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Аннотация. Иммунофлуоресцентным методом, сопряженным с проточной 
цитометрией, проведена количественная оценка экспрессии эстрогеновых ре-
цепторов альфа (ЕRα) в 115 образцах немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ). 
Показано, что высокий уровень ERα (≥20%) прогнозирует бόльшую агрессив-
ность НМРЛ, чем при низком уровне (<20%): медиана выживаемости при 78 мес. 
наблюдения увеличена в 1,5 раза, риск смерти снижен приблизительно в 2,0 
раза (р = 0,04). Время наступления летального исхода приблизительно у 20% 
больных с низкой экспрессией ERα увеличено в среднем на 18 мес. Результа-
ты в алидируют информативность иммунофлуоресцентного анализа и проточ-
ной цитометрии для количественной оценки экспрессии ЕRα и обосновывают 
перспективность антиэстрогеновой терапии как новой опции лечения НМРЛ, 
в частности, по аналогии с раком молочной железы – в длительном адъювант-
ном режиме у пациентов с ERα+ НМРЛ.
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Широкое распространение рака легкого, не-
удовлетворительные результаты химиотерапии 
и высокая летальность делают необходимым 
поиск новых патогенетически обоснованных 
подходов к лечению и прогнозированию этого 
заболевания. 

К настоящему времени доказана вовлечен-
ность в патогенез рака легкого эстрогеновых 
рецепторов (ERα и ERβ) и в ряде исследований 
продемонстрирована важная роль эстрогенов в 
возникновении и развитии немелкоклеточного 
рака легкого (НМРЛ) [1–3]. Перспективность 
гормональной терапии больных НМРЛ с экс-
прессией в опухоли эстрогеновых рецепторов 
показана в фундаментальных исследованиях.

Так, в культурах НМРЛ отмечены стимуля-
ция пролиферации и миграционной активности 
клеток с экспрессией эстрогеновых рецепторов 
воздействием эстрогенов и ингибирование при 
воздействии антиэстрогенов [4–10]. В экспери-
ментах на животных при воздействии эстрадиола 
отмечено увеличение размера и количества мета-
стазов аденокарциномы Льюис в легких с повы-
шением уровня экспрессии эстрогеновых рецеп-
торов в их ткани, при этом эффект применения у 
мышей тамоксифена был противоположным [11]. 
Введение эстрадиола мышам с индуцированным 
легочным канцерогенезом стимулировало про-
лиферацию опухолевых клеток, а также множе-
ственность и размер опухолевых узлов [12].
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Интересны результаты совместного приме-
нения антиэстрогенов с ингибиторами тиро-
зинкиназ. Показано повышение цитотоксично-
сти при совместном применении препаратов в 
культурах клеток НМРЛ [13–16] и эффектив-
ности лечения мышей с трансплантированным 
НМРЛ [14, 16]. Обнадеживают и клинические 
результаты совместного применения анти-
эстрогенов с ингибиторами тирозинкиназ [17, 
18], а также с доцетакселом и цисплатином, 
даже в случае резистентности к последнему 
препарату [19–21]. 

Однако остаются противоречивыми данные 
о частоте и уровне экспрессии эст рогеновых 
рецепторов в опухолевой ткани больных НМРЛ 
[22] и клинической прогностической значимо-
сти в оценке агрессивности течения болезни. 
При этом результаты различаются при иссле-
довании прогностической значимости как ERα, 
так и ERβ [23–28]. По мнению большинства ис-
следователей, одной из причин этого являются 
методические ошибки при полуколичественном 
определении статуса эстрогеновых рецепторов в 
опухоли иммуногистохимическим методом, ко-
торый рутинно используется в клинике.

Серьезных недостатков иммуногистохимиче-
ского анализа позволяет избежать ассоциирован-
ный с проточной цитометрией иммуно-флуорес-
центный метод, разработка которого является при-
оритетом Онкологического центра им. Н.Н. Бло-                             
хина [29]. Метод лишен субъективизма, позволяет 
одномоментно количественно анализировать 5–10 
тыс. клеток из клеточных суспензий, которые 
получают из хирургических образцов опухолей 
большого размера (до 2 см и более в диаметре). 
Показатель экспрессии эстрогеновых рецепторов 
при этом становится интегральным по большому 
объему опухоли, а не по локальному участку, как 
при иммуногистохимическом анализе, что в зна-
чительной степени нивелирует вклад внутриопу-
холевой гетерогенности в результат анализа.. 

Этот методический подход использован в на-
стоящем исследовании, целью которого стало 
определение прогностической значимости ко-
личественной оценки уровня экспрессии ЕRα в 
ткани немелкоклеточного рака легкого как фак-
тора прогноза агрессивности течения болезни 
и целесообразности проведения адъювантной 
антиэстрогеновой терапии.

Материалы и методы

Проведен сравнительный анализ продол-
жительности жизни больных НМРЛ, различа-

ющихся по уровню экспрессии ERα в опухоли 
(суммарно 115 хирургических биопсийных об-
разцов) при сроке наблюдения 78 мес. после хи-
рургического вмешательства. Экспрессия ERα в 
исследованной выборке образцов опухоли оце-
нена нами ранее иммунофлуоресцентным мето-
дом, ассоциированным с проточной цитометри-
ей [30].

Кратко, для оценки экспрессии маркёра од-
ноклеточные суспензии, полученные из образ-
ца опухоли [29], инкубировали в течение ночи 
(15–20 ч) при 4 °C с первичными моноклональ-
ными антителами к С-концевому фрагменту 
ERα (клон SP1, ab16660, Abcam) в конечном 
разведении 1:1600. Далее, после однократной 
отмывки клеток 2 мл 0,5%-го раствора бычьего 
сывороточного альбумина (BSA) проводили ин-
кубацию в течение 1,5 ч при 4 °C с вторичными 
антителами, конъюгированными с красителем 
DyLight650 (ab98510, Abcam), в конечном раз-
ведении 1:1000. Для удаления из анализа кле-
точного дебриса и эритроцитов клетки в тече-
ние 15 мин инкубировали с ДНК красителем 
Hoechst H33258 (Sigma-Aldrich) в концентра-
ции 1,2 мгк/мл, после чего дважды отмывали 
2 мл 0,5%-го раствора BSA.

Измерение флуоресценции клеток проведе-
но на проточном цитометре «Navios» (Beckman 
Coulter) c использованием каналов FL6 и FL9 
для регистрации флуоресценции красителей 
DyLight650 и Hoechst Н33258 соответственно. 
Оценен уровень экспрессии ERα (количество 
специфически флуоресцирующих клеток (%) 
относительно контроля при инкубации клеток 
только с вторичными антителами), рассчитан-
ный в программе FlowJo 10.0 (FlowJo) с помо-
щью метода Колмогорова–Смирнова.

Для обработки полученных результатов ис-
пользованы статистические методы, включен-
ные в пакет программы GraphPad Prism 8.0 
(GraphPad Software). Характер распределения 
образцов опухоли в исследованной выборке по 
уровню экспрессии маркёра оценен с помощью 
критерия Шапиро–Уилка. Адекватность групп 
сравнения для проведения анализа Каплана–
Майера оценена по категориальным признакам 
с помощью критерия Фишера, для оценки по 
количественным признакам использовали не-
парный t-критерий Стьюдента. Для проведения 
сравнительного анализа общей выживаемости 
пациентов в зависимости от уровня экспрессии 
ERα в ткани опухоли построены кривые Ка-
плана–Майера (критерий log-rank) и проведе-
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на оценка отношения рисков (hazard ratio, HR). 
Статистически значимыми считали различия 
при p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

Характеристика когорты больных НМРЛ, 
включенных в настоящее исследование, по ко-
личественному показателю экспрессии в опухо-
ли ERα проведена нами ранее [29]. Для выбора 
адекватных групп сравнения при проведении 
статистического анализа методом Каплана–
Майера прежде всего оценена сопоставимость 
групп по медиане уровня экспрессии маркёра и 
по числу цензурированных событий при сроке 
наблюдения 78 мес. (табл. 1). 

Полученные результаты показали, что ме-
диана уровня экспрессии ERα в выборке всех 
исследованных больных (включая цензури-
рованные случаи) идентична показателю в 
группе пациентов, переживших 12 мес. после 
хирургического вмешательства (20%). Сход-
ный результат получен при сравнении групп 
пациентов с точно зафиксированной продол-
жительностью жизни, т.е. умерших в течение 
78 мес. после хирургической операции – ме-
диана уровня экспрессии ERα составила 19%. 
При этом отмечено практически полное со-
впадение показателей квартилей медианы в 
группах с включением цензурированных со-
бытий и без них. 

Однако при сравнении числа цензурирован-
ных событий в группах с уровнем экспрессии 
ERα выше и ниже медианы (<20 и ≥20%) вы-

явлены различия по числу таких событий: в вы-
борке всех включенных в исследование пациен-
тов – в 1,7 раз (42% vs 25%), а в группе боль-
ных, переживших 12 мес. после хирургического 
вмешательства – в 1,5 раза (50% vs 34%). Прини-
мая во внимание, что группы сравнения должны 
быть равнозначны по числу цензурированных 
событий, полученный результат поставил под 
сомнение адекватность включения этих данных 
в сравнительный анализ продолжительности 
жизни больных НМРЛ в зависимости от уровня 
экспрессии ERα в опухоли методом Каплана–
Майера. Для анализа выбраны группы сравне-
ния без цензурированных событий – пациенты, 
умершие в течение 78 мес. после хирургической 
операции. 

Условие, которое должно выполняться при 
проведении любого сравнительного анализа – 
сходство сущностных характеристик групп срав-
нения. В нашем случае это клинико-морфологи-
ческие ха рактеристики заболевания.

Данные, представленные в табл. 2, показы-
вают, что по важнейшим клинико-морфологи-
ческим характеристикам, ассоциированным с 
агрессивностью течения НМРЛ (возраст и пол 
пациента, статус курильщика), а также по гисто-
логическому типу опухоли и стадии заболевания 
группы сравнения, включенные в исследование, 
были идентичными (во всех случаях р > 0,05). 

Таким образом, выявлено практически иде-
альное совпадение всех клинически-значимых 
параметров в группах сравнения без цензури-
рованных событий, выбранных для построения 

Т а б л и ц а  1

Характеристика исследованной выборки по уровню экспрессии ERα и числу цензурированных событий при 
сроке наблюдения 78 мес. 

Пациенты
Число 

пациентов в 
группах

Медиана уровня 
ERα [Q1; Q3], % 3

Число цензурированных событий
Различие 5

все пациенты в группах 
сравнения 4

Вся выборка

115 1 20,0 [14,0; 27,0] 34%
25%

1,7
42%

83 2 20,0 [14,0; 28,0] 42%
34%

1,5
50%

Умершие
75 1 19,0 [13,0; 26,0]

нет
48 2 19,0 [13,0; 28,5]

П р и м е ч а н и я: 1 в группу включены все пациенты общей выборки; 2 в группу включены пациенты, пережив-
шие 12 мес. после хирургического вмешательства; 3 [Q1; Q3] – нижний квартиль; верхний квартиль; 4 деление на 
группы сравнения с высокой и низкой экспрессией ERα проведено по показателю медианы 20%; 5 отношение числа 
цензурированных событий в группах сравнения.
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кривых Каплана–Майера. Сравнительный ана-
лиз продолжительности жизни больных НМРЛ с 
разным уровнем экспрессии в опухоли ERα про-
веден при фиксированном сроке наступления 
летального исхода в течение 78 мес. (6,5 лет) на-
блюдения после хирургической операции. Полу-
ченные результаты представлены на рис. 1. 

На рис. 1, А представлены крив  ые Каплана–
Майера, позволившие оценить различия продол-
жительности жизни пациентов, включенных в 
исследование, при делении на группы с низким 
и высоким уровнем экспрессии ERα по медиане 
показателя – низкий (<20%) vs высокий (≥20%). 

Между группами сравнения выяв лено различие в 
медиане ожидаемой продолжительности жизни, 
которая в 1,6 раза выше при низкой экспрессии 
ERα по сравнению с высоким уровнем маркёра в 
опухоли (22,5 мес. vs 14,0 мес.). Различия стати-
стически значимы (р = 0,04), при этом риск на-
ступления смерти в группе с высокой экспресси-
ей ERα в 1,7 раза выше. Однако обращает на себя 
внимание тот факт, что до 12 мес. после операции 
кривые Каплана–Майера в группах сравнения не 
отличаются и «расходятся» только после этого 
срока. Учитавая, что вклад в наступление ле-
тального исхода в этот период после полостной 

 Т а б л и ц а  2

Клинико-морфологические характеристики заболевания в группах сравнения по уровню экспрессии ERα              
в ткани НМРЛ при сроке наблюдения 78 мес.

Характеристики заболевания

Характеристики групп сравнения 4

Все больные (n = 75)  Больные, пережившие 12 мес. 
после операции (n = 48)

Уровень ERα Уровень ERα

<20% (n = 56) ≥20% (n = 59) <20% (n = 27) ≥20% (n = 21)

Возраст, годы 60±9,5 59±9,7 56±9,5 57±9,8

p2 0,98 0,71

Пол

Мужчины 84% 80% 81% 90%

Женщины 16% 20% 19% 10%

p3 0,76 0,45

Статус курильщика1

Курят 46% 54% 71% 94%

Не курят 52% 48% 29% 6%

p3 0,35 0,11 

Гистотип опухоли 

Аденокарцинома 53% 46% 37% 43%

Плоскоклеточный рак 47% 54% 63% 57%

p3 0,14 0,77 

Стадия болезни

I + II 51% 41% 59% 40%

III 49% 49% 41% 60%

p3 0,99 0,24

П р и м е ч а н и я: 1 статус курильщика в группах сравнения установлен для 96 и 59 пациентов; 2 ст атистическая 
значимость различий между группами сравнения (р) рассчитана с помощью непарного t-теста; 3 статистическая зна-
чимость различий между группами сравнения (р) рассчитана с помощью критерия Фишера; 4 n – число пациентов в 
группе.



223
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 3 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 3

Рис. 1. Общая выживаемость больных НМРЛ с высоким и низким уровнем экспрессии ERα в опухоли при границе 
деления на группы сравнения 20% (кривые Каплана–Майера, срок наблюдения 78 мес.): 1 число пациентов в груп-
пе; 2 медиана продолжительности жизни: точки на оси времени, в которой значение функции выживания равно 0,5; 

3        статистическая значимость различий между группа ми сравнения рассчитана с помощью критерия log-rank; 4 HR 
[95% CI] – соотношение рисков (hazard ratio) [95% доверительный интервал]

Рис. 2. Общая выживаемость только умерших больных НМРЛ в зависимости от уровня экспрессии ERα 
в опухоли при границе деления на группы сравнения 15% (кривые Каплана–Майера, срок наблюдения                      
78 мес.): 1 число пациентов в группе; 2 медиана продол жительности жизни: точки на оси времени, в которой 
значение функции выживания равно 0,5;  3 статистическая значимость различий между группами сравнения 

рассчитана с помощью критерия log-rank; 4 HR [95% CI] – соотношение рисков (hazard ratio) 
[95% доверительный интервал]
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операции может вносить не только основное за-
болевание, но и послеоперационные осложне-
ния, анализ продолжительности жизни больных 
НМРЛ в группах с разным уровнем экспресси в 
опухоли ERα проведен и у пациентов, которые 
пережили 12 мес. после оперативного вмеша-
тельства и далее оставались под наблюдением 
до 78 мес. (рис. 1, Б).

Между этими группами сравнения также вы-
явлено увеличение медианы ожидаемой про-
должительности жизни в 1,6 раза (33,5 мес. vs 
20,5 мес.) в группе с низким уровнем ERα по 
сравнению с высокой экспрессией маркёра. 
Различия достигли бόльшей статистической 
значимости (р  =  0,01), при этом и риск на-
ступления смерти в группе с высокой экс-
прессией ERα оказался выше в 2,3 раза. 

Обращает на себя внимание тот факт, что 
смерть последнего пациента в группе с высокой 
экспрессией ERα в опухоли наступила на 53-м 
месяце наблюдения, тогда как в группе с низким 
уровнем экспрессии маркёра в опухоли были 
живы 5 из 27 пациентов (около 20%). Иными 
словами, в этой группе время наступления смер-
ти при сроке наблюдения 6,5 лет «отодвинуто» в 
среднем на 18 мес. 

В совокупности, полученные результаты 
указывают на вклад ERα в агрессивность те-
чения НМРЛ, а именно, на неблагоприятную 
прогностическую значимость маркёра. По ана-
логии с лечением ERα+ рака молочной железы, 
ста новится очевидной возможность антиэстро-
геновой терапии больных НМРЛ, у которых в 
опухоли экспрессированы ERα. Возникает во-
прос: при каком уровне экспрессии маркёра 
прогноз остается значимым и у какого числа 
пациентов? 

Ответ получен при анализе кривых Каплана–
Майера с границами деления на группы с вы-
сокой и низкой (менее 20%) экспрессией ERα. 
Данные, представленные на рис. 2, А, Б, сви-
детельствуют, что прогностическая значимость 
показателя достигает статистической значимо-
сти (р = 0,05) при снижении границы деления 
на высокий и низкий уровень экспрессии ERα 
до 15%. При этом сохраняется выраженность 
и направленность различий между группами 
сравнения: риск наступления смерти в группе с 
уровнем ERα ≥15% более чем в 1,5 раза выше 
по сравнению с экспрессией маркёра в опухоли 
(<15 %). 

В итоге необходимо отметить, что сравни-
тельный анализ Каплана–Майера продолжитель-

ности жизни больных НМРЛ с разным уровнем 
экспрессии в опухоли ERα позволил определить 
важные с клинической точки зрения факты, при 
этом клинико-морфологические характеристики 
НМРЛ в группах сравнения без цензурирован-
ных событий были идентичными. 

Показано, что уровень ERα ≥20%  в опухоли 
прогнозирует бόльшую агрессивность НМРЛ, 
чем в случаях с низкой экспрессией этого маркё-
ра в опухоли, при этом с высокой статистической 
значимостью выявленных различий (р = 0,01) 
риск наступления летального исхода при вы-
сокой экспрессии ERα почти в 2,5 раза выше. 
Более того, в группе с низким уровнем ERα 
около 20% пациентов имеют выигрыш в про-
должительности жизни – в среднем около 18 
мес. при сроке наблюдения 78 мес. Эти ре-
зультаты позволили положительно ответить на 
поставленный в работе вопрос о прогности-
ческой ценности количественного показателя 
уровня маркёра – экспрессия ERα в опухоли 
является н еблагоприятным прогностическим 
фактором течения НМРЛ. Важно отметить, что 
этот результат совпадает с ранее опубликован-
ными данными [31–33] и в совокупности обо-
сновывает перспективность антиэстрогеновой 
терапии как возможной новой опции лечения 
НМРЛ. 

Анализ данных литературы показал, что та-
кую точку зрения разделяют многие исследова-
тели, но обращает на себя внимание тот факт, что 
работы по оценке эффективности применения 
антиэстрогенов в терапии НМРЛ направлены на 
выявление их активности как дополнительного 
средства при лечении этого заболевания либо в 
комбинации с ингибиторами тирозинкиназ [17, 
18], либо с препаратами платины и таксанов, 
в том числе и при индуцированной резистент-
ности к ним [19–21]. Интересна серия исследо-
ваний, в которой выявлена эффективность со-
четанного применения тамоксифена с группой 
классических цитостатиков – ифосфамидом, 
эпирубицином и цисплатином [34, 35]. 

Однако сходство роли эстрогеновых рецепто-
ров в патогенезе НМРЛ и рака молочной железы 
позволяет утверждать, что это не оптимальная 
опция для выявления эффективности антиэстро-
генов у больных НМРЛ. По существу, ситуация 
аналогична раку молочной железы, но золотым 
стандартом лечения этого заболевания уже бо-
лее 50 лет остается терапия тамоксифеном боль-
ных с экспрессией в опухоли ERα в длительном 
адъювантном режиме. Считаем, что именно этот 
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режим может быть эффективен у пациентов с 
ERα+  НМРЛ.

И наконец, в работе получен ответ на во-
прос о доли пациентов с НМРЛ, которые могут 
составить когорту потенциальных претенден-
тов на проведение гормональной терапии ан-
тиэстрогенами. Оказалось, что неблагоприятная 
прогностическая значимость агрессивности тече-
ния НМРЛ проявляется при уровне ERα в опухо-
ли ≥15%, который выявлен в 75% случаев. Имен-
но эти пациенты могут получить выигрыш от 
применения антиэстрогенов, в частности тамок-
сифена. Как упоминалось выше, этот препарат 
уже на протяжении более 50 лет остается золо-
тым стандартом лечения рака молочной железы 

c позитивным статусом ERα в длительном адъю-
вантном режиме и, что, безусловно, очень важно, 
доступен для пациентов с любым достатком. 

В заключение подчеркнем, что полученные 
результаты продемонстрировали валидность 
количественной оценки показателя уровня экс-
прессии ERα иммунофлуоресцентным методом, 
сопряженным с проточной цитометрией, который 
лишен субъективизма, проводится в условиях 
«мягкой» преаналитической подготовки матери-
ала в интегральной суспензии клеток из образца 
опухоли не менее 2 см в диаметре, что значитель-
но нивелирует молекулярную гетерогенность 
опухоли [29] и позволяет получить объективный 
портрет опухоли по исследуемому маркёру. 
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