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Аннотация
Введение. Несмотря на значительные достижения в области создания стабильных клеточных линий, 
в последнее время акцент исследований смещается в сторону создания первичных клеточных культур, 
полученных непосредственно из образца опухоли пациентов, которые включают в себя как клетки опу-
холи, так и клетки микроокружения. Цель исследования — сравнить морфологические характеристи-
ки клеток образца карциномы молочной железы при культивировании на протяжении трех пассажей. 
Материалы и методы. Материал для исследования был получен в ходе хирургического вмешательства 
у пациентки с диагнозом «карцинома молочной железы». Из образца опухоли получали срезы, которые 
готовили по стандартному гистологическому протоколу и окрашивали моноклональными антителами 
к рецепторам эстрогенов, прогестерона, Ki-67, Her2/neu. Ядра клеток докрашивали гематоксилином. 
Иммуногистохимическая реакция осуществлялась в автостейнере DAКO (Дания). Часть материала по-
мещали в раствор Хэнкса с 5% антибиотиков-антимикотиков и доставляли в Лабораторию клеточных 
культур, где после проведения стандартного протокола получения клеточной культуры опухолевые 
клетки разводили в питательной среде Mammocult и помещали в культуральные флаконы. Для мор-
фологической оценки клетки окрашивали по Паппенгейму. Для иммуноцитохимического анализа при 
определении принадлежности клеток к эпителиоцитам с использованием антитела anti-Pan Keratin 
Primary Antibody. Подсчет количества клеток осуществлялся в автоматическом счетчике TC20, контроль 
за ростом культуры проводился с помощью микроскопа Eclipse TS100, Nikon (Япония). Результаты и 
обсуждение. На основании иммуногистохимического исследования образец опухоли отнесен к Люми-
нальному-А подтипу. В ходе исследования выделено несколько групп клеток, которым дана цитологи-
ческая оценка. Результаты иммуноцитохимического анализа культивированных клеток подтверждают 
сохранение опухолевыми клетками эпителиального фенотипа в процессе культивирования. Несмотря 
на проявление клеточного полиморфизма в культуре клеток КМЖ, на протяжении трех пассажей куль-
тивируемые опухолевые клетки сохраняют эпителиальную природу и проявляют тенденцию к фор-
мированию монослоя. Заключение. Детальное изучение цитоморфологии и иммуноцитологических 
характеристик культивируемых клеток различных иммуногистохимических подтипов КМЖ поможет 
оценивать основные закономерности процесса жизнедеятельности опухолевых клеток in vitro и по-
зволит более дифференцированно подходить к созданию персонифицированных клеточных культур с 
целью отработки направленности химиотерапевтического воздействия на опухоли конкретных паци-
енток.
Ключевые слова: карцинома молочной железы, Люминальный А подтип, первичная клеточная культу-
ра, цитология, иммуногистохимия.
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Abstract
Introduction. Despite significant advances in the creation of stable cell lines, the focus of research has recently 
shifted toward the creation of primary cell cultures derived directly from patient tumor samples, which include 
both tumor cells and microenvironmental cells. The aim of the study was to compare the morphological 
characteristics of the cells of a breast carcinoma sample when cultured over three passages. Materials and 
methods. Material for the study was obtained during surgical intervention in a patient diagnosed with breast 
carcinoma. Slices were prepared from the tumor sample according to the standard histological protocol and 
stained with monoclonal antibodies to estrogen, progesterone, Ki-67, Her2/neu receptors. Cell nuclei were 
stained with hematoxylin. Immunohistochemical reaction was performed in DAKO autostainer (Denmark). Part 
of the material was placed in Hanks' solution with 5% antibiotic antimycotics and delivered to the Cell Culture 
Laboratory, where after performing the standard protocol for obtaining cell culture, tumor cells were diluted in 
Mammocult nutrient medium and placed in culture vials. For morphological evaluation, cells were stained by 
Pappenheim. For immunocytochemical analysis in determining the belonging of cells to epithelial cells using 
anti-Pan Keratin Primary Antibody antibody. The number of cells was counted in an automatic TC20 counter, 
and culture growth was monitored using an Eclipse TS100 microscope, Nikon (Japan). Results and Discussion. 
On the basis of immunohistochemical study, the tumor sample was classified as Luminal-A subtype. During 
the study several groups of cells were isolated and cytologically evaluated. The results of immunocytochemical 
analysis of the cultured cells confirm that the tumor cells retained their epithelial phenotype during culturing. 
In spite of the manifestation of cell polymorphism in BML cell culture, during three passages the cultured tumor 
cells retained their epithelial nature and showed a tendency to form a monolayer. Conclusion. A detailed study 
of cytomorphology and immunocytological characteristics of cultured cells of different immunohistochemical 
PBMC subtypes will help to evaluate the main regularities of tumor cell vital functions in vitro and allow a 
more differentiated approach to the creation of personalized cell cultures in order to develop a targeted 
chemotherapeutic effect on tumors of specific patients.
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ВВЕДЕНИЕ
Карцинома молочной железы (КМЖ) продол-

жает оставаться лидером в структуре смертно-
сти женского населения во всем мире и включает 
сложную и разнообразную группу новообразова-
ний, которые классифицированы по различным 
молекулярно-биологическим подтипам для опре-
деления прогноза течения заболевания и чувстви-
тельности клеток опухоли к различным видам ле-
карственной терапии. Выделяют пять подтипов: 
Luminal А, Luminal В, Luminal В (HER2+), HER2-
overexpression, Basal-like [1].

В качестве универсальных моделей для про-
ведения фундаментальных исследований in vitro 
молекулярных, клеточных механизмов роста опу-
холи, анализа активности лекарственных препа-
ратов, оценки подходов к диагностике, лечению, 
профилактике онкологических заболеваний вы-
ступают стабильные клеточные линии [2]. Кол-

лекция иммортализированных клеточных линий 
постоянно обновляется и в настоящее время на-
считывает свыше 50 различных вариантов куль-
тур, характеризующих разные подтипы КМЖ [3].

Однако данное заболевание имеет высокую 
степень гетерогенности, что усложняет созда-
ние модели in vitro, полностью соответствующей 
фенотипу опухоли за счет высокой вероятности 
появления молекулярных и генетических измене-
ний в опухолевых клетках при большом количе-
стве пассажей [4]. Результаты исследования раз-
личных клеточных линий, выращенных in vitro 
или in vivo, показали, что эти линии имеют боль-
шее сходство друг с другом, чем с клиническими 
образцами, которые они должны моделировать 
[5].

Несмотря на значительные достижения в об-
ласти создания стабильных иммортализирован-
ных клеточных линий, в настоящее время акцент 
исследователей смещается в сторону создания 
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первичных клеточных культур, которые включа-
ют в себя как клетки опухоли, так и клетки микро-
окружения (фибробласты, T-клетки, клетки эндо-
телия сосудов), играющие определенные роли в 
физиологии, структуре и функциях опухоли [6, 7]. 
Более того, в ряде исследований документально 
подтверждены сходства и различия между кле-
точными линиями рака груди и первичными опу-
холями на уровне экспрессии генов [8, 9], коли-
чества копий ДНК [8] и ответа на лекарственную 
терапию [10].

На сегодняшний день первичная культура 
опухолевых клеток наряду с неоспоримыми до-
стоинствами имеет и ряд недостатков [11], к ко-
торым относятся потеря эпителиальной природы 
клеток при диссоциации [12], генетический дрейф 
при длительном поддержании культуры [13], тех-
нические сложности при ее создании, вызванные 
недостаточным воспроизведением элементов 
микроокружения опухоли и наличия большого 
количества фибробластов в образцах опухолей, 
которые быстро приспосабливаются к условиям 
in vitro и размножаются быстрее, чем эпителиаль-
ные клетки [14].

С развитием клеточных технологий предла-
гается все больше вариантов решения проблем, 
возникающих при создании первичных культур 
опухолевых клеток. Так, предложены новые пути 
диссоциации культуры [15], подбор и использова-
ние специальных обогащенных питательных сред 
[16, 17], использование специфических покрытий, 
способных поддерживать стабильный рост попу-
ляции опухолевых клеток [18, 19, 20], что приво-
дит к получению первичных опухолей с доказан-
ной эпителиальной природой [21, 22].

В диагностике КМЖ большое значение имеет 
цитологическое исследование опухолевых клеток 
[23], описание морфологии первичных клеточных 
культур, полученных от пациентов с различными 
молекулярно-генетическими подтипами опухоли 
[24, 25], сравнительный анализ клеток в культу-
рах при различных пассажах [26, 27], изучение 
реакции культивируемых клеток на воздействие 
химическими препаратами [28, 29].

Кроме того, в процессе исследования первич-
ных культур огромное значение имеет изучение 
пролиферативных процессов клеток в культуре, 
состояние их рецепторного статуса [30], роль и 
влияние процессов эпителио-мезенхимального 
перехода на морфологическое и функциональное 
состояние опухолевых клеток при культивирова-
нии [31].

Цель исследования — сравнить морфологи-
ческие характеристики клеток образца карцино-
мы молочной железы при культивировании на 
протяжении трех пассажей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материал был получен в ходе хирургического 

вмешательства у пациентки с диагнозом «карци-
нома молочной железы». Критериями включения 
образца в исследование явились наличие диа-
гноза «карцинома молочной железы» справа (T2.
N0.M0) и добровольное информированное согла-
сие, подписанное пациенткой.

Из образца опухоли получали срезы, которые 
готовили по стандартному гистологическому про-
токолу и окрашивали моноклональными антите-
лами к рецепторам эстрогенов (клон 1D5, Dako, 
Дания), рецепторам прогестерона (клон PgR636, 
Dako, Дания), Ki-67 (клон MIB-1, Dako, Дания), 

Her2/neu (клон 4B5, Ventana, США). Ядра клеток 
докрашивали гематоксилином. Иммуногистохи-
мическая реакция осуществлялась в автостейне-
ре DAКO (Дания). Уровень экспрессии рецепторов 
эстрогена (ER) и прогестерона (PR) оценивался по 
шкале от 0 до 8 баллов [1], которая учитывает как 
количество клеток, ядра которых экспрессиру-
ют рецепторы ER и PR, так и степень экспрессии. 
Уровень пролиферативной активности клеток 
оценивали по ядерному индексу пролиферации 
опухолевых клеток — Ki-67, который в процент-
ном соотношении выражает число положительно 
окрашенных ядер опухолевых клеток от общего 
количества подсчитанных клеток.

Часть материала помещали в раствор Хэнкса с 
5% антибиотиков-антимикотиков и доставляли в 
Лабораторию клеточных культур. После механи-
ческого измельчения гомогенную массу образцов 
помещали в среду для диссоциации (ферменты 
коллагеназа–гиалуронидаза, DMEM-F12) и инку-
бировали 16 часов в отсутствие СО2 на шейкере. 
Полученную взвесь центрифугировали при 0,7 
RPM (30 сек.), супернатант сливали, а осадок ресу-
спендировали с трипсином, после чего растворяли 
в HF (раствор Хэнкса с 10% FBS) и центрифугиро-
вали при 1,4 RPM (5 мин). Полученный осадок рас-
творяли в диспазе и ДНКазе, вновь центрифуги-
ровали, после чего разводили клеточный осадок 
в питательной среде Mammocult и помещали в 
культуральные флаконы. Для пересева клеточную 
культуру диссоциировали в трипсине, часть выса-
живали на предметные стекла в чашки Петри. Для 
морфологической оценки клетки окрашивали по 
Паппенгейму.

Для иммуноцитохимического анализа стекла 
высушивали, фиксировали в 10% нейтральном 
формальдегиде в течение 2-3 часов, затем промы-
вали фосфатным буфером, выполняли проводку 
по ксилолам и спиртам. При определении принад-
лежности клеток к эпителиоцитам с использова-
нием антитела anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) 
Primary Antibody (Roche diagnostics, USA) проводи-
ли демаскировку с помощью 0,01% раствора Три-
тон X-100 (10 минут), трипсином (10 минут), для 
блокирования неспецифического связывания ан-
тител клетки инкубировали в 1% растворе эмбри-
ональной бычьей сыворотки. Подсчет количества 
клеток осуществлялся в автоматическом счетчике 
TC20, контроль за ростом культуры проводился с 
помощью микроскопа Eclipse TS100, Nikon (Япо-
ния).

РЕЗУЛЬТАТЫ
По итогам иммуногистохимического исследо-

вания образца КМЖ выявлена экспрессия рецеп-
торов эстрогена (ER) — 20 баллов, прогестерона 
(PR) — 70 баллов, Ki-67 — 10%, амплификация 
гена HER2 отсутствует. Согласно классификации 
иммуногистохимических подтипов КМЖ данный 
образец относится к Люминальному A подтипу 
[32].

Морфологическое исследование культивируе-
мых клеток образца на протяжении трех пассажей 
показали, что в исследуемых культурах выявляет-
ся несколько типов клеток (рис. 1).

В культуре первого пассажа (Р1) присутствуют 
следующие типы клеток:

Первый тип — мелкие (4-6 мкм) округлые 
клетки, с четкими границами. Ядро плотное, ги-
перхромное, занимает значительную часть цито-
плазмы, которая представлена узким гомогенным 
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ободком. Эти клетки лежат в основном отдельно, 
но встречаются группы из нескольких клеток без 
плотных контактов между ними.

 

Рис. 1. Морфология клеток культуры карциномы 
молочной железы 1 пассаж (Р1). 1 — первый тип, 2 —  
второй тип, 3 — третий тип, 4 — четвертый тип, 5 — 
пятый тип, 6 — шестой тип. Световая микроскопия, 

окрашивание по Паппенгейму, ув. 200

Второй тип — округлые, овальные клет-
ки средних размеров (10-12 мкм) с неровными 
границами, обусловленными выпячиваниями 
плазмолеммы. Ядро крупное, центрально распо-
ложенное, рисунок хроматина неравномерный, 
определяется ядрышко. Эндоцитоплазма этих 
клеток плотная, темноокрашена, содержит грану-
лы. Эктоцитоплазма светлая, пенистая, с большим 
количеством вакуолей. Клетки лежат как отдель-
но, так и образуют группы из 3-5 клеток, достаточ-
но плотно прилежащих друг к другу с небольшим 
количеством межклеточного пространства.

Третий тип — отросчатые клетки средних 
размеров, имеющих много вытягивающихся вы-
ростов по всей поверхности. Ядро светлое, глыбки 
мелкодисперсного хроматина распределены рав-
номерно, хорошо определяется ядрышко. Эндо-
цитоплазма вакуолизирована, светлая пенистая, 
эктоцитоплазма более гомогенная. Эти клетки ле-
жат отдельно, без тенденции к слиянию.

Четвертый тип — фибробластоподобные, 
средних (12-14 мкм) и крупных (16-18 мкм) раз-
меров клетки с нечеткими границами. Имеют 
один тонкий, длинный отросток, а на противо-
положном полюсе и латерально по поверхности 
— толстые широкие выпячивания, заполненные 
светлой пенистой эктоцитоплазмой. Ядро распо-
ложено центрально, рисунок мелкодисперсного 
хроматина равномерный, определяется ядрыш-
ко. Эндоцитоплазма плотная, содержит гранулы. 
Клетки расположены группами по 5 и более кле-
ток, плотно контактируют отростками.

Пятый тип клеток — достаточно крупные 
(16-18 мкм), имеют веерообразную форму. Один 
отросток клетки тонкий длинный, на противопо-
ложном полюсе клетки — широкий короткий ве-
ерообразный отросток. Ядро расположено в цен-
тре, ближе к веерообразному выросту, овальное, 
рисунок хроматина равномерный, определяется 
ядрышко. Эндоцитоплазма плотная, темноокра-
шена, содержит гранулы, эктоцитоплазма (в ве-
ерообразном выпячивании) светлая, пенистая, с 
большим количеством крупных вакуолей. Клетки 
лежат отдельно и группами, в которых контакти-
руют отростками.

Шестой тип — гигантские (20-30 мкм) рас-
пластанные клетки с неровными, но четкими гра-
ницами, с широкими короткими выпячиваниями 
цитоплазмы. Ядро расположено эксцентрично, 
глыбки хроматина крупные, плотно прилегают 
друг к другу, ядрышко не определяется. Эндоци-
топлазма плотная, темноокрашена, содержит раз-
ного размера гранулы. Эктоцитоплазма светлая, 
содержит мелкодисперсные вакуоли. Среди этих 
клеток встречаются двухъядерные. Их количество 
небольшое, лежат отдельно.

Кроме того, в культуре Р1 встречаются участ-
ки монослоя, состоящие из плотно прилежащих 
друг к другу клеток средних размеров (10-12 мкм) 
полигональной формы, без отростков. Границы 
клеток четкие, ядра светлые, видны ядрышки, 
цитоплазма светлая, пенистая. Периферические 
клетки группы вытягивают отростки (рис. 2).

 

Рис. 2. Клеточная культура карциномы молочной 
железы, 1 пассаж (Р1), световая микроскопия, 

нативный препарат, ув. 100

При изучении культуры на втором пассаже 
(Р2) определились три основных типа клеток:

Первый тип — мелкие округлые клетки (4-6 
мкм) с четкими границами, которые по своим 
морфологическим характеристикам аналогичны 
клеткам первого типа культуры Р1.

Второй тип клеток — округлые, средних раз-
меров (10-12 мкм) с четкими границами. Ядро 
округлое, расположено центрально, хроматин 
плотный, рисунок равномерный. Цитоплазма го-
могенная, светлая, равномерно окрашена. Так же, 
как и клетки первого типа, лежат отдельно и груп-
пами без плотных контактов.

К третьему типу отнесены крупные (гигант-
ские, 20-30 мкм) округлые клетки правильной 
формы с четкими ровными границами. Ядро за-
нимает не более 1/3 объема цитоплазмы, распо-
ложено эксцентрично у одного из полюсов клет-
ки. Форма ядра чаще неправильная (бобовидная, 
двулопастное и т.д.), глыбки мелкодисперсного 
хроматина расположены рыхло, ядрышко опре-
деляется редко. Цитоплазма светлоокрашенная, 
эндоцитоплазма более плотная, содержит неболь-
шое количество гранул. Эктоцитоплазма более 
гомогенная. В этих клетках часто встречаются фи-
гуры митоза (метафаза, телофаза), так же встреча-
ются двухъядерные клетки.

Основную популяцию клеток культуры на 
третьем пассаже (Р3, рис. 3) также составили ле-
жащие отдельно или группами мелкие и средние 
клетки округлой формы с четкими границами.
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Второй тип клеток представлен средними и 
крупными клетками вытянутой с обоих полюсов 
формы (вытянутые овалы, треугольные клетки) с 
четкими границами. Ядро чаще лежит централь-
но, в некоторых клетках смещено к одному из по-
люсов, контуры ядра ровные, рисунок хромати-
на равномерный. Цитоплазма светлая, содержит 
гранулы и мелкодисперсные вакуоли в эктоцито-
плазме. Клетки лежат как отдельно, так и группа-
ми неправильной формы, где плотно контактиру-
ют между собой.

Третий тип составили единичные крупные 
(17-19 мкм) округлые клетки с четкими ровными 
границами. Ядро крупное, с ровными контурами, 
занимает половину цитоплазмы, лежит централь-
но, рисунок хроматина равномерный. Цитоплазма 
плотная, гомогенная, светлоокрашеная.

 

Рис. 3. Морфология клеток культуры карциномы 
молочной железы, третий пассаж (Р3). 1 — первый тип, 
2 — второй тип. Световая микроскопия, окрашивание 

по Паппенгейму, ув. 200

Анализ результатов иммуноцитохимического 
исследования мазков клеток показал, что на 
всех пассажах клетки сохраняют эпителиальный 
фенотип (рис. 4).

Рис. 4. Клетки КМЖ после первого и третьего пассажей 
клеточной культуры. Иммуноцитохимическое 

исследование с использованием антител 
к панцитокератину, ув. 200

ОБСУЖДЕНИЕ
В последнее время достаточно широко изуча-

ются культуры клеток карцином молочных желез 
[2, 4, 8], при этом в исследованиях используются 
стабильные иммортализированные клеточные 

линии, характеризующие разные подтипы КМЖ 
[3], коллекция которых постоянно обновляется. На 
этих моделях активно исследуется рецепторный 
аппарат клеток [4, 6], процесс эпителио-
мезенхимального перехода, играющий ведущую 
роль в процессе метастазирования опухолей [8, 19], 
влияние лекарственных препаратов на опухолевые 
клетки в культуре [16, 29]. Цитоморфологические 
исследования культивируемых клеток более 
активно используются при изучении культуры 
фибробластов [27].

Особенностью нашей работы является 
пролонгированное исследование изменения 
морфологических характеристик культивируемых 
клеток карциномы молочной железы, полученных 
непосредственно из операционного материала, 
сохраняющих, по данным иммуноцитохимического 
исследования, эпителиальный фенотип на 
протяжении нескольких пассажей.

Наши исследования показали, что 
полиморфизм клеток культуры Р1, 
проявляющийся наличием различного типа 
выпячиваний, обусловлен тенденцией опухолевых 
клеток к процессу формирования монослоя, 
сопровождающегося перемещениями клеток 
по стеклу, вызывающему изменение их формы, 
размеров. На процесс распластывания указывает 
появление в культуре уплощенных — овальной 
и вытянутой формы — клеток с последующим 
увеличением размеров выпячиваний 
цитоплазмы, а положение выпячиваний 
указывает на направление перемещения и 
распластывания клеток. Следовательно, клетки 
2-5 типов можно рассматривать как переходные 
формы от мелких округлых клеток первого типа 
к гигантским распластанным клеткам. Следует 
также отметить, что эктоцитоплазма всех типов 
клеток, за исключением мелких клеток первого 
типа, содержит многочисленные вакуоли разного 
размера, что, очевидно, связано с «обводнением» 
клеток, находящихся в культуральной среде, 
при их перемещении и увеличении объема 
цитоплазмы.

Смена культуральной среды 
всегда является стрессовым 
фактором для клеток 
культуры, что приводит к их 
инактивации и приобретению 
лимфацитоподобного фенотипа. 
Но при каждом пассаже 
наблюдается различное 
время для восстановления 
клеточной активности. Так, 
при исследовании культуры 
Р2 активность передвижения 
клеток была снижена, но на 
этом пассаже клетки активнее 
вступали в пролиферацию, что 
подтверждается наличием в 
культуре клеток третьего типа, 
находящихся на разных стадиях 

митотического цикла, а наличие двухъядерных 
клеток может свидетельствовать о незавершенном 
процессе цитотомии на момент исследования.

На третьем пассаже клетки вновь обретают 
активность к передвижению и распластыванию, 
что подтверждается наличием уплощенных 
клеток второго типа и появление в культуре 
крупных распластанных клеток без признаков 
активности пролиферативных процессов, а также 
плотных участков монослоя (рис. 5).

Онкология / Oncology



 Уральский медицинский журнал / Ural medical journal. Том 20, № 5. 2021 80

 

Рис. 5. Клеточная культура карциномы молочной 
железы, 3 пассаж (Р3), световая микроскопия, 

нативный препарат, ув. 100

При оценке роста культуры клеток можно на-
блюдать участки плотного монослоя на всех пас-
сажах, который к третьему пассажу сформирован 
более плотно клетками округлой, треугольной, 
веретеновидной формы.

Мы полагаем, что детальное изучение цито-
морфологии и иммуноцитологических характе-
ристик культивируемых клеток различных им-
муногистохимических подтипов КМЖ позволит 
исследователям более дифференцированно под-
ходить к созданию персонифицированных кле-
точных культур с целью отработки направлен-
ности химиотерапевтического воздействия на 
опухоли конкретных пациенток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на проявление клеточного полимор-

физма при культивировании клеток КМЖ, на про-
тяжении трех пассажей клетки данного образца 
сохраняют эпителиальную природу и проявляют 
тенденцию к формированию монослоя.

Данные исследования помогают оценивать 
основные процессы жизнедеятельности опухо-
левых клеток in vitro и имеют большое значение 
для отработки методики создания персонифици-
рованных моделей опухолевых клеток с целью 
определения эффективности цитотоксического 
действия химиопрепаратов и создания индивиду-
ального подхода к стратегии лечения пациенток 
с разными иммуногистохимическими подтипами 
КМЖ.
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