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ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ И ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ  
РАКОВЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ И ИХ ДЕТЕКЦИЯ МЕТОДОМ  

ПРОТОЧНОЙ ЦИТОФЛУОРИМЕТРИИ 

Аннотация. В обзоре приведено описание циркулирующих раковых стволовых клеток (цРСК) и циркулирую-
щих опухолевых клеток (ЦОК) в крови человека и методов их определения. цРСК являются одними из главных ини-
циаторов рецидива онкологических заболеваний, что делает их основной мишенью для разработки новых методов 
лечения. ЦОК являются относительно новыми биомаркерами для ранней диагностики метастазирования, монито-
ринг содержания которых дает ценную информацию на всех этапах ведения онкопациентов, включая раннюю диа-
гностику заболевания, оценку риска рецидива болезни, определение эффективности химиотерапии с возможностью 
последующей ее коррекции.
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CIRCULATING TUMOR CELLS AND CIRCULATING CANCER STEM CELLS  
AND THEIR DETECTION BY THE METHOD OF FLOW CYTOMETRY

Abstract. This review describes the circulating cancer stem cells (CCSCs) and circulating tumor cells (CTCs). CCSCs 
are one of the main initiators of recurrent cancer and thus make them an important target for the development of new treatment 
methods. CTCs are relatively new biomarkers for the early diagnosis of metastasis. CTCs provide doctors with valuable 
information about each stages of cancer treatments: diagnostic of early-stage disease, early detection of recurrent cancer, the 
efficiency of chemotherapy, and makes it possible to select an individual sensitive drug.

The most informative and frequently used markers for the detection of CSCs and CSCs were described. The mechanism 
of two models of tumor formation is considered: clonal and hierarchical. The known mechanisms of epithelial-mesenchymal 
transition of tumor cells are described. The most widely used specific cell surface markers for the detection and isolation  
of CTCs and CCSCs are described. The efficiency of a sensitive high-precision method of multicolor flow cytometry using 
specific fluorescent dye-labeled monoclonal antibodies for the detection of СCSCs and CTCs in the blood of cancer patients  
is analyzed. Detection of CTCs and CCSCs provides important information for the early diagnosis of metastasis and open  
a possibility to personalized treatment, and to monitoring of all stages cancers.
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Введение. Согласно статистике ВОЗ, злокачественные новообразования десятки лет занимают лиди-
рующие позиции среди причин человеческой смертности. Так, в начале 2019 г. онкологические заболевания 
обогнали сердечно-сосудистые, став основной причиной смерти в развитых странах. По предварительным 
оценкам Международного агентства изучения рака (IARC), к 2030 г. число ежегодно регистрируемых  
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в мире случаев онкозаболеваний превысит 22,2 млн [1]. В то же время в лечении рака за последнее время 
достигнуты значительные успехи, доказательством чего служат статистические данные о существенном 
увеличении числа людей, проживших более 5 лет после постановки первичного диагноза. На сегодняш-
ний день предотвратить возникновение около 30 % раковых заболеваний можно при условии исключения 
факторов риска (химического, физического, канцерогенного воздействия и др.) и осуществления страте-
гии их профилактики. А одним из главных факторов успешного лечения рака является ранняя диагности-
ка и мониторинг всех этапов лечения, в том числе послеоперационного.

Основной причиной смерти пациентов с онкологическими заболеваниями является появление отда-
ленных метастазов, а также рецидивы в пораженных органах. Метастатические поражения трудно под-
даются лечению, поскольку часто проявляют повышенную устойчивость к химиотерапии. Одним из 
главных условий эффективного выбора лечения является глубокое понимание механизмов процесса об-
разования первичных и вторичных злокачественных опухолей, закономерностей метастазирования, воз-
можных фенотипических изменений злокачественных раковых клеток. 

Предполагается, что существует несколько моделей образования опухолей (рис. 1). Клональная (сто-
хастическая) модель [2, 3] подразумевает, что любая опухолевая клетка способна инициировать образо-
вание опухоли, и это может происходить одновременно во многих клетках организма (рис. 1, b). При до-
стижении мутациями определенного порогового значения в соматических клетках происходит злокаче-
ственное их перерождение. Каждая из клеток с мутациями при благоприятных условиях обладает 
потенциалом для восстановления до нормального состояния путем генетической репарации [4]. В этой 
модели гетерогенность опухоли объясняется геномной нестабильностью, различным уровнем и скоро-
стью мутаций (рис. 1). Злокачественные клетки начинают различаться не только числом, но и качеством 
накопленных мутаций, а следовательно, и степенью их злокачественности. В результате образуются бо-
лее злокачественные клоны, которые отвечают за рост опухоли. Согласно стохастической модели, излече-
ние возможно лишь при условии гибели подавляющей части популяции опухолевых клеток, ответствен-
ных за ее прогрессирование. 

Иерархическая модель (рис. 1, а) объясняет гетерогенность опухоли наличием пула раковых ство
ловых клеток (РСК), которые способны образовывать множество опухолевых клеток, ответственных  
за инициирование, рост и рецидив опухоли. 

Первые доказательства существования РСК встречаются еще в работах Бонета [5], который обнару-
жил способность такой клетки инициировать острый миелоидный лейкоз человека у мышей, не страдаю-
щих такими заболеваниями, как диабет, ожирение и иммунодефицит.
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Рис. 1. Схемы возможных моделей образования опухоли: иерархическая (а), клональная (b).  
РСК – раковые стволовые клетки (рисунок модифицирован [3])

Fig. 1. Schemes of possible models of tumor formation: hierarchical (а), clonal (b).  
СSC ‒ сancer stem cells (according to ref. [3])
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Клетки, инициирующие лейкоз, обладают дифференцирующей, пролиферативной способностью и име
ют потенциал для самообновления. Результаты все большего числа научных исследований подтверждают 
иерархическую модель большинства солидных опухолей, которая объясняет наличие пула РСК [6]. Гипо
теза о наличии РСК и модель клональной эволюции не исключают друг друга. Напротив, многие авторы 
склоняются к версии одновременного задействования механизмов клональной и иерархической моделей 
[7]. Предположительно сами РСК могут подвергаться клональной эволюции с образованием более злока-
чественных субпопуляций, что способствует опухолевой прогрессии. Обе модели предполагают суще-
ствование субпопуляции клеток с повышенной онкогенностью при образовании солидных опухолей.

Раковые стволовые клетки (англ. сancer stem cells (СSCs)). РСК представляют собой небольшую по-
пуляцию неопластических клеток, способных в течение продолжительного времени размножаться для 
поддержания инвазивной солидной опухоли или лейкоза, а также обладают способностью к самообнов-
лению и дают начало гетерогенным линиям раковых клеток опухоли [3, 8]. Эти свойства определяют РСК 
как одни из главных инициаторов рецидива, что делает их важной мишенью для разработки новых ме
тодов лечения. РСК названы по аналогии с нормальными стволовыми клетками, поскольку также облада-
ют способностью к самообновлению и дифференцировке. Они могут давать начало фенотипически от-
личной популяции, состоящей из злокачественно трансформированных клеток с разным потенциалом 
пролиферации. РСК способны к асимметричному делению, в результате которого возникает одна клетка-
реплика исходной клетки и одна клетка, утратившая способность делиться асимметрично, но облада
ющая неконтролируемым пролиферативным потенциалом (обычно с высокой инвазивностью) и часто 
проявляющая признаки дифференцировки. Считается, что РСК возникают не только в результате ряда 
мутаций стволовых клеток, но могут происходить и из дифференцированных эпителиальных клеток  
в процессе их эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП), приобретая миграционные и опухолевые 
свойства [9, 10].   

Важным фактом является то, что РСК, как и опухолевые клетки, характеризуются повышенной гете-
рогенностью и, следовательно, образуют внутри опухоли субклоны, отличающиеся по структуре генома 
клеток, характеру протеома и т. п. Субклоны имеют разную злокачественность, поскольку РСК внутри 
опухоли оказываются в разном микроокружении и по-разному с ним взаимодействуют [11]. Одним из 
фенотипических отличий РСК от основного пула опухолевых клеток является экспрессия на их поверх-
ности специфических маркеров. Для выделения или идентификации РСК при разных видах опухоли уже 
наработана определенная линейка маркеров (см. таблицу), наиболее известными из которых являются 
CD133, CD44, ALDH, CD34, CD24, EpCAM [10]. Как показывает практика, для лучшего охвата всей попу-
ляции РСК необходимо использовать не меньше двух белковых маркеров.

Наиболее значимые маркеры РСК, экспрессируемые при различных онкозаболеваниях человека

The most important CSC markers expressed in various human cancers

Онкозаболевание РСК маркеры

Рак шейки матки CD133+, CD49f+, CK-17+

Рак пищевода CD44+, ALDH1+, Integrin α7+

Рак почек CD24‒, CD44+, CD105+, CD133+

Рак легких CD44+, CD90+, CD133+, ABCG2+, ALDH+

Рак толстой кишки CD24+, CD44+, CD133+, EpCAM+, ALDH+

Рак печени CD24+, CD44+, CD90+, CD133+, ALDH+, ABCG2+

Рак поджелудочной железы CD44+, CD133+, ABCG2+, ALDH+, EpCAM+

Рак яичников CD44+, CD117+, CD133+, ALDH1+

Рак простаты CD44+, CD133+, α2β1+, ALDH+

Рак области головы и шеи CD44+, CD133+, ALDH+, CD34+

Рак молочной железы CD24‒, CD44+, CD133+, ALDH-1+

Рак желудка CD44+, CD133+

Глиома CD44+, CD133+, A2B5+, BCRP1+, SSEA-1+

Миелоидный лейкоз:
   острый CD34+, CD38‒, CD123+

CD25+, CD26+, CD44+, CD93+, IL1RAP+   хронический 
Меланома ABCB5+, CD20+

Саркома CD29+, CD117+, CD133+, Nestin+, Stro-1+
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Используя панель перевиваемых линий клеток рака молочной железы (РМЖ), Филмор и Купервассер 
показали, что клеточные линии РМЖ действительно содержат РСК. Они также обнаружили, что комбинация 
маркеров CD24‒(low)/CD44+(high) идентифицирует клетки с фенотипом РСК только в подгруппе клеток 
РМЖ и не коррелирует с онкогенностью линий клеток РМЖ с базальноклеточным фенотипом [12].

Еще одним маркером РСК служит альдегиддегидрогеназа 1 (ALDH1). ALDH представляет собой се-
мейство из 19 изоферментов человека. Гинестьер и его коллеги идентифицировали активность и экспрес-
сию ALDH1 как маркера РСК при РМЖ и показали, что CD24‒(low)/CD44+(high)/ALDH1+ раковые клет-
ки могут образовывать опухоли всего из 20 клеток [13], а высокий уровень экспрессии ALDH1 коррелиру-
ет с плохим клиническим прогнозом. ALDH1 в качестве маркера РСК широко используется не только при 
РМЖ, но и при других солидных опухолях, включая плоскоклеточный рак головы и шеи, колоректаль-
ный рак, рак легких и др. 

Одной из главных проблем на сегодняшний день является резистентность раковых клеток к извест-
ным методам лечения и их способность вызывать рецидив. Устойчивость РСК к терапевтическим аген-
там может быть причиной активации сигнальных путей, которые приводят к самообновлению, повышен-
ной экспрессии мембранных переносчиков АТФ-связывающих кластеров, уклонению от реакций иммунной 
системы, увеличению экспрессии ABC-транспортных белков, отвечающих за выведение лекарственных 
препаратов [14]. В частности, при анализе сверхэкспрессии апоптотических белков при лимфоидном он-
козаболевании установлено, что к выживаемости раковых клеток и РСК причастны некоторые белки, 
участвующие в апоптозе [15]. Рецидив онкозаболеваний происходит либо в первичном очаге, либо во вто-
ричных органах за счет миграции РСК. Это происходит вследствие ЭМП популяции раковых клеток  
с приобретением фенотипических признаков, которые позволяют им ослаблять контакт между клетками 
и открепляться от опухолевой ткани, разрушать базальную мембрану и диссоциировать из опухолевой 
массы в кровеносную или лимфатическую систему. Далее они могут попадать в отдаленные органы  
и инициировать появление вторичной опухоли и/или метастазов. В процессе ЭМП клетки частично теря-
ют свои маркеры адгезии и, таким образом, становятся «неуловимыми» при применении ранее использу-
емых методов. В работе [16] авторы рассматривают ЭМП в качестве отличительного признака метастази-
рования, связывающего образование как ЦОК, так и клеток с фенотипами РСК. 

Эпителиально-мезенхимальный переход (англ. epithelial-mesenchymal transition (EMT)). ЭМП – это 
многоступенчатый процесс, включающий молекулярные и клеточные изменения в эпителиальных клет-
ках. Неподвижные эпителиальные клетки приобретают мезенхимальный фенотип, характеризующийся 
повышением клеточной подвижности и способностью разрушать внеклеточный матрикс [17, 18]. Во время 
этого перехода происходит полное или частичное подавление активности эпителиальных адгезивных 
белков, например E-кадгерина, цитокератина (СК), клаудина, окклюдина. Одновременно отмечается экс-
прессия белков, характерных для мезенхимальных клеток: N-кадгерина, фибронектина, виментина, те-
насцина С, коллагена VI и ламинина-1 [16]. ЭМП играет важную роль при ряде физиологических и пато-
физиологических состояний. В зависимости от механизма ЭМП различают три типа: I – эмбриональный, 
II – фиброзный (или ранозаживляющий), III – онкопрогрессирующий [17, 19]. 

Классический ЭМП (тип I) встречается в период эмбрионального развития и постнатального роста. 
Индукторы ЭМП подавляют экспрессию адгезивных и контактных белков, что приводит к разрушению 
базальной мембраны и дальнейшему приобретению клетками миграционных свойств. Первичные мезен-
химальные клетки образованы таким образом, что они имеют потенциал для последующего прохожде-
ния мезенхимально-эпителиального перехода (МЭП), обратного ЭМП, генерируя таким образом вторич-
ный эпителий [20]. Образование почти всех органов у взрослых – результат одного или нескольких ЭМП, 
за которыми следует МЭП. Такая способность клеток называется эпителиальной пластичностью, уни-
кальным примером чего служит постнатальное развитие молочной железы. Во время цикла развития это-
го органа эпителиальные клетки проходят несколько этапов пролиферации, инвазии и гибели. 

ЭМП типа II (фиброзный ЭМП) вызывается травмой, что провоцирует образование фибробластов,  
необходимых для реконструкции поврежденных тканей [19]. В физиологических условиях фибробласты 
и иммунные клетки выделяют факторы воспалительного процесса (например, разные цитокины) и вне-
клеточные матриксные белки, которые являются стимуляторами клеток к ЭМП. Когда воспаление стиха-
ет, процесс прекращается. Патологические состояния воспаления и непрерывные ЭМП нормальных эпи-
телиальных клеток могут привести к фиброзу и поражению органов (легких, печени, почек) [7]. 

Онкогенный процесс может нарушать гомеостаз в клетках и вызывать ЭМП III типа. ЭМП I и III типов 
очень схожи, однако последний менее упорядочен. Факт гистопатологического сходства вторичных опу-
холей с клетками первичной объясняется процессом МЭП, следующим после достижения клетками от-
даленных органов.  Имеется большое количество публикаций, описывающих переключения между ЭМП 
и МЭП при раке мочевого пузыря, раке яичников и колоректального рака [20], а также влияние микро



374	Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 370–384

окружения вторичного органа на способность индуцировать процесс МЭП путем возобновления экспрес-
сии E-кадгерина [21]. Такие ЭМП клеток, ведущие к изменению фенотипа, способствуют возникнове- 
нию гибридных фенотипов, которые «накапливают» особенности обоих типов клеток [22]. Существует 
мнение, что для успешного метастазирования нет необходимости полного ЭМП всех клеток. Они могут 
морфологически оставаться дифференцированными и участвовать в метастазирующих процессах, что 
называется «коллективной» миграцией. Цуджи с соавт. [23] описали модель коллективной миграции при 
раковом заболевании, когда только «сотрудничество» между клетками ЭМП и раковыми клетками обе-
спечивает процесс метастазирования (рис. 2, модель В). Такая модель предполагает, что опухолевые клет-
ки перемещаются не по отдельности, а как кластеры, в которых лишь некоторые клетки подверглись 
ЭМП. Эти клетки, имея инвазивный фенотип, способствуют деградации матрикса, помогая тем самым 
клеткам без ЭМП, с адгезивным фенотипом, проникать в локальные ткани и сосуды и прикрепляться к их 
стенке, создавая метастазы.  Возможно, что в кластере мигрирующих клеток сосуществует много проме-
жуточных типов клеток между эпителиальным и мезенхимальным фенотипами. Однако очевидным яв-
ляется наличие более чем одного клеточного механизма инвазии в ткани, что делает более трудоемким 
процесс исследования эпителиальных опухолей.

Циркулирующие опухолевые клетки (англ. circulating tumor cells (CTCs)). Процесс метастазирова-
ния является сложным многоступенчатым механизмом, в котором задействовано большое количество 
клеток и факторов, поэтому при его изучении появляются все новые и новые данные. 

Известно, что метастатическое распространение опосредствуется в гетерогенной первичной опухоли 
редкими ЦОК, которые способны проникать в кровоток [24] и оттуда перемещаться во вторичные органы, 
инициируя там образование метастазов, либо снова поражать первичный орган, приводя к повышенной 
агрессивности опухоли. В первичной опухоли отмечается стремительный рост клеток, который вызывает 
нехватку кислорода, активируя ангиогенез. Кроме того, происходит подавление эпителиальных белков, 
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Рис. 2. Две возможные модели (А, В) метастазирования в процессе ЭМП раковых клеток. После стимуляции у опухо-
левых клеток происходит изменение фенотипа (либо на фенотип мезенхимальных клеток, либо на клетки с «гибрид-
ными» фенотипами) и они приобретают способность к ЭМП. Модель A: эпителиальные опухолевые клетки подвер-
гаются процессу ЭМП, а далее уже мезенхимально-подобные раковые клетки мигрируют по кровеносной системе. 
Как только они достигают вторичного органа, они подвергаются МЭП и образуют метастазы [19]. Модель Б: раковые 
клетки мигрируют как кластеры клеток с разными фенотипами (раковые клетки, которые проходят полный и ча-
стичный ЭMП, и клетки, не относящиеся к ЭMП). Все типы клеток попадают в кровоток, но только раковые клетки, 

не относящиеся к EMT, способны экстравазировать и создавать метастазы [23]. (Рисунок модифицирован [16])

Fig. 2. Two possible models of cancer cell metastasis (А, B) during EMT. Two models have been proposed for EMT 
involvement in cancer metastasis. After stimulation, carcinoma cells activate a program of EMT and phenotypical changes 
occur, leading to the formation of either a pure population of highly invasive mesenchymal-like cells or sets of cell clusters 
with ‘hybrid’ phenotypes. Model A: after undergoing full EMT, mesenchymal-like cancer cells disseminate from the tumor 
mass and reach the circulatory system. Once they extravasate in a distant organ, they undergo MET and create metastases 
[19]. Model B: cancer cells disseminate and migrate as clusters of cells with different phenotypes; cancer cells that pass 
through full EMT lead the partial EMT and non-EMT cells. All cell types enter the circulation, but only non-EMT cancer 

cells are able to extravasate and create metastases [23] (according to ref. [16])
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что приводит к снижению адгезии клеток и ранней инвазивности опухолевых клеток, устойчивых к апоп-
тозу. В целом происходит смена эпителиального фенотипа клеток на мезенхимальный. После попадания  
в кровеносные сосуды (интравазация) ЦОК подвергаются апоптозу или циркулируют как изолированные 
клетки. В кровеносном русле ЦОК находятся в фазе покоя и не размножаются. Затем те ЦОК, которые не 
подверглись апоптозу, экстравазируются в отдаленные органы, после чего либо остаются в виде спящих 
одиночных клеток (диссеминированные опухолевые клетки), либо подвергаются ограниченной пролифе-
рации с дальнейшим образованием очагов опухолевого роста (метастазов). Неконтролируемая пролифе-
рация ЦОК приводит к формированию метастазов за счет реверсии фенотипа в процессе МЭП и ангиоге-
неза. Циркулирующие микроэмболы опухоли (ЦМО) представляют собой «коллективную миграцию» 
опухолевых клеток с высоким метастатическим потенциалом, поскольку они устойчивы к апоптозу и со-
храняют способность к пролиферации. ЦМО не может экстравазировать, но способны задерживаться  
в капиллярах и разрастаться, разрывая стенки капилляров и инициируя образование метастазов.

Идентификация ЦОК позволяет определить один из первых этапов метастатического каскада, а также 
имеет большой потенциал для прогноза и мониторинга ответа на лечение онкозаболеваний. Прогно
стическое значение ЦОК было подтверждено у пациентов с неметастатическим РМЖ [24, 25], при мета-
статическом колоректальном раке, при злокачественных новообразованиях  эпителия, в том числе при 
раке простаты [26], яичников, легких, толстого кишечника. Клетки с фенотипом ЦОК у здоровых людей 
либо у пациентов с незлокачественными заболеваниями встречаются крайне редко. Многочисленные ис-
следования показали, что количественное определение ЦОК является надежным независимым прогно-
стическим фактором общей выживаемости пациентов с ранним и метастатическим РМЖ [24, 27]. Таким 
образом, детекция и молекулярная характеристика ЦОК считаются ключом к ранней клинической оценке 
метастазирования, что дает важную информацию для своевременного выбора верного профиля терапии. 
Техническая задача в этой области состоит в обнаружении «редких» опухолевых клеток (всего несколько 
ЦОК среди примерно 10 млн лейкоцитов и 5 млрд эритроцитов в 1 мл крови) и в возможности отличить 
их от эпителиальных неопухолевых клеток и лейкоцитов. 

По своей природе ЦОК гетерогенны и представляют собой популяцию клеток опухоли, которые по-
пали в кровеносное русло либо из первичных очагов, либо из метастазов. Часть популяции ЦОК пред-
ставлена цРСК, часть ‒ ЭMП клетками (находящиеся в состоянии ЭМП), а большая часть не имеют при-
знаков ЭMП и РСК. Предполагается, что именно стволовые ЦОК и клетки, прошедшие эпителиально-ме-
зенхимальную трансформацию, инициируют рост метастазов. 

В экспериментальных моделях на мышах было показано, что всего 1 из 40 ЦОК может создать очаги 
метастазирования и лишь 1 из 100 таких очагов может образовать опухоль [28]. Такая «неэффективность» 
метастазирования является результатом аноикиса (формы программируемой клеточной смерти путем 
апоптоза) и объясняет низкую выживаемость ЦОК после выхода из опухолевой массы [29], а также неспо-
собностью ранних микрометастазов в отдаленных органах стимулировать ангиогенез и продолжить рост. 
И одиночные клетки, и микрометастазы могут оставаться в состоянии покоя в течение многих лет и не 
подвергаться апоптозу.

Неоваскуляризация, индуцированная опухолью, происходит параллельно с инвазией опухолевых 
клеток, что обеспечивает их распространение по сосудам и может предшествовать явному разрастанию 
первичной опухоли в течение многих лет. Таким образом, распространение опухолевых клеток может на-
чаться на ранних этапах онкогенеза, т. е. задолго до постановки диагноза [30]. Подтверждением этого 
служат результаты клинических исследований пациентов с РМЖ, раком толстой кишки и др., среди кото-
рых значительная часть (20–30 %) имели макрометастазы на момент постановки диагноза [31]. 

На сегодняшний день для выделения и определения ЦОК используют следующие параметры, кото-
рые отличают ЦОК от других популяций клеток: наличие специфических белков-маркеров и транскрип-
тов генов, несколько больший размер, плотность, электрический заряд, инвазивные свойства. Наиболее 
эффективный и часто используемый подход для детекции и выделения ЦОК основан на применении ан-
тител против эпителиально-специфических или опухолеспецифических маркеров, присутствующих на 
поверхности клеток, таких как EpСAM (молекула адгезии эпителиальных клеток), СК 8, 18, 19, EphB4 
(рецептор эфрина), EGFR (эпидермальный фактор роста), CEA (карциноэмбриональный антиген), FGFR 
(рецептор фактора роста фибробластов), HER2, эпителиальный муцин (MUC1 и MUC2), эпителиальный 
фактор роста 2 (Her2/neu), маммоглобин и др. [32]. Каждый из них имеет как преимущества, так и недо-
статки.

Наиболее часто применяемым маркером для обнаружения и выделения ЦОК является EpCAM [33]. 
Впервые EpCAM был обнаружен на эпителиальных клетках карциномы. Установлено также, что он экс-
прессируется на большинстве первичных и метастатических опухолей. При использовании этого маркера 
ЦОК в количестве больше 2 клеток на 7,5 мл крови были обнаружены у пациентов с метастатическим 
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РМЖ [34], метастатическим раком толстой кишки и раком простаты в 70, 60 и 70,8 %  случаев соответ-
ственно [35]. Во многих работах по изучению различных видов солидных опухолей была подтверждена 
информативность EpCAM и доказано, что он является исключительным маркером отбора для выделения 
ЦОК. Однако следует учитывать, что при ЭМП экспрессия EpCAM может подавляться, а наиболее инва-
зивные опухолевые клетки при этом не детектируются. Более того, экспрессия данного маркера варьиру-
ется в зависимости от типа опухоли. Наблюдается сильная экспрессия EpCAM при РМЖ, раке легких, 
толстой кишки, предстательной железы, тогда как он не обнаруживается при мезенхимальных раковых 
образованиях (саркоме, лимфоме и нейрогенных опухолях). 

Среди разработанных многочисленных методов выделения ЦОК система CellSearch® (Janssen 
Diagnostics, Raritan, NJ, США) на сегодняшний день является единственной платформой, которая одобре-
на FDA (Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов, США) 
для клинического использования при раке груди, толстой кишки и простаты [36]. Первый этап данного 
метода – иммуномагнитное обогащение с использованием антител против молекулы EpCAM, второй – 
окрашивание выделенных клеток специфическими флуоресцентными конъюгатами антител против CD45 
и CK 8, 18, 19. На следующем этапе образец сканируется на анализаторе. В этой системе ЦОК определя-
ются как ядросодержащие клетки, лишенные лейкоцитарного маркера CD45, так и экспрессирующие СК. 

Однако платформа CellSearch® имеет некоторые недостатки, что связано с использованием маркера 
эпителиальности клеток EpCAM. Есть вероятность ложноположительных результатов, поскольку эпите-
лиальные неопухолевые клетки могут циркулировать в крови также во время воспаления, регенерации 
органов, при повреждении ткани (например, после хирургических вмешательств, биопсии). Данная систе-
ма может давать и ложноотрицательные результаты в случае ЭМП, что ведет к потере эпителиальных  
и СК-маркеров и экспрессии новых мезенхимальных маркеров, в частности виментина, N-кадгерина [16]. 
После установления факта изменения эпителиальных маркеров на мезенхимальные после химиотерапии 
группой ученых сделано предположение, что причиной  химиорезистентности является ЭМП [37]. Также 
известно, что более агрессивные CK-отрицательные ЦОК появляются после ЭМП или нейроэндокринной 
дифференциации [38]. Однако эти клетки не выделяются системой CellSearch®. Кроме того, наиболее зло-
качественные циркулирующие мезенхимальные и стволовые опухолевые клетки не обнаруживаются 
этой системой.

Анализ полученных результатов методом CellSearch® показывает, что ЦОК обнаруживается лишь  
у 40–50 % пациентов с диссеминированными карциномами и не детектируется при других видах опухо-
лей [39]. Например, большое количество ЦОК (EpCAM+) часто обнаруживается в образцах крови пациен-
тов с РМЖ, раком простаты и мелкоклеточным раком легкого. И наоборот, низкое количество ЦОК у па-
циентов с панкреатическим, колоректальным и немелкоклеточным раком легкого [40]. Это объясняется 
тем, что во время диссеминации для преодоления интравазации и образования вторичных опухолей  
в эпителиальных опухолевых клетках изменяется паттерн экспрессии EpCAM. Обнаружено, что наибо-
лее злокачественные ЦОК теряют эпителиальные маркеры, что показано в работе Sieuwerts, где широко 
используемый маркер EpСAM, экспрессия которого наблюдается в 60‒100 % случаев РМЖ, не распозна-
ется на клетках РМЖ, характеризующегося агрессивным поведением [41]. Punnoose в своих исследовани-
ях показал, что клеточные линии с низким уровнем экспрессии EpCAM проявляют и низкую экспрессию 
других эпителиальных маркеров – СК 8, 18 и 19 или Е-кадгерина и высокую экспрессию виментина [42]. 
Кроме того, иногда наблюдаются снижение межклеточной адгезии и потеря апикально-базолатеральной 
полярности. В связи с этим при использовании только маркеров EpСAM и СК иногда невозможно обнару-
жить ЦОК [43]. С учетом перечисленных проблем, которые встречаются на сегодняшний день при детек-
ции ЦОК системой CellSearch, очевидно, что этот вопрос требует дальнейшего исследования и расшире-
ния линейки специфических маркеров.

Кроме системы CellSearch® существуют и другие методы количественного определения и выделения 
ЦОК, основанные на применении EpCAM как маркера: MagSweeper (иммуномагнитный метод), GILPUI 
CellCollector® (выделение ЦОК in vivo из вены руки с помощью нанопроволоки),  IsoFlux® (использова-
ние покрытых антителами к EpCAM магнитных микрофлюидных шариков) и др. Однако все эти методы 
по-прежнему требуют аналитической и клинической проверки, поскольку на сегодняшний день ни один 
из них не получил одобрения FDA.

Существует также независимый от EpCAM метод выделения ЦОК, основанный на физических харак-
теристиках клеток – ISET® (изоляция эпителиальных опухолевых клеток по размеру). Принцип действия 
этого метода заключается в фильтрации крови через специальный фильтр ISET® с порами размером  
8 мкм, задерживающий опухолевые клетки, которые намного крупнее лейкоцитов (24 мкм и более).

Одним из подходов, устраняющим недостатки системы CellSearch®, является использование допол-
нительных к EpCAM маркеров ЦОК. Так, например, разработана методика  выделения ЦОК из образов 
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крови онкопациентов с использованием индивидуальных магнитных микрочастиц, конъюгированных с 
антителами к EpCAM и EGFR [44]. Комбинация этих двух маркеров показала оптимальную комплемен-
тарность для эффективного охвата различных фенотипов опухолевых клеток. Авторами установлено, что 
общее количество ЦОК в 68,18 % исследованных образцов было выше по сравнению с числом клеток, об-
наруженных с помощью метода CellSearch®. Этот новый подход устраняет недостаток использования 
только маркера EpCAM и охватывает широкий спектр фенотипов, включая мезенхимальные клетки.

EGFR принадлежит к семейству рецепторов тирозинкиназ HER/ErbB, отвечающих за регулирование 
сигнальных путей во время роста, выживания и подвижности клеток. Активация EGFR нарушает меж-
клеточную адгезию вследствие дестабилизации комплекса E-кадгерин/β-катенин, способствует ЭМП  
и приобретению подвижного фенотипа. Функция EGFR часто нарушается при эпителиальных опухолях, 
а передача сигналов через EGFR играет важную роль как при прогрессировании рака, так и при ЭМП. 
Однако чувствительность данного маркера невысока.

Еще одним маркером, используемым для детекции ЦОК, является EphB4 (рецептор эфрина) – пред-
ставитель рецепторных протеинкиназ, активность которого повышается при некоторых видах рака. Этот 
комплекс лиганд с рецептором опосредствует передачу сигнала межклеточного контакта и является регу-
лятором миграции клеток и формирования тканевого паттерна, которые часто используются раковыми 
клетками при прогрессировании опухоли. Сверхэкспрессия EphB4 наблюдается при раке головы и шеи 
[45], раке желудка, РМЖ и др. При этом у здоровых доноров не обнаружена экспрессия данного маркера. 
Однако поскольку этот маркер присутствует и на неопухолевых эпителиальных клетках, он может давать 
ложноположительные результаты. 

Недавно был разработан метод детекции ЦОК у пациентов с немелкоклеточной карциномой легких с 
применением технологий ПЦР с обратной транскрипцией в реальном времени [46]. Была изучена вероят-
ность содержания внеклеточной РНК в периферической крови как потенциального биомаркера для обна-
ружения ЦОК у онкологических больных путем определения уровня экспрессии мРНК генов CK7, EphB4, 
EGFR, ELF3. Авторы показали, что экспрессия CK7 и EphB4 в мононуклеарных клетках периферической 
крови (МКПК) коррелирует с возрастом и гистопатологическим типом соответственно. Экспрессия CK7 
и ELF3 в опухолевых тканях и EGFR в МКПК была связана с метастазами в лимфатических узлах. 
Экспрессия всех четырех генов в опухолевых тканях и МКПК достоверно коррелировала с клинической 
стадией. Анализ выживаемости показал, что пациенты с повышенной экспрессией мРНК генов CK7, 
ELF3, EGFR и EphB4 в МКПК имели более низкую безрецидивную и общую выживаемость. Таким обра-
зом, исследование показало, что изменение содержания внеклеточной РНК в периферической крови мо-
жет иметь важное клиническое значение для диагностики и лечения пациентов с немелкоклеточной кар-
циномой легких.

Маркер HER2 – мембранный белок, тирозиновая протеинкиназа семейства рецепторов эпидермаль-
ного фактора роста EGFR/ErbB. Амплификация или повышенная экспрессия гена этого белка играет 
важную роль в патогенезе и прогрессировании определенных агрессивных типов РМЖ, а также является 
важным биомаркером и терапевтической мишенью этого вида рака. В настоящее время определение дан-
ной молекулы широко используется для иммунохимической диагностики и таргетной терапии РМЖ. 
Однако при использовании его для детекции ЦОК HER2 зарекомендовал себя хуже, чем EpCAM. Из 66 па-
циентов с прогрессирующим РМЖ у 40 были EpCAM-положительные ЦОК, из которых лишь 15 имели 
HER2+ статус [47]. Чен с соавт. [48] для детекции HER2-позитивных клеток ЦОК в цельной крови исполь-
зовали систему LiquidBiopsy. HER2 были обнаружены на всех стадиях РМЖ, включая раннюю, но уро-
вень обнаружения был выше при метастатическом процессе. Анализ экспрессии HER2 используется при 
РМЖ и является эффективной терапевтической мишенью для лечения РМЖ, а также может быть приме-
нен в комплексе с другими маркерами для подсчета ЦОК.

MUC-1 – мембранный белок, протеогликан из группы муцинов. Синтезируется апикальной поверх-
ностью эпителиальных клеток и обеспечивает их защиту от бактерий и ферментов. Экспрессия данного 
белка значительно повышена в большинстве карцином, что способствует снижению адгезивных свойств 
клетки и, следовательно, их миграции. Результаты исследования показали, что пациенты с MUC-1+ мета-
статической аденокарциномой поджелудочной железы ЦОК имели более короткую медианную общую 
выживаемость по сравнению с пациентами с MUC-1-отрицательными ЦОК [49]. Высокая экспрессия 
MUC-1 наблюдалась также при эпителиальных опухолях яичников и метастатическом РМЖ, аденокар-
циноме поджелудочной железы, колоректальном раковом образовании, раке простаты [50]. Однако MUC-
1 не является специфическим маркером опухолевых клеток, он экспрессируется также на нормальных  
и доброкачественных клетках РМЖ, что приводит к ложноположительным результатам.

Исследования показали, что хирургические вмешательства инициируют массовый выброс опухоле-
вых клеток в кровоток [51], а дальнейшее снижение ЦОК до исходного уровня после операции происходит 



378	Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 3, pp. 370–384

за счет процессов апоптоза и повторного метастазирования во вторичные органы [52]. Обнаружение од-
ной клетки ЦОК в 1 мл крови является клинически важным и означает, что в организме присутствуют 
5000 ЦОК. Количественные определения ЦОК в цельной крови больных раком легких до базовой терапии 
и после первого курса (при использовании технологии ISET) показали отрицательную корреляцию коли-
чества этих клеток с продолжительностью жизни без прогрессирования болезни и общей выживаемо-
стью [53]. Кроме того, по результатам многих клинических исследований, при РМЖ отмечается положи-
тельная корреляция между количеством ЦОК и снижением свободной прогрессии и общей выживаемо-
стью при операбельной болезни до и после химиотерапии [53].

Поскольку ЦОК можно получать повторно неинвазивным способом, их можно использовать для ис-
следования и подбора оптимальной терапии, наблюдая за их количественным изменением. Результаты 
исследований показали снижение количества ЦОК у онкопациентов после начала эффективной терапии 
рака груди, простаты, колоректального и других видов рака [36, 54, 55], что свидетельствует о примени-
мости этого маркера при изучении ответа на лечение. Кроме того, исследование молекулярных характе-
ристик ЦОК является перспективным, поскольку может стать инструментом для изучения молекулярной 
эволюции опухолевых клеток в процессе курса лечения, что особенно важно для мониторинга развития 
лекарственной устойчивости.

Определение ЦОК, как и других циркулирующих опухолевых маркеров, обладает явными преимуще-
ствами перед биопсией ткани за счет простоты сбора материала и возможности серийной оценки. Кроме 
того, наблюдение за изменением молекулярного профиля ЦОК в процессе лечения может служить ин-
струментом фармакодинамического мониторинга, способствующим лучшему пониманию причин рези-
стентности применяемой терапии [36]. Обнаружено, что ЦОК могут генетически отличаться от первич-
ной опухоли, от которой они происходят, и эти различия могут влиять на реакцию организма пациента на 
терапию, которую назначают, основываясь лишь на первичной характеристике опухоли. Следовательно, 
ЦОК можно рассматривать как «жидкую биопсию», предоставляющую прогностическую и прогностиче-
ски-клиническую информацию [24].

На сегодняшний день неизвестны поверхностные или внутриклеточные маркеры для 100 %-ной де-
текции ЦОК у онкобольных. Это связано с геномной нестабильностью злокачественных клеток, которая 
приводит к гетерогенности популяции ЦОК. Линейка ЦОК-специфических маркеров в будущем может 
быть дополнена мезенхимальными маркерами и маркерами стволовости, однако для эффективного под-
бора подобных антигенов необходимо проведение дополнительных исследований. Таким образом, одним 
из способов преодоления трудностей количественного определения ЦОК является одновременное исполь-
зование нескольких маркеров, что дает возможность наибольшего охвата популяции ЦОК.

Многоцветная проточная цитофлуориметрия (англ. multicolor flow cytometry). Многоцветная 
проточная цитометрия (МПЦ) − чувствительный высокоточный мультиинформативный метод, позво-
ляющий идентифицировать и охарактеризовать любую клеточную субпопуляцию среди десятков ты-
сяч клеток не только благодаря ее морфологическим особенностям, но и за счет отслеживания уровня 
экспрессии белков, что дает возможность диагностики множества заболеваний и мониторинга их лече-
ния [56]. 

Метод МПЦ основан на анализе параметров светорассеяния и интенсивности флуоресценции отдель-
ных клеток. В проточной камере прибора суспензия анализируемых клеток попадает в поток обжимаю-
щей жидкости так, что клетки выстраиваются в очередь и проходят через лазерный луч. Рассеивание 
света и флуоресценция от каждого события регистрируются при помощи разных детекторов. Информация 
от детекторов представляется в наглядной форме, что дает возможность разделить клетки на отдельные 
популяции, отличающиеся друг от друга по заданным параметрам. 

Для многопараметрового исследования клеток образца используют одновременно несколько флуо-
рохромов с разными длинами волн испускания и эмиссии. Современные цитофлуориметры содержат ми-
нимум 3 лазера и не менее 10 каналов детекции (фильтров) для анализа испускаемого свечения. Такой 
подход существенно экономит время, расход образца и при этом дает широкую линейку результатов. 
Использование в современной практике специфических моноклональных антител (монАТ), меченных 
флуорохромами, позволяет проводить как качественный, так и количественный анализ поверхностных  
и внутриклеточных антигенов. Флуоресцентный сигнал появляется в случае связывания монАТ, мечен-
ного флуорохромным красителем, со специфической белковой структурой клетки. В настоящее время  
в клинической практике можно использовать одновременно до 12 меченых антител в одной пробирке [57], 
что дает возможность контролировать функциональное состояние многих клеточных популяций.  

Преимущество метода состоит также в высокой производительности, возможности анализа большого 
массива клеток, высокой точности и чувствительности при одновременном анализе порядка 30 параме-
тров флуоресценции. 
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Учитывая широкие возможности метода проточной цитофлуориметрии, ученые уже десятки лет успеш-
но применяют его для иммунофенотипирования лейкоцитов и диагностики лимфопролиферативных за-
болеваний [58, 59]. Использование данного метода позволяет наиболее точно детектировать гетерогенные 
клеточные популяции и редкие события (одиночные клетки), т. е. встречающиеся с частотой 10‒5–10‒7,  
и охарактеризовать их одновременно по нескольким фенотипическим признакам, подобрав нужную линей-
ку специфических флуорохром-меченых моноклональных антител. Так, применение МПЦ позволяет об-
наруживать минимальную остаточную болезнь с чувствительностью от 10–5 до 10–6 [60]. Метод проточ-
ной цитофлуориметрии является наиболее точным, быстрым и удобным для количественного определе-
ния минимальной остаточной болезни и выявления ЦОК в крови пациентов с онкозаболеваниями и часто 
используется в медицинской практике [58, 59]. Lianyuan Tao c соавт. [58] применяли этот метод для обна-
ружения ЦОК в крови с целью прогнозирования послеоперационных метастазов у пациентов с новообра-
зованиями поджелудочной железы, проведя анализ 39 образцов крови. Также Юшэн Лу c соавт. [59] с по-
мощью данного метода в комплексе с отрицательной иммуномагнитной сепарацией по СD45 детектиро-
вали ЦОК в крови пациентов с колоректальной карциномой. Авторами установлено, что количество ЦОК 
положительно коррелирует со стадией онкозаболевания пациента, является надежным предиктором об-
щей выживаемости и имеет решающее значение для принятия клинических решений.

На основе метода проточной цитофлуориметрии в Институте биофизики и клеточной инженерии 
НАН Беларуси разработан метод определения содержания циркулирующих опухолевых клеток в перифе-
рической крови у пациентов, страдающих злокачественными новообразованиями эпителиальной приро-
ды. Для детекции ЦОК в качестве основного маркера использовали EpCAM (CD326). Лейкоциты и другие 
клетки гемопоэтического происхождения идентифицировали при помощи панлейкоцитарного маркера 
CD45. В качестве интеркалирующего красителя для исключения мертвых клеток применяли To-Pro3. 
Конгломераты клеток выявляли путем гейтирования событий на цитограмме SSC-H против SSC-A.

Данный метод успешно используется в комплексе медицинских услуг для ранней диагностики про-
цессов метастазирования и контроля лечения пациентов, страдающими онкозаболеваниями [61]. 

Заключение. В настоящее время применение современных подходов и методов лечения онкопациен-
тов часто приводит к полной ремиссии. Однако у части таких пациентов в конечном итоге случаются ре-
цидивы, что объясняется тем, что при использовании методов диагностики, основанных лишь на морфо-
логической оценке клеточной популяции, не удается обнаружить остаточное количество опухолевых кле-
ток после терапии [60]. МПЦ в сочетании с молекулярными и цитогенетическими исследованиями 
является наиболее часто используемым методом диагностики минимальной остаточной болезни.

Что касается злокачественных новообразований эпителиальной природы, то определение циркулиру-
ющих опухолевых и раковых стволовых клеток методом многоцветной проточной цитофлуориметрии 
позволяет провести раннюю диагностику процессов метастазирования, а также мониторинг и коррекцию 
всех этапов этого процесса. 
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