
62   СТМ ∫ 2020 ∫ том 12 ∫ №6

биотехнологии

выделение ЦиРкулиРующих опухолевых клеток  
из обРазЦов пеРифеРической кРови  
онкологических больных  
с помощью микРофлюидной технологии
DOI: 10.17691/stm2020.12.6.08 
УДК 616–006.6–033.2–076–036.8–08 
Поступила 5.08.2020 г.

А.Б. Воловецкий, к.б.н., научный сотрудник лаборатории нанотераностики Института молекулярной медицины  
Научно-технологического парка биомедицины1;
П.А. Малинина, клинический ординатор кафедры онкологии, лучевой терапии и лучевой диагностики2;
А.Ю. Капитанникова, научный сотрудник лаборатории нанотераностики Института молекулярной медицины  
Научно-технологического парка биомедицины1;
С.В. Сметанина, зав. цитологической лабораторией3;
И.А. Круглова, врач клинической лабораторной диагностики4;
А.В. Масленникова, д.м.н., зав. кафедрой онкологии, лучевой терапии и лучевой диагностики2; 
профессор кафедры биофизики5

1Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова  
 (Сеченовский университет), ул. Трубецкая, 8, стр. 2, Москва, 119991; 
2Приволжский исследовательский медицинский университет, пл. Минина и Пожарского, 10/1,  
 Н. Новгород, 603005; 
3Нижегородский областной клинический онкологический диспансер, ул. Деловая, 11/1, Н. Новгород, 603163; 
4Городская больница №35, ул. Республиканская, 47, Н. Новгород, 603089; 
5Национальный исследовательский Нижегородский государственный университет им. Н.И. Лобачевского,  
 пр. Гагарина, 23, Н. Новгород, 603950

Цель исследования — изучение возможностей инновационной микрофлюидной технологии для выделения циркулирующих 
опухолевых клеток (ЦОК) из образцов периферической крови онкологических больных.

Материалы и методы. С использованием микрофлюидной технологии (на основе специально разработанного силиконового 
чипа) проведена обработка образцов периферической крови 5 пациентов с диссеминированными злокачественными опухолями 
эпителиального происхождения. Разделение клеток проходило по критерию их плотности на основе латеральной миграции твер-
дых частиц в жидкости за счет инерционных сил. С помощью разработанной конфигурации чипа выделялись клетки размером 
более 13 мкм, что больше стандартного размера клеток крови. Полученная целевая фракция клеток была окрашена по методу Ро-
мановского–Гимзе. С целью подтверждения эпителиальной природы клеток проведено окрашивание флуоресцентным антителом 
Anti-Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC, для контрастирования ядра применяли краситель DAPI. Для иммуноцитохимического исследова-
ния использовали кровь здорового добровольца и опухолевые клетки линии A549.

Результаты. Опухолевые клетки в периферической крови (от 1 до 9) удалось выявить у всех 5 пациентов. В образцах крови 
больных раком гортани, немелкоклеточным раком легкого и раком дна полости рта были идентифицированы кластеры ЦОК из 
2–5 клеток. Получено яркое насыщенное окрашивание опухолевых клеток линии A549 с помощью Anti-Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC, 
соответствующее окраске цитоскелета эпителиальных клеток. Успешное контрастирование ядер с помощью красителя DAPI под-
твердило, что выделенные целевые клетки при микрофлюидной сепарации не повреждаются.

Заключение. Использованная микрофлюидная технология позволяет эффективно выделять неповрежденные ЦОК из пери-
ферической крови онкологических больных.  Эпителиальная природа выделенных клеток может быть подтверждена с помощью 
иммуноцитохимического исследования.
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жидкостная биопсия; иммуноцитохимическое исследование; флуоресцентные антитела; опухоли эпителиального происхождения; 
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The aim of the investigation was to study the potential of an innovative microfluidic technology for the isolation of circulating tumor 
cells (CTCs) from the peripheral blood samples of cancer patients.

Materials and Methods. Peripheral blood samples from 5 patients with disseminated malignant tumors of epithelial origin were 
processed with the use of the microfluidic technology (based on a specifically designed silicone chip). The cells were separated according 
to their density criterion based on the lateral migration of solid particles in a liquid due to inertial forces. With the help of the designed chip 
configuration, the cells over 13 μm in size which is larger than the standard size of blood cells were isolated. The resulting target cell fraction 
was stained by the Romanowsky–Giemsa method. Staining with the fluorescent Anti-Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC antibody was carried out 
to confirm the epithelial nature of the cells, and the DAPI dye was used to contrast the nucleus. The blood of a healthy volunteer and tumor 
cells of the A549 line were used for the immunocytochemical studies.

Results. The tumor cells in peripheral blood (in the number of 1 to 9) were detected in all 5 patients. CTC clusters of 2–5 cells were 
identified in blood samples from the patients with laryngeal cancer, non-small cell lung cancer, and floor of the mouth cancer. A bright 
saturated staining of the A549 tumor cells was obtained using the Anti-Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC antibody, corresponding to the staining 
of the cytoskeleton of epithelial cells. Successful nuclear staining with DAPI confirmed that the isolated target cells are not damaged during 
microfluidic separation.

Conclusion. The microfluidic technology that has been used enables effective intact CTCs isolating from the peripheral blood of 
cancer patients. The epithelial nature of the isolated cells can be confirmed by immunocytochemical studies.

Key words: circulating tumor cells; disseminated tumor process; microfluidic technologies; fluid biopsy; immunocytochemical study; 
fluorescent antibodies; tumors of epithelial origin; circulating tumor clusters.

Введение

Способность к метастазированию является одной 
из ключевых особенностей злокачественных опухо-
лей. Программа метастатического каскада включа-
ет в себя последовательно потерю адгезии клетками 
первичного очага (сайта), миграцию их из первично-
го очага, активацию эпителиально-мезенхимального 
перехода, интравазацию, циркуляцию в кровотоке с 
последующим распространением по кровеносному 
руслу и завершается экстравазацией и пролифера-
цией с формированием вторичного метастатическо-
го очага (сайта) [1]. Эти «ступени» метастатического 

каскада связывает уникальное состояние опухолевой 
клетки — циркуляция и выживание в системном кро-
вотоке. Часть клеток «оседает» в органах с формиро-
ванием пула «спящих» опухолевых клеток (dormant 
cancer cells), другая часть продолжает циркулировать 
в периферической крови и формирует пул циркули-
рующих опухолевых клеток (ЦОК) [2]. Впервые ЦОК 
были обнаружены и задокументированы австралий-
ским патологоанатомом T.R. Ashworth более века 
тому назад [3], однако понимание клинического, а 
также прогностического и предиктивного значения 
ЦОК появилось только в последнее десятилетие. 
Гистологическое исследование биоптатов первичной 
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и/или метастатической опухоли позволяет выявить ее 
молекулярный профиль и назначить адекватную ле-
карственную терапию.

Эта информация может оказаться недостаточной 
в свете существующих доказательств временнόй и 
пространственной гетерогенности новообразования, в 
особенности той, которая возникает в результате се-
лекции опухолевых клонов «под давлением» противо-
опухолевой терапии [4]. Проведение повторной проце-
дуры биопсии опухолевого очага не всегда возможно 
или может быть существенно затруднено технически 
при локализации его во внутренних органах. Таким 
образом, ЦОК являются наиболее удобным объектом 
для динамического исследования, так как могут быть 
получены путем простого забора периферической 
крови пациента. Они представляют собой динамиче-
ски изменяющуюся фракцию клеток, тем самым явля-
ясь ключом к пониманию гетерогенности опухоли, био-
логии метастазирования, и открывают возможности 
контроля над эволюцией опухоли. Задача выделения 
ЦОК из образца крови и их последующей характери-
зации до настоящего времени полностью не решена, 
что является одним из главных препятствий для реа-
лизации их прогностического потенциала в клинике.

В принципе все методы выделения ЦОК можно 
подразделить на биологические и физические. В ос-
нове биологических методов лежит способность опу-
холевых клеток взаимодействовать со специфиче-
скими антителами. В настоящее время этот подход 
рассматривается как «золотой стандарт» выделения 
ЦОК с эпителиальным фенотипом, характеризуется 
высокой воспроизводимостью и специфичностью, а 
соответствующая технология CellSearch одобрена 
для клинического применения FDA (Food and Drug 
Administration) [5]. Основным ее недостатком явля-
ется невозможность сепарации клеток, утративших 
эпителиальный фенотип в результате эпителиально-
мезенхимального перехода, которые, как считается, 
играют ключевую роль в качестве драйвера метаста-
тического процесса [6].

На указанной способности опухолевых клеток осно-
вана работа системы, в которой используется обога-
щенный моноклональными антителами к молекулам 
адгезии эпителиальных клеток EpCAM функционали-
зированный наконечник, вводимый в стандартный ка-
тетер Сельдингера, который дает возможность подсо-
единения системы непосредственно к кровеносному 
руслу пациента с анализом большого объема крови, 
благодаря чему EpCAM-позитивные ЦОК улавливают-
ся и задерживаются на наконечнике [7, 8].

Альтернативой позитивной селекции являются 
методики негативного выделения, основанные на 
связывании лейкоцитов со специфическими антите-
лами (CD45) и последующем их удалении из анали-
зируемого образца (Label-free [9] и RosetteSep [10]). 
Существенным преимуществом такой селекции яв-
ляется возможность выделения ЦОК независимо от 
их иммунофенотипа, а также сохранение этих клеток 

жизнеспособными и пригодными для дальнейшего ис-
следования и/или культивирования [11].

К биологическим методам селекции ЦОК относят 
также подсчет и выделение их с помощью флуорес-
центного сортинга (fluorescence-activated cell sorting, 
FACS) посредством проточной цитометрии. Данный 
метод дает возможность получения клеточных клонов 
высокой степени чистоты, но требует подбора антител 
и большого стартового количества материала [12, 13]. 
К недостаткам метода также можно отнести сложность 
одновременной оценки большого числа параметров 
(8–12) из-за перекрытия спектров флуоресценции и 
достаточно высокую стоимость [14].

Отличием магнитного сортинга (мagnetic-activated 
cell sorting, MACS; Miltenyi Biotec, Германия) является 
использование конъюгатов специфических антител к 
целевой фракции клеток с супермагнитными наноча-
стицами, что позволяет проводить сепарацию в усло-
виях направленного магнитного поля. Технология до-
статочно проста, но отличается высокой стоимостью 
системы и расходных материалов. Кроме того, как для 
любого другого биологического метода сепарации, эф-
фективность его зависит от сродства выбранных анти-
тел к таргетному белку [15].

Методы физической селекции ЦОК основаны на 
отличии физических свойств опухолевых клеток от 
таковых у нормальных клеток: их размера, плотно-
сти и механических свойств (жесткости, способности 
к деформации). Селекция, основанная на различиях 
размера нормальных и опухолевых клеток, позволяет 
разделять их с помощью простой микрофильтрации, 
поскольку клетки крови имеют, как правило, меньшие 
размеры по сравнению с опухолевыми клетками [16, 
17]. Метод является простым в исполнении и исполь-
зовании и относительно дешевым, однако не лишен 
и существенных недостатков: есть вероятность про-
пустить раковые клетки с малыми размерами, фильтр 
достаточно легко засоряется и может использоваться 
только для анализа ограниченного объема крови.

Разделение клеток при центрифугировании в соот-
ветствии с их плотностью [18, 19] несет риск потери 
отдельных клеток в результате образования агрегатов 
и имеет низкую чувствительность, поскольку раковые 
клетки гетерогенны и не являются идентичными по 
своим физическим свойствам.

Наиболее перспективным методом выделения ЦОК 
из периферической крови представляется использо-
вание микрофлюидных систем, в основе работы ко-
торых лежит латеральная миграция твердых частиц в 
жидкости за счет инерционных сил [20, 21]. Это дает 
возможность выделять более крупные по сравнению 
с нормальными клетками крови опухолевые клетки. 
К недостаткам метода относятся большое количество 
«фоновых» лейкоцитов, что затрудняет подсчет и ха-
рактеризацию выделенных ЦОК, а также высокая сто-
имость расходных материалов [22–28]. В то же время 
сам по себе микрофлюидный чип имеет относительно 
невысокую стоимость, требует минимального объема 
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образцов крови и позволяет сепарировать опухолевые 
клетки независимо от их фенотипа, что обусловливает 
значительное преимущество этой системы по сравне-
нию с сертифицированной для клинического примене-
ния системой CellSearch.

До сих пор выбор того или иного метода сепарации 
ЦОК из периферической крови для использования в 
рутинной клинической практике с минимальными по-
терями и максимальным удобством остается дискус-
сионным. В нашем исследовании с целью выделения 
ЦОК из периферического кровотока была использова-
на микрофлюидная технология на основе силиконово-
го чипа определенной конфигурации.

Цель исследования — изучение возможностей ин-
новационной микрофлюидной технологии для выде-
ления циркулирующих опухолевых клеток из образцов 
периферической крови онкологических больных и по-
следующей их характеризации.

Материалы и методы
Исследование проводилось на базе химиотерапев-

тического отделения поликлиники Нижегородского об-
ластного клинического онкологического диспансера 
(дневной стационар). Были изучены образцы перифе-
рической крови 5 пациентов с диссеминированными 
злокачественными новообразованиями эпителиаль-
ного происхождения, которые получали системное 
лечение по поводу прогрессирования заболевания с 
развитием метастатического процесса. Исследование 
проведено в соответствии с 
Хель синкской декларацией 
(2013) и одобрено Этическим 
комитетом Нижегородского об-
ластного клинического онколо-
гического диспансера. От каж-
дого пациента предварительно 
было получено добровольное 
информированное согласие. 
Общие сведения о пациен-
тах представлены в разделе 
«Результаты».

Критерии включения: уста-
новленный диагноз диссеми-
нированного злокачественного 
новообразования эпителиаль-
ной природы (рак); гистологи-
ческая верификация первичной 
опухоли и вторичных метаста-
тических очагов; функциональ-
ный статус по шкале ECOG 
0–2. Критерием исключения яв-
лялся функциональный статус 
по шкале ECOG 3–4.

Подготовка образцов кро
ви. Образцы периферической 
крови отобранных пациентов 
забирали из локтевой вены в 

одноразовые стерильные вакуумные пробирки, об-
работанные ЭДТА-К3. Чтобы исключить попадание в 
образец эпителиальных клеток после прокола кожи, 
первый миллилитр крови пациента утилизировали, 
а далее забирали кровь в объеме 9 мл. В течение 
не более 3 ч после забора кровь обрабатывали ли-
зирующим буфером комнатной температуры (MACS 
Separation Buffer; Miltenyi Biotec) в соотношении крови 
и буфера 1,0:2,5 в течение 20 мин путем постоянного 
перемешивания с целью разрушения эритроцитарной 
фракции. Потом кровяной лизат центрифугировали 
(CM-6M; ELMI, Латвия; 5 мин, 500 g), надосадочную 
жидкость утилизировали, а осадок, содержащий целе-
вые ЦОК, разбавляли раствором фосфатно-солевого 
буфера (PBS) до 10 мл.

Описание микрофлюидного чипа и технология 
клеточной сепарации. Следующим этапом иссле-
дования было сепарирование полученной суспензии 
с помощью шприцевого насоса (SpLab01; «Вилитек», 
Россия) и силиконового спирального микрофлюидного 
чипа (рис. 1).

В шприцевый насос устанавливали шприц с по-
лученной клеточной суспензией и выставляли по-
стоянную скорость выходящего потока (1,7 мл/мин). 
Из шприца по пластиковой трубке с внутренним ди-
аметром 0,5 мм суспензия клеток попадала в чип 
(рис. 1, а, б). Внутри чипа происходило разделение 
клеток по их плотности на основе латеральной миг-
рации твердых частиц в жидкости за счет инерцион-
ных сил (рис. 1, в, г). Вследствие этого подавляющее 

Лизированная 
кровь

W-образец

W-образец

Т-образец
ЦОК

Т-образец

а

в

б

г

Рис. 1. Установка для сепарирования:
а — внешний вид; б — схематическое изображение силиконового микрофлюидного 
чипа; в — развилка в центре чипа; г — поперечное сечение полости витка чипа с 
распределением частиц внутри в зависимости от их размера
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число клеток размером менее 13 мкм в соответствии 
с принципом работы чипа сепарировались в «мусор-
ную» пробирку (далее W-образец), а подавляющее ко-
личество клеток размером более 13 мкм — в «таргет-
ную» пробирку (далее T-образец). Следует отметить, 
что в Т-образце присутствует значительное количест-
во лейкоцитов, что требует дополнительной верифи-
кации клеток в нем.

Выявление циркулирующих опухолевых кле
ток в таргетных образцах. Окрашивание образ-
цов крови 5 пациентов выполняли по Романовскому–
Гимзе. С использованием цитоцентрифуги Awel C12 
(Domel, Словения) в течение 9 мин при 500 g прово-
дили седиментацию клеток из обогащенной ЦОК су-
спензии на предметное стекло, после чего образцы 
фиксировали по Май–Грюнвальду в течение 3 мин. 
Зафиксированные мазки крови помещали в рабочий 
раствор Романовского–Гимзе, по истечении 30 мин 
препараты промывали проточной водой в течение 
1–2 с и высушивали на воздухе.

Иммуноцитохимическое окрашивание краси
телями AntiCytokeratinFITC и DAPI. Для отработ-
ки методики характеризации ЦОК клетки клеточной 
линии карциномы легкого человека А549 (номер по 
каталогу ATCC® CСL-185™) в количестве 5000 кл. 
добавляли в образцы крови здорового добровольца 
в объеме 9 мл и сепарировали по изложенной выше 
методике. Культивирование клеток проводили в сре-
де DMEM («ПанЭко», Россия), содержащей 2 ммоля 
L-глутамина («ПанЭко») и 10% эмбриональной те-
лячьей сыворотки (HyClone, США), при 37 °С и 5% 
СО2, в культуральных флаконах площадью 25 см2. 
На каждом этапе пассирования клетки обрабатыва-
ли 0,25% раствором трипсина-версена («ПанЭко»). 
Субкультивирование выполняли через 2–3 сут по до-
стижении культурой 80% конфлюентности [29].

С использованием цитоцентрифуги Awel C12 в те-
чение 9 мин при 500 g проводили седиментацию кле-
ток из обогащенной ЦОК суспензии на предметное 
стекло, после чего полученные препараты фиксиро-
вали при комнатной температуре в среде парафор-
мальдегида Тритон Х-100 (1%) в течение 7–10 мин. 
Далее препараты промывали в PBS и высушивали. 
Для блокировки неспецифического связывания пре-
параты инкубировали с 5% раствором бычьего сы-
вороточного альбумина (BSA) в PBSТ (0,1% раствор 
Твин в PBS, pH=7,2) в течение 90 мин при комнатной 
температуре во влажной среде и слегка высушива-
ли. После этого на предметное стекло с образцом 
наносили разведенный в пропорции 1:50 раствор 
меченого антитела Anti-Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC 
(Miltenyi Biotec) и в течение 4 ч инкубировали при 
комнатной температуре во влажной среде. После 
этого полученные образцы обрабатывали красите-
лем DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) 
с последующей экспозицией в течение 10 мин и от-
мывкой в PBS. Использование DAPI (окрашивание 
ядра) в данном исследовании обусловлено необхо-
димостью дополнительной верификации целостно-
сти выявленных клеток.

Выбор флуоресцентного антитела Anti-Cytokeratin 
(CK3-6H5)-FITC был обусловлен в первую очередь 
необходимостью выявить признаки эпителиальной 
принадлежности выделенных клеток, что однозначно 
будет указывать на их опухолевую природу. Помимо 
этого использование метки FITC позволяет отделить 
принимаемый флуоресцентный сигнал от DAPI.

На завершающем этапе препараты высушивали и 
закрепляли монтирующей средой (ProLong AntiFade 
Reagent; Thermo Fisher Scientific, США). Полученные 
препараты хранили в фольге в темноте при темпера-
туре 4 °С.

Рис. 2. Изображения атипичных клеток в образцах крови исследуемых пациентов:
а — при раке альвеолярного отростка нижней челюсти; б — при раке гортани; в — при раке 
щитовидной железы; г — при немелкоклеточном раке легкого; д — при раке дна полости рта. 
Окраска по Романовскому–Гимзе; ×100. Стрелками обозначены атипичные клетки в «таргет-
ных» образцах крови после сепарации в микрофлюидном чипе

а б в

г д
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а б в

Рис. 3. Клетки с атипичной морфологией, полученные из образца перифе-
рической крови здорового добровольца с предварительным добавлени-
ем линии клеток А549:
а — окраска флуоресцентными антителами Anti-Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC; 
возбуждение флуоресценции — 488 нм; прием сигнала — 525 нм; б — контра-
стирование ядер с помощью DAPI; возбуждение флуоресценции — 405 нм; при-
ем сигнала — 470 нм; в — наложение Anti-Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC и DAPI 

Микроскопическое исследо
вание. Фотографи чес кие (рис. 2) 
и флуоресцентные (рис. 3) изо-
бражения получали с помощью 
конфокального лазерного сканиру-
ющего микроскопа LSM 710 DUO 
на инвертированном штативе Axio 
Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия). 
Возбуждение флуоресценции Anti-
Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC про-
водили на длине волны 488 нм, 
регистрацию сигнала — 525 нм. 
Возбуждение флуоресценции DAPI 
выполняли на длине волны 405 нм, 
регистрацию сигнала — 470 нм.

Результаты и обсуждение
Опухолевые клетки в перифе-

рической крови удалось выявить 
у всех 5 пациентов. Количество 
выявленных ЦОК у пациентов, включенных в иссле-
дование, представлено в таблице. В образцах крови 
больных раком гортани (рис. 2, б), немелкоклеточ-
ным раком легкого (рис. 2, г) и раком дна полости рта 
(рис. 2, д) были идентифицированы кластеры ЦОК из 
2–5 клеток.

На следующем этапе проведено иммуноцитохи-
мическое фенотипирование клеток эпителиальной 
природы. Исследование выполняли на клеточной ли-
нии карциномы легкого A549, предварительно добав-
ленной в образец периферической крови здорового 
добровольца и сепарированной по изложенной выше 
методике. Получено яркое насыщенное окрашивание 
клеток с атипичной морфологией с помощью Anti-
Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC, соответствующее окра-
ске цитоскелета эпителиальных клеток (рис. 3, а). 
Успешное контрастирование ядер с помощью DAPI 
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Сведения о пациентах и количество циркулирующих опухолевых клеток, выделенных из образцов  
периферической крови

Пациент, 
возраст, пол Диагноз, статус по шкале ECOG Количество циркулирующих 

опухолевых клеток в образце
№1, 69 лет, 
муж.

Рак слизистой оболочки полости рта (альвеолярный отросток нижней челюсти справа) —  
cТ4аN2сM1 (PULM), IV  С стадия. Клиническая группа II. Гистологическое заключение —  
умеренно-дифференцированный плоскоклеточный рак, ECOG 1

5

№2, 54 года, 
муж.

Рак гортани — cТ3N2bM1 (OSS), IV  C стадия. Клиническая группа II.  
Гистологическое заключение — низкодифференцированный плоскоклеточный рак, ECOG 1

2 клетки в кластере

№3, 37 лет,
жен.

Рак щитовидной железы cТ3N1bM1 (HEP), II стадия. Клиническая группа II.  
Гистологическое заключение — папиллярный рак, ECOG 1

1

№4, 52 года, 
муж.

Немелкоклеточный рак легкого (медиастинальная форма) — cT3NxM1 (OSS), IV стадия.  
Клиническая группа II. Гистологическое заключение — низкодифференцированный 
плоскоклеточный рак без ороговения, ECOG 2

9, в их числе  
2 кластера из 2 и 3 клеток 
соответственно

№5, 67 лет, 
жен.

Рак дна полости рта — cT2N2M1 (PULM), IV  С стадия. Клиническая группа II.  
Гистологическое заключение — умеренно-дифференцированный плоскоклеточный рак,  
ECOG 1

7, в их числе кластер  
из 5 клеток

(рис. 3, б) показало целостность выявленных атипич-
ных клеток (при сепарации выделенные в Т-образец 
клетки не повреждаются).

Таким образом, в данном исследовании была от-
работана в клинике методика сепарации ЦОК из 
образцов периферической крови с использованием 
микрофлюидного чипа. Установлено, что при данной 
технологии у пациентов с диссеминированным опу-
холевым процессом ЦОК выделяются в количестве, 
сопоставимом с ранее полученными данными [26]. 
Основной проблемой при работе с микрофлюидным 
чипом оказалось большое количество «мусорных» бе-
лых клеток крови в итоговом образце, что затрудняет 
идентификацию опухолевых клеток и требует дальней-
шего усовершенствования технологии с целью более 
качественной сепарации «целевого» и «мусорного» 
образцов. Дальнейшие исследования предполагают 
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работу с образцами крови большего объема (20 мл) и 
поиск возможностей снижения стоимости технологии.

Иммуноцитохимическое исследование с антите-
лами к цитокератину позволило подтвердить эпите-
лиальную природу выделенных клеток. При взаимо-
действии Anti-Cytokeratin (CK3-6H5)-FITC (антитела, 
конъюгированные с флуоресцентной меткой) с опу-
холевыми клетками происходит специфическое свя-
зывание элементов цитоскелета, что позволяет де-
тектировать и отличать эти клетки от клеток крови при 
лазерно-сканирующей микроскопии.

В экспериментах отмечено выгорание флуорес-
центной метки FITC в течение суток, что обусловлива-
ет необходимость ее замены в дальнейших исследо-
ваниях.

Подтверждение эпителиальной природы клеток, об-
наруженных в периферической крови, является важ-
ным, но не всегда достаточно информативным для ха-
рактеристики всех выявленных ЦОК из-за феномена 
эпителиально-мезенхимального перехода. Для ЦОК, 
как и для опухолевых клеток в целом, свойственна ге-
терогенность популяции, и логичным дальнейшим ша-
гом будет подбор дополнительных антител для более 
полной характеризации выделенного пула клеток.

Заключение
Технология иммуноцитохимического окрашивания 

циркулирующих опухолевых клеток позволяет эффек-
тивно выделять эти клетки из периферической крови 
онкологических больных, однако требуется усовер-
шенствование методики верификации полученных 
клеток, в том числе использование более стабиль-
ных флуоресцентных меток, привязанных к антителу 
(Alexa fluor 488, 568, 647).

Финансирование исследования. Работа выпол-
нена при финансовой поддержке Российского фонда 
фундаментальных исследований в рамках научного 
проекта №19-34-60034.
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