBB3 expression, at which the most significant differences between 
the comparison groups are achieved.  



ступления летального исхода у пациентов с низ-
ким уровнем экспрессии маркера �35% оказалась 
ниже почти в два раза в сравнении с высоким — 
�35%, тогда как при границе 40% — в 1,5 раза. Эти 
факты указывают на высокую достоверность бла-
гоприятной прогностически низкой экспрессии 
TUBB3 при показателе 35%. 

Кривые Каплана–Майера, представленные 
на рисунке (a–c), позволяют визуализировать по-
казатели общей выживаемости и рисков леталь-
ного исхода больных НМРЛ с высоким и низким 
уровнем экспрессии в опухоли TUBB3 при разных 
границах деления на группы сравнения. 

Не возвращаясь вновь к количественным по-
казателям анализа Каплана–Майера, можно от-
метить, что визуально разница между кривыми 
продолжительности жизни, подтверждающая 
прогностическую значимость экспрессии TUBB3 
в ткани НМРЛ, отчётливо видна при делении ко-
горты исследованных пациентов на группы с вы-
сокой и низкой экспрессией по медиане уровня 
экспрессии маркера 40% (см. рисунок, a). Сравне-
ние кривых Каплана–Майера групп пациентов 
с  высокой и  низкой экспрессией в  опухоли 
TUBB3 выше и ниже 50 и 35% (см. рисунок, b и c) 
визуализирует данные о том, что эти показатели 
экспрессии TUBB3 с  высокой достоверностью 
прогнозируют более агрессивное и менее агрес-
сивное течение болезни соответственно в первом 
и втором случае. 

Заключение 
Результат оценки выживаемости больных 

НМРЛ в течение 96 мес. наблюдения после хирур-
гической операции показал, что уровень экспрес-
сии молекулярного маркера метастатического по-
тенциала эпителиальных опухолевых клеток 
TUBB3 является фактором прогноза агрессивно-
сти течения этого заболевания. Риск наступления 
летального исхода в полтора раза выше в группе 
с уровнем экспрессии TUBB3 �40%, что соответ-
ствует медиане показателя в группе исследован-
ных образцов НМРЛ. 

Анализ кривых Каплана–Майера больных 
НМРЛ с  разным уровнем экспрессии в  опухоли 
TUBB3 показал, что надёжным молекулярным по-
казателем агрессивного течения НМРЛ следует 
признать уровень экспрессии TUBB3 �50%, так 
как риск наступления летального исхода в группе 
с  уровнем экспрессии TUBB3 �50%, оказался 
в 2,7 раз выше, что значительно превышает дан-
ный показатель при других границах деления 
на группы сравнения. С другой стороны, сово-
купность полученных результатов указывает, 
что надёжным клиническим показателем бла-
гоприятного течения НМРЛ является уровень 
экспрессии TUBB3 в опухоли �35%, так как про-
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Выживаемость больных НМРЛ с высоким и низким 
уровнем экспрессии в опухоли TUBB3 при разных 
границах деления на группы сравнения (кривые Ка-
плана–Майера, n=120).  
Примечание. p — статистическая значимость различий; 
HR (Hazard Ratio) — соотношение рисков наступления 
летального исхода в группах сравнения при разных 
границах деления на группы с высоким и низким уров-
нем экспрессии TUBB3: a — �40% vs �40%; b — �50% vs 
�50%; c — �35% vs �35%.  
Fig. Overall survival of patients with NSCLC with high 
and low levels of TUBB3 expression in the tumor at different 
boundaries of division into comparison groups 
(Kaplan–Meier curves, N=120). 
Note. P — the level of statistical significance of the differences; 
HR (Hazard Ratio) — the ratio of the risks of death in the 
comparison groups at different boundaries of division into 
subgroups with high and low levels of TUBB3 expression: 
a  — �40% vs �40%; b — �50% vs �50%; c — �35% vs 
�35%.  



должительность жизни и соотношение рисков на-
ступления летального исхода болезни статисти-
чески значимо практически в 2 раза превышает 
таковые показатели по сравнению с пациентами 
с более высокой экспрессией в опухоли TUBB3. 

И наконец, результаты исследования позво-
ляют рассматривать НМРЛ не только как опухоль 
с высоким уровнем экспрессии TUBB3, но и как 
заболевание, в  патогенез которого этот белок 
микротрубочек вносит существенный вклад, а по-
казатель экспрессии TUBB3 в опухоли — как ори-
ентир при выборе оптимальной тактики ведения 
пациентов с НМРЛ. 
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