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Аннотация
Введение. Первичные клеточные культуры карциномы молочнои�  железы (КМЖ) используются как 
модель для изучения процессов внутриопухолевои�  гетерогенности, лекарственнои�  резистентности и 
различных молекулярно-биологических процессов. Одним из вариантов первичнои�  культуры являет-
ся неадгезивная культура клеток в виде сфероидов – маммосфер. Имеются данные о том, что клетки, 
выделенные из маммосфер, имеют мезенхимальные признаки. Однако приобретение мезенхимальных 
признаков в маммосферах, полученных из опухолеи� , коррелирует с подавлением экспрессии рецепто-
ров эстрогена и, следовательно, с резистентностью к терапии против гормонзависимых опухолеи� . Цель 
исследования – определить влияние методики культивирования клеток КМЖ на способность клеток 
сохранять эпителиальныи�  фенотип. Материалы и методы. Представлен сравнительныи�  анализ двух 
образцов культуры КМЖ, исследуемых на протяжении трех пассажеи�  при разных способах культивиро-
вания. Окраска для морфологическои�  оценки проводилась по Паппенгеи� му. Определение принадлежно-
сти клеток к эпителиальным проводили с использованием антитела anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) 
Primary Antibody (Roche diagnostics, USA). Результаты. Для анализа культур были взяты три пассажа (Р2, 
Р3, Р4) неадгезивных и три пассажа адгезивных клеток. В ходе исследования данных вариантов куль-
туры КМЖ были определены морфологические особенности клеток на каждом пассаже и обнаружено, 
что независимо от методики, выбраннои�  при культивировании, клетки исследуемых культур сохраняют 
эпителиальныи�  фенотип. Однако при исследовании адгезивнои�  культуры выявлен большии�  процент 
клеток, демонстрирующих эпителиальныи�  фенотип, по сравнению с клетками неадгезивнои�  культуры. 
Обсуждение. В ходе исследования выделено шесть морфологических групп клеток, полученных при 
создании первичнои�  культуры образца КМЖ, среди которых проявляются отличия в сохранении эпи-
телиальнои�  природы на всем протяжении культивирования. Заключение. Выбор методики культиви-
рования оказывает влияние на способность клеток сохранять эпителиальныи�  фенотип на протяжении 
трех пассажеи� . На втором пассаже уровень экспрессии панцитокератина в адгезивнои�  культуре значимо 
отличается от неадгезивнои� . К четвертому пассажу происходит резкое снижение количества эпители-
альных клеток.
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Abstract
Introduction. Primary cell cultures of breast carcinoma (BC) are used as a model for study the processes of 
intratumoral heterogeneity, drug resistance and various molecular and biological processes. One of the variants 
of primary culture is non-adhesive cell culture in the form of spheroids – mammospheres. There is evidence 
that cells isolated from mammospheres have mesenchymal features. However, the acquisition of mesenchymal 
features in mammospheres derived from tumors correlates with suppression of estrogen receptor expression 
and, therefore, with resistance to therapy against hormone-dependent tumors. The aim of the study was to 
determine the effect of the method of culturing BC cells on the ability of cells to preserve the epithelial phenotype. 
Materials and methods A comparative analysis of two BC culture samples examined over three passages using 
different methods of cultivation was performed. Staining for morphological evaluation was carried out according 
to Pappenheim. Determination of belonging to epitheliocytes was performed using anti-Pan Keratin (AE1/AE3/
PCK26) Primary Antibody (Roche diagnostics, USA). Results Three passages (P2, P3, P4) of non-adherent and 
three passages of adherent cells were taken for culture analysis. During the study of these BC culture variants, 
the morphological features of the cells in each passage were determined and it was found that regardless of the 
technique chosen during cultivation, the cells of the cultures under study retained the epithelial phenotype. 
However, the study of the adhesive culture revealed a higher percentage of cells showing the epithelial phenotype 
compared to the cells of the non-adhesive culture. Discussion In the course of our study, six morphological 
groups of cells obtained during the creation of a primary culture of a BC sample were identified, among which 
differences in the preservation of the epithelial nature throughout the cultivation were manifested. Conclusion 
The choice of cultivation technique influences the ability of cells to retain the epithelial phenotype for three 
passages. In the second passage, the level of pancytokeratin expression in the adhesive culture is significantly 
differed from that in the non-adhesive culture. By the fourth passage there is a sharp decrease in the number of 
epithelial cells.
Keywords: primary cell culture, mammospheres, breast carcinoma
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ВВЕДЕНИЕ
Иммортализованные клеточные линии кар-

циномы молочной железы (КМЖ) длительное 
время применяются для оценки in vitro под-
ходов к лечению, диагностике, профилактике  
онкологических заболеваний [1–4]. 

Однако при сравнении клеточных линий с кли-
ническими образцами КМЖ обнаружилось, что все 
клеточные линии имеют большее сходство друг с 
другом, чем с клиническими образцами, которые 
они должны моделировать [5]. Поэтому в послед-
ние несколько лет получение первичных культур 
является актуальной задачей для разработки ме-
тодик персонализированной терапии рака. Такая 
культура обладает характеристиками более близ-
кими к условиям ex vivo, поскольку содержит не 
только опухолевые клетки, но и включает элементы 

микроокружения: стромальные компоненты, клет-
ки иммунной системы, клетки эндотелия сосудов, то 
есть все, что окружает опухоль в организме [6, 7].

Остается открытым вопрос: какой вариант для по-
лучения релевантной модели КМЖ in vitro подходит 
больше – адгезивная культура или маммосферы [8].

Методики, используемые при получении клеточ-
ных культур, отличаются у разных авторов. Это связа-
но с определенными сложностями, которые возника-
ют при культивировании опухолевых клеток [9–11].

В литературе имеются данные о том, что в кле-
точных линиях рака молочной железы сфероиды 
демонстрируют наличие стволовых опухолевых 
клеток, а также имеют функциональную связь 
между экспрессией E-кадгерина, связанной с ти-
пичной эпителиальной морфологией, что может 
способствовать получению культуры с меньшим 
количеством фибробластов и сохранению природы 



Патофиизиология / Pathophysiology

91 Уральскии�  медицинскии�  журнал / Ural medical journal. Том 21  № 6. 20229191

опухоли, более близкой к природе in vivo [12, 13].
В то же время имеются данные о том, что клет-

ки, выделенные из маммосфер, имеют мезенхи-
мальные признаки [13]. Однако приобретение 
мезенхимальных признаков клетками в маммос-
ферах, полученных из опухолей, коррелирует с 
подавлением экспрессии рецепторов эстрогена и, 
следовательно, с резистентностью к терапии гор-
монзависимых опухолей [14–15]. В связи с этим 
скрининг новых лекарственных соединений дол-
жен проводиться в условиях культивирования, ко-
торые хорошо отражают эти явления, а получение 
маммосфер потенциально позволяет использо-
вать новые терапевтические подходы [16]. Однако 
остается открытым вопрос о выборе методики по-
лучения первичной культуры, поскольку наличие 
большого количества клеток, демонстрирующих 
мезенхимальный фенотип как в адгезивной, так 
и в неадгезивной культуре может привести к пол-
ной потере связи между культурой и изначальным 
образцом опухоли [17–19]. 

Цель исследования – определить влияние ме-
тодики культивирования клеток КМЖ на способ-
ность клеток сохранять эпителиальный фенотип. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе представлен сравнительный анализ 

двух образцов культуры КМЖ на протяжении трех 
пассажей при разных способах культивирования. 
Материал был получен в ходе хирургического вме-
шательства у пациентки с диагнозом карцинома 
молочной железы слева, T1N0M. Наличие клиниче-
ского диагноза и добровольное согласие пациентки 
послужили критерием включения образца в иссле-
дование. Из части материала были изготовлены 
парафиновые блоки для иммуногистохимического 
(ИГХ) фенотипирования опухоли [20]. Иммуногисто-
химические реакции осуществлялись в автостейне-
ре DACO (Дания). Для определения экспрессии ре-
цепторов срезы окрашивали моноклональными ан-
тителами к рецепторам эстрогенов (клон 1D5, Dako, 
Дания), рецепторам прогестерона (клон PgR636, 
Dako, Дания), Ki-67 (клон MIB-1, Dako, Дания), а так-
же моноклональными антителами к Her2/neu (clone 
4B5, Rabbit Monoclonal primary Antibody, Ventana, 
США). Ядра клеток докрашивали гематоксилином. 

Уровень экспрессии рецепторов определяли по 
шкале Allred от 0 до 8 баллов, учитывающей одно-
временно количество окрашенных ядер опухолевых 
клеток и интенсивность их окраски (рис. 1) [21]. 

Уровень пролиферативной активности опреде-
ляли по процентному отношению числа окрашен-

ных и неокрашенных к Ki-67 ядер клеток опухоли. 
При подсчете учитывали только ядерное окра-
шивание, без учета его интенсивности и особен-
ностей прокрашивания ядер опухолевых клеток. 
Подсчет проводился при увеличении оптического 
микроскопа ×400. При диффузном распределении 
окрашивания исследование проводилось в не-
скольких случайно выбранных полях зрения среза 
опухоли. В каждом случае оценивали не менее 600 
опухолевых клеток на случай наблюдения [20–21]. 

По результатам иммуногистохимического ис-
следования первого образца КМЖ была выявлена 
экспрессия рецепторов эстрогена – 8 баллов, про-
гестерона – 5 баллов, индекс клеточной пролифе-
рации Кi-67 составил 30 %. Экспрессия к HER-2/
neu отсутствовала. Таким образом, данный образец 
карциномы молочной железы относился к люми-
нальному-B подтипу, HER-2-негативному. По ре-
зультатам ИГХ исследования второго образца вы-
явлена экспрессия рецепторов эстрогена – 2 балла, 
прогестерона – 8 баллов, индекс клеточной проли-
ферации Кi-67 составил 30 %. Экспрессия к HER-2/
neu отсутствовала. Таким образом, данный образец 
КМЖ относился к люминальному-А подтипу. 

Другую часть материала доставляли в лабора-
торию клеточных культур в стерильных услови-
ях в растворе Хэнкса с 5 % гентамицина. Образцы 
измельчали, далее гомогенную массу помещали в 
среду для диссоциации (ферменты коллагеназа – 
гиалуронидаза, DMEM-F12) и инкубировали около 
15–16 часов в отсутствии СО2 на шейкере. Полу-
ченную взвесь центрифугировали при 0,7 RPM (30 
сек), супернатант сливали, а осадок ресуспендиро-
вали с трипсином, после чего растворяли в HF (рас-
твор Хэнкса с 10 % FBS) и центрифугировали при 
1,4 RPM (5 мин). Супернатант сливали, а получен-
ный осадок растворяли в диспазе и ДНКазе, вновь 
центрифугировали, после чего разводили кле-
точный осадок в питательной среде Mammocult™ 
Human Medium (STEMCELL) и помещали в культу-
ральные флаконы. После первого пассажа культу-
ру поделили на адгезивную и неадгезивную. Для 
пересева клеточную культуру диссоциировали в 
трипсине, часть осадка распределяли на предмет-
ные стекла, покрытые коллагеном и помещенные 
в чашки Петри, культивировали 1–2 дня для про-
ведения иммуноцитохимического исследования 
(ИЦХ). Далее стекла высушивали, фиксировали в 
10 % нейтральном формальдегиде в течение 2–3 
часов, затем промывали фосфатным буфером, вы-
полняли проводку по ксилолам и спиртам. При 
определении принадлежности клеток к эпители-

Таблица 1 
Сравнение количества клеток, экспрессирующих панцитокератин, при разных способах культивирования

Адгезивная культура, n = 500 Неадгезивная культура, n = 500 р (χ2); 
п. И� етсаОкрашенных, шт. % Окрашенных, шт. %

Р2 230 46 133 26,5 р = 0,001; р = 0,001
Р3 180 36 151 29 р = 0,052; р = 0,060
Р4 54 10,8 47 9,3 р = 0,463; р = 0,529

р (χ2), 
п. И� етса

Р2:Р3 = 0,002; Р2:Р3 = 0,002;
Р3:Р4 = 0,001; Р3:Р4 = 0,001; 
Р2:Р4 = 0,001; Р2:Р4 = 0,001

Р2:Р3 = 0,207; Р2:Р3 = 0,234;
Р3:Р4 = 0,001; Р3:Р4 = 0,001; 
Р2:Р4 = 0,001; Р2:Р4 = 0,001
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альному фенотипу использовали антитела anti-
Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) Primary Antibody 
(Roche diagnostics, USA), проводили демаскировку 
с помощью 0,01%-го раствора Тритон X-100 (10 
минут), трипсинизировали в течение 10 минут, 
для блокирования неспецифического связывания 
антител клетки инкубировали в 1%-м растворе 
эмбриональной бычьей сыворотки. Эпителиаль-
ную природу клеток определяли по процентному 
отношению числа окрашенных и неокрашенных 
клеток. Подсчет проводился при увеличении оп-
тического микроскопа ×200. В каждом случае оце-
нивали не менее 500 клеток на случай наблюде-
ния. Контроль над ростом культуры проводился с 
помощью микроскопа Eclipse TS100, Nikon, опреде-
ление подтипа осуществлялось с помощью микро-
скопа Meiji Techno MT4200L. 

Для статистической обработки результатов 
использовали программу Statistica 5.1. Рассчиты-
вали число клеток, экспрессирующих панцитоке-
ратин. Для сравнительного анализа качественных 
переменных применяли критерий Хи-квадрат с 

поправкой Йейтса на основании анализа таблиц 
сопряженности, критерий значимости различий р 
принимался равным менее 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты исследования культуры на первом 

пассаже выявили тенденцию как к формированию 
монослоя культивируемыми клетками, так и к об-
разованию маммосфер (рис. 2). 

 На втором пассаже культура была разделена 
на адгезивную (фрагменты монослоя) и неадге-
зивную (маммосферы) части, после чего было 
проведено ИЦХ для определения принадлежности 
культивируемых клеток к эпителиальной приро-
де. Было выявлено, что клетки обеих культур экс-
прессировали эпителиальный маркер на втором 
(Р2), третьем (Р3) и четвертом (Р4) пассажах. Так, 
в адгезивной культуре процент эпителиальных 
клеток на P2 составил 46 %, с дальнейшим сниже-
нием показателя на Р3 до 36 % (Р2:Р3, р = 0,002) 
и резким снижением экспрессирующих эпите-
лиальный маркер клеток на Р4 до 10,8 % (Р2:Р4,  

Рис. 1. Шкала оценки экспрессии ER и PR по Allred [21]

Рис. 2. Первый пассаж культуры КМЖ: а – формирование монослоя, ув. ×50, б – образование сфер, ув. ×400 
световая микроскопия 

а б
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р = 0,001; Р3:Р4, р = 0,001). При исследовании кле-
ток неадгезивной культуры процент эпителиаль-
ных клеток на Р2 составил 26,5 % и увеличился на 
P3 до 29 % (Р2:Р3, р = 0,207). Так же как и в случае 
с адгезивной культурой произошло снижение экс-
прессирующих эпителиальный маркер клеток на 
Р4 до 9,8 % (Р2:Р4, р = 0,001; Р3:Р4, р = 0,001).  

При сравнении количества клеток, экспресси-
рующих панцитокератин, в адгезивной и неадге-
зивной культурах обнаружены значимые разли-
чия на втором пассаже р = 0,001 (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты ИЦХ анализа адгезивной и неадге-

зивной культур показывают значимые различия 
в количестве эпителиальных клеток от пассажа к 
пассажу. Уменьшение количества клеток, экспрес-
сирующих панцитокератин на четвертом пассаже, 
свидетельствует об изменении молекулярно-гене-
тической природы культуры и является ограниче-
нием для проведения дальнейших пассажей. 

В большинстве работ, посвященных первичной 
культуре КМЖ, имеются данные о том, в процес-
се культивирования выявляются промежуточные 
клеточные формы, которые могут быть переход-
ными стадиями между эпителиальными клетками 
и клетками с мезенхимальной природой [22–24]. 

В ходе нашего исследования получены дан-
ные о том, что при создании первичной культу-
ры образца КМЖ среди культивируемых клеток 
проявляются отличия в сохранении эпителиаль-
ной природы уже на первом пассаже, что может 
являться определяющим моментом при прове-
дении визуального контроля состояния клеток 
культуры при длительном культивировании.

Полученные данные согласуются с результа-
тами исследователей об изменении фенотипа 
опухолевых клеток в процессе культивирования, 

а также демонстрируют необходимость контроли-
ровать сохранение эпителиальной природы при 
получении первичной культуры клеток и перево-
де ее в клеточную линию [24–27].

При проведении сравнительного анализа уровня 
экспрессии панцитокератина в адгезивной и неадге-
зивной культурах выявлена отчетливая тенденция 
к сохранению эпителиальной природы клеток ад-
гезивной культуры по сравнению с клетками сферо-
идов. Полученные нами данные коррелируют с ре-
зультатами исследователей, отмечающих снижение 
количества эпителиальных клеток и увеличение 
клеток, экспрессирующих мезенхимальные марке-
ры, при культивировании маммосфер [15, 25–27]. 

При этом на третьем пассаже в неадгезивной 
культуре произошло значимое увеличение коли-
чества клеток, экспрессирующих панцитокератин, 
по сравнению со вторым и четвертым пассажем. 
Эти данные могут свидетельствовать о том, что 
при культивировании маммосфер происходят про-
цессы эпителиально-мезенхимального перехода. 
Доказано, что в состав сфероидов входят стволо-
вые раковые клетки, однако до сих пор нет полных 
данных в понимании процессов самообновления 
и дифференцировки этих клеток, соответственно 
нет и возможности утверждать о корреляции ре-
зультатов in vivo и ex vivo [28–30]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследования выявлено, что вы-

бор методики культивирования оказывает вли-
яние на способность клеток сохранять эпители-
альный фенотип на протяжении трех пассажей. На 
втором пассаже уровень экспрессии панцитокера-
тина в адгезивной культуре значимо отличается 
от неадгезивной. К четвертому пассажу при обеих 
методиках происходит достоверное снижение ко-
личества эпителиальных клеток.
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