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Введение . Введение в клиническую практику молекулярного фенотипирования опухолей продемонстрировало необходимость 
создания новых аналитических методов оценки экспрессии маркёров в сóлидных новообразованиях, поскольку рутинно ис-
пользуемый метод иммуногистохимии характеризуется рядом существенных недостатков.
Цель исследования – аналитическая валидация разработанного авторами иммунофлуоресцентного метода, ассоциирован-
ного с проточной цитометрией, для изучения опухолевых белковых маркёров в ткани сóлидных новообразований.
Материалы и методы . Валидация метода проведена при количественной оценке экспрессии белка βIII-тубулина (TUBB3) 
в суспензиях клеток немелкоклеточного рака легкого, полученных из хирургических образцов опухоли. Для иммунофлуорес-
центного окрашивания использованы первичные антитела к TUBB3 (ab7751) и вторичные – конъюгированные с красителем 
DyLight 650 (ab98729). Для измерения флуоресценции клеток использовали проточный цитометр Navios (Beckman Coulter). 
Для оценки валидационных параметров использован коэффициент вариации, рассчитанный как отношение среднеквадрати-
ческого отклонения уровня TUBB3 к его среднему значению.
Результаты . Проведен анализ 2 параметров: сходимости и временнóй стабильности результатов оценки экспрессии TUBB3. 
Показано, что средний коэффициент вариации уровня экспрессии исследованного маркёра в ткани опухоли при оценке схо-
димости и стабильности иммунофлуоресцентной окраски не превысил 20 %. Согласно рекомендациям по аналитической 
валидации методов, основанных на использовании проточного цитометра, это доказывает валидность метода по исследо-
ванным параметрам.
Заключение . Показана сходимость и временнáя стабильность результатов количественной оценки экспрессии прогностиче-
ски и предиктивно значимого белка TUBB3 в ткани сóлидных опухолей при использовании разработанного авторами метода 
иммунофлуоресцентного окрашивания, ассоциированного с проточной цитометрией. Отмечена практическая значимость 
факта временнóй стабильности иммунофлуоресцентной окраски при хранении суспензии окрашенных клеток в темноте при 4 °C 
в течение 24 ч, что указывает на возможность варьирования интервала времени от завершения аналитической части ис-
следования до работы на проточном цитометре.
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Introduction . The introducing of tumor molecular profiling into clinical practice has revealed the need for development of new analytical me thods 
for estimating marker expression in solid tumors, as routinely used method of immunohistochemistry has a number of significant drawbacks.
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Objective . Analytical validation of immunofluorescence staining and flow cytometry method developed by the authors for the examination 
of tumor protein markers in the solid tumors tissue.
Materials and methods . Method validation was carried out by quantitative estimation of βIII-tubulin (TUBB3) expression in single-cell 
suspensions of non-small-cell lung cancer obtained from surgical tumor samples. Primary antibodies to TUBB3 (ab7751) and secondary 
DyLight 650-conjugated antibodies (ab98729) were used for immunofluorescent staining. The «Navios» flow cytometer (Beckman Coulter) 
was used to measure the fluorescence. The validation parameters were assessed by the coefficient of variation calculated as the ratio 
of standard deviation of TUBB3 level to its mean value.
Results . Two parameters were analyzed: intra-assay precision and time stability of the results of the TUBB3 expression assessment. It was 
demonstrated that the mean coefficients of variation of the marker expression level in the tumor tissue did not exceed 20 % for both pa-
rameters. According to recommendations on the analytical validation of methods based on flow cytometry, it proves the validity of  the method 
for these parameters.
Conclusions . The intra-assay precision and time stability were demonstrated for the results of a quantitative estimation of TUBB3 ex-
pression in solid tumor tissue using immunofluorescence staining and flow cytometry method developed by the authors. The practical 
value of the time stability of immunofluorescence stain during 24 h storage of a stained cells suspension in the dark at 4 °C was highlight-
ed. It shows the possibility of adjusting the time interval between completion of the analytical study part and flow cytometer measurement.
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Введение
Введение в клиническую практику молекулярно-

го фенотипирования опухолей продемонстрировало 
необходимость создания новых аналитических мето-
дов оценки экспрессии маркёров в сóлидных ново-
образованиях, поскольку рутинно используемый 
иммуногистохимический (ИГХ) метод характеризу-
ется рядом существенных недостатков [1]. Наиболее 
значимые из них – крайне агрессивная пробоподго-
товка, субъективизм оценки полученных результатов, 
локальность исследования молекулярно-гетероген-
ного опухолевого узла и, как следствие, плохая вос-
производимость результатов [2]. Так, при повторном 
ИГХ-исследовании экспрессии белка ERCC1 в образ-
цах немелкоклеточного рака легкого более 500 боль-
ных дискордантность результатов достигла 36 % [3].

Ранее мы адаптировали иммунофлуоресцентный 
метод, ассоциированный с проточной цитометрией, 
для изучения опухолевых маркёров в ткани сóлидных 
новообразований [4]. По сравнению с ИГХ-исследо-
ванием метод обладает рядом преимуществ: мягкая 
преаналитическая подготовка, строго количественная 
оценка результатов, нивелирование молекулярной 
гетерогенности опухоли за счет исследования маркёра 
в большом объеме опухолевого образца [2].

В настоящей работе проведена аналитическая 
валидация методики на примере оценки в ткани не-
мелкоклеточного рака легкого экспрессии белка 
βIII-тубулина (TUBB3), который прогнозирует агрес-
сивность течения этого заболевания и чувствитель-
ность к терапии таксанами [5].

Цель исследования – анализ сходимости и вре-
меннóй стабильности результатов оценки TUBB3 
в ткани сóлидных опухолей методом иммунофлуо-
ресцентного окрашивания и проточной цитометрии.

Материалы и методы
Валидация разработанного авторами иммуно-

флуоресцентного метода, ассоциированного с про-
точной цитометрией, проведена при исследовании 
экспрессии белка TUBB3 в ткани немелкоклеточно-
го рака легкого.

Приготовление одноклеточных суспензий
Для получения одноклеточной суспензии образец 

опухоли (до 2 см в диаметре), зафиксированный в 4 % 
нейтральном растворе формальдегида, тщательно 
измельчали и инкубировали в растворе Версена при 
37 °С в течение 30 мин. К измельченному образцу опу-
холи добавляли раствор фосфатного буфера (pH = 7,4), 
гомогенизировали 5-кратным движением пестика 
в стеклянном гомогенизаторе и пропускали через 
фильтр BD Falcon (Becton, Dickinson and Company) 
с диаметром пор 40 мкм. Полученную суспензию клеток 
центрифугировали в течение 5 мин при 3000 об / мин, 
осадок ресуспендировали в 4 % нейтральном раство-
ре формальдегида при интенсивном встряхивании 
в течение 2 мин (для предупреждения образования 
клеточных конгломератов). Иммунофлуоресцентное 
окрашивание клеток проводили в 100 мкл суспензии 
с концентрацией 200 тыс. клеток / мл.

Иммунофлуоресцентное окрашивание 
и проточная цитометрия
Суспензию опухолевых клеток инкубировали 

в течение ночи (15–20 ч) при 4 °C с первичными мо-
ноклональными мышиными антителами к TUBB3 
(ab7751, клон TU-20, Abcam) в конечном разведении 
1 : 500. Далее после однократной отмывки 0,5 % раст-
вором бычьего сывороточного альбумина (BSA) прово-
дили инкубацию в течение 1,5 ч при 4 °C с вторичными 
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антимышиными антителами, конъюгированными 
с флуорохромом DyLight 650 (ab98729, Abcam), в ко-
нечном разведении 1 : 1000. Для удаления из анализа 
дебриса и эритроцитов клетки инкубировали в тече-
ние 15 мин с ДНК-красителем Hoechst 33258 (Sigma-
Aldrich) в концентрации 1,2 мкг / мл, после чего дваж-
ды отмывали 0,5 % раствором BSA.

Для измерения флуоресценции клеток использо-
вали проточный цитометр Navios (Beckman Coulter). 
Регистрацию сигнала флуоресценции красителей 
DyLight 650 и Hoechst 33258 проводили в каналах 
FL-6 и FL-9 соответственно. Уровень экспрессии 
TUBB3 (%) рассчитывали как количество специфи-
чески флуоресцирующих клеток относительно кон-
трольных (инкубация клеток только с вторичными 
антителами). Расчет параметра выполняли в про-
грамме FlowJo 10.0.8 (FlowJo, LLC) с использовани-
ем статистического критерия Колмогорова–Смирно-
ва. Гистограммы распределения клеток в зависимости 
от интенсивности флуоресценции строили c помо-
щью программы WinMDI 2.9.

Обработку результатов выполнили в программе 
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Windows).

Результаты и обсуждение
Валидация – это этап исследования при разра-

ботке аналитических методик, который необходим 
для доказательства достоверности и воспроизводи-
мости получаемых результатов. Для методов, осно-
ванных на использовании проточного цитометра, 
к оценке обязательны следующие параметры: специ-
фичность, прецизионность 3 уровней (сходимость, 
внутри- и межлабораторная воспроизводимость ре-
зультатов), чувствительность, временнáя стабиль-
ность иммунофлуоресцентной окраски [6].

В данной работе проведен анализ 2 валидацион-
ных параметров: сходимости и временнóй стабиль-
ности результатов оценки экспрессии TUBB3 в ткани 
сóлидных опухолей методом иммунофлуоресцентно-
го окрашивания и проточной цитометрии.

Сходимость результатов
Сходимость – это первый уровень прецизионности 

методики, основанный на оценке воспроизводимости 
результатов, полученных при многократном анализе 
одного и того же образца в одинаковых условиях.

Оценка данного валидационного параметра про-
ведена на 3 образцах опухолей разных больных при 3 по-
вторных измерениях экспрессии TUBB3 в каждом 
об разце в 2 повторах опыта с интервалом 24 ч. Все 
манипуляции, включающие иммунофлуоресцентное 
окрашивание и измерение на проточном цитометре, вы-
полнены одним исследователем на одном и том же обо-
рудовании. Измерение флуоресценции клеток проведено 
в течение 1 ч после завершения окрашивания образцов.

Для статистического анализа полученных резуль-
татов использована мера относительного разброса 
количественного показателя TUBB3 – коэффициент 
вариации (CV, %), рассчитанный как отношение 
среднеквадратического отклонения уровня TUBB3 
к его среднему значению.

таблица 1. Сходимость результатов количественной оценки уровня 
экспрессии βIII-тубулина (TUBB3) в ткани немелкоклеточного 
рака легкого методом иммунофлуоресцентного окрашивания и про-
точной цитометрии

Table 1. The intra-assay precision of quantitative βIII-tubulin 
(TUBB3) expression assessment in non-small cell lung cancer tissue by 
immunofluorescence staining and flow cytometry

Параметр 
Parameter

Уровень экспрессии TuBB3, % 
Expression level of TuBB3, %

№ образца опухоли 
Tumor sample No.

1 2 3

№ опыта 
Experiment No.

№ измерения 
Measurement No.

1 2 1 2 1 2

1 43 45 20 19 55 48

2 47 42 15 24 47 52

3 41 48 17 17 59 60

СV, %* 7,0 6,7 14,5 18,0 11,4 11,5

Среднее значение 
СV, %** 
Mean СV, %**

6,8 16,3 11,4

*СV – коэффициент вариации; **среднее значение СV 
для каждого исследованного образца рассчитано по резуль-
татам 6 измерений в 2 повторных экспериментах. 
*CV – coefficient of variation; **average CV for each investigated 
sample was calculated based on the results of 6 measurements 
in 2 re peated experiments.

В табл. 1 представлены полученные результаты. 
Видно, что независимо от уровня экспрессии маркёра 
для всех образцов опухолей коэффициенты вариации 
и их средние значения не превышают 20 %. При та-
ких коэффициентах вариации результаты метода 
считаются сходимыми [6]. При этом рассеивание 
данных считается незначительным при коэффици-
енте вариации <10 % (как в образце опухоли 1) и уме-
ренным при коэффициентах вариации от 10 до 20 % 
(как в образцах опухолей 2 и 3).

Таким образом, доказана сходимость результатов 
количественной оценки уровня экспрессии белка 
TUBB3 в ткани сóлидных опухолей при использова-
нии иммунофлуоресцентного окрашивания и про-
точной цитометрии.
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Временнáя стабильность  
иммунофлуоресцентной окраски
Оценка временнóй стабильности иммунофлуо-

ресцентной окраски особенно актуальна в лаборато-
риях с большой нагрузкой и наличием 1 прибора, 
когда измерение флуоресценции на проточном ци-
тометре не может быть проведено непосредственно 
после завершения окрашивания [7, 8].

В настоящей работе данный валидационный па-
раметр исследован на 3 образцах опухолей разных 
больных при 3 повторных измерениях экспрессии 
TUBB3 в каждом образце в 1 повторе опыта: после 
завершения окрашивания (в течение 1 ч), а также 
через 6 и 24 ч. Все манипуляции, включающие имму-
нофлуоресцентное окрашивание и измерение на про-
точном цитометре, выполнены одним исследователем 
на одном и том же оборудовании, образцы между 
измерениями хранились в темноте при 4 °C. Необхо-
димо отметить, что этот раздел исследования прове-
ден на тех же образцах опухолевой ткани, что и оцен-
ка сходимости результатов.

Для статистического анализа полученных данных 
использован коэффициент вариации (CV, %) между 
начальным уровнем экспрессии TUBB3 (оценен в те-
чение 1 ч после завершения иммунофлуоресцентно-
го окрашивания) и последующими временны́ми точ-
ками анализа – 6 и 24 ч.

Полученные результаты представлены в табл. 2. 
Видно, что средние коэффициенты вариации уровня 
экспрессии TUBB3 в опухолевых клетках через 6 и 24 ч 
после завершения окрашивания относительно исход-
ных показателей (в течение 1 ч после окрашивания) 
составили 7,6 и 9,1 % соответственно. При таких ко-
эффициентах вариации иммунофлуоресцентная окра-
ска признается стабильной [6]. Более того, рассеива-
ние данных в обеих временных точках незначительно, 
поскольку коэффициенты вариации составили <10 %.

Таким образом, после завершения иммунофлуо-
ресцентного окрашивания измерение флуоресценции 
образцов опухолей на проточном цитометре может 
быть отсрочено на 6 и 24 ч без искажения результатов 
анализа, что указывает на временну́ю стабильность 
окраски по крайней мере в течение суток.

Заключение
В настоящей работе проведена аналитическая 

валидация иммунофлуоресцентного метода, ассоци-
ированного с проточной цитометрией, который 
адаптирован авторами для изучения белковых мар-
кёров в ткани сóлидных новообразований. Проведен 
анализ 2 параметров: сходимости и временнóй ста-

бильности результатов оценки экспрессии βIII-тубу-
лина в ткани немелкоклеточного рака легкого.

Показано, что средний коэффициент вариации 
уровня экспрессии исследованного маркёра в ткани 
опухоли при оценке сходимости и стабильности им-
мунофлуоресцентной окраски не превысил 20 %, что, 
согласно рекомендациям по аналитической валида-
ции методов, основанных на использовании проточ-
ного цитометра, доказывает валидность метода 
по этим параметрам [6].

Важно отметить практическую значимость факта 
временнóй стабильности иммунофлуоресцентной 
окраски при хранении суспензии окрашенных клеток 
в темноте при 4 °C в течение 24 ч, что указывает 
на возможность варьирования интервала времени 
от завершения аналитической части исследования 
до работы на проточном цитометре.

В настоящий момент продолжается валидация 
разработанной методики по показателям внутри- 
и межлабораторной прецизионности и чувствитель-
ности.

таблица 2. Временнáя стабильность результатов количественной 
оценки уровня экспрессии βIII-тубулина (TUBB3) в ткани немелко-
клеточного рака легкого методом иммунофлуоресцентного окраши-
вания и проточной цитометрии

Table 2. Time stability of quantitative βIII-tubulin (TUBB3) expression 
assessment of in non-small-cell lung cancer tissue by immunofluorescence 
staining and flow cytometry

временнóй 
интервал 

после окра-
шивания 

Time interval 
after staining

Показатель, % 
Parameter, %

№ образца 
опухоли 

Tumor  
sample No.

Среднее 
значение 
СV, %** 

Mean 
СV,  %**

1 2 3

≤1 ч 
≤1 h

Уровень 
экспрессии 

TUBB3 
TUBB3 expression 

level

44 19 48

 – 

6 ч 
6 h

41 18 55

СV* 5,0 8,3 9,6 7,6

24 ч 
24 h

Уровень 
экспрессии 

TUBB3 
TUBB3 expression 

level

39 21 43  – 

СV* 8,5 10,9 7,7 9,1

*СV – коэффициент вариации; **среднее значение СV 
3 образцов опухолей в 2 временных интервалах: 6 и 24 ч 
после завершения иммунофлуоресцентного окрашивания. 
*СV – coefficient of variation; **average CV of 3 tumor samples  
in 2 time intervals: 6 and 24 hours after completing immunofluorescent 
staining.
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