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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Изучить возможность применения метода сфероидообразования в культуре для оценки содер-
жания опухолевых стволовых клеток (ОСК) рака эндометрия (РЭ) в сложных образцах, содержащих различные 
клетки опухоли и микроокружения.
Материалы и методы. Первичные культуры получали из фрагментов опухолей, удаленных в ходе оперативного 
вмешательства, проводимого в качестве первого этапа по лечению РЭ в отделении онкогинекологии ФГБУ «Нацио-
нальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации. 
После ферментативной дезагрегации ткани клеточную суспензию пассировали в среде DMEM, содержащей 10 % 
фетальной бычьей сыворотки (ФБС) и 1 % гентамицина, для получения первичных двумерных культур. Для изучения 
способности клеток к сфероидообразованию первичную культуру снимали с культурального пластика и пассировали 
по 2,0 × 104 клеток на лунку 6-тилуночного планшета (n = 6) в среду DMEM, содержащую 0,35 % агарозы и факторы 
роста EGF (20 нг/мл) и FGF (20 нг/мл). Через две недели культивирования определяли средний размер, количество 
образующихся сфероидов и частоту сфероидообразования. Для тех культур, которые образовали сфероиды, было 
проведено иммунофлуоресцентное окрашивание двумерной культуры на маркер CD133, после чего определяли 
частоту CD133+ клеток.
Результаты. Всего было получено девять первичных культур РЭ, из которых только пять образовали сфероиды 
спустя две недели культивирования в условиях, не поддерживающих адгезию. В этих культурах наибольшую связь 
со сфероидообразованием показали небольшие полигональные CD133+ клетки, с которыми ассоциировались наи-
более крупные сфероиды (98–110 мкм в диаметре).
Заключение. В смешанных культурах РЭ присутствует большое количество клеток микроокружения, из которого 
часть клеток может экспрессировать CD133, в том числе нормальные стволовые клетки, также образующие сфе-
роиды в мягком агаре. Требуется более подробное изучение клеточных субпопуляций РЭ в сравнении с нормальным 
эндометрием для установления связи между наблюдаемым разнообразием клеток в культуре и их способностью 
к сфероидообразованию и другими характеристиками ОСК.
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Experience in creating primary cultures of endometrial cancer and studying cells carrying 
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 A. V. Shaposhnikov, E. V. Shalashnaya, A. A. Maslov, O. G. Ishonina 
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ABSTRACT

Purpose of the study. Was to investigate the possibility of applying the method of spheroid formation in culture for assess-
ment of the endometrial cancer (EC) tumor stem cells (TSC) content in complex samples containing various tumor cells and 
microenvironment.
Materials and methods. Primary cultures were obtained from fragments of tumors removed during surgery as a first stage 
of treatment at the Department of Gynecological Oncology, the National Medical Research Center for Oncology. After enzy-
matic disaggregation of tissue, cell suspension was passaged in DMEM medium containing 10 % fetal bovine serum and 1 % 
gentamicin to obtain primary two-dimensional cultures. To study the ability of cells to form spheroids, the primary culture 
was removed from the culture plate and passaged with 2.0 × 104 cells per well of a six-well plate (n = 6) in DMEM medium 
containing 0.35 % agarose and growth factors EGF (20 ng/ml) and FGF (20 ng/ml). After two weeks of cultivation, the average 
size, number of formed spheroids, and frequency of spheroid formation were determined. For those cultures that had formed 
spheroids, immunofluorescent staining of the two-dimensional culture for the marker CD133 was performed, after which the 
frequency of CD133+ cells was determined.
Results. A total of nine primary cultures of EC were obtained, five of which formed spheroids within two weeks of cultivation 
under non-adhesive conditions. In these cultures, small polygonal CD133+ cells showed the strongest association with spheroid 
formation, which were associated with the largest spheroids (98–110 μm in diameter).
Conclusion. There is a large number of microenvironmental cells in mixed cultures of CSC, some of which may express CD133, 
including healthy stem cells that also form spheroids in soft agar. A more detailed study of CSC subpopulations compared to 
normal endometrium is required to establish a link between the observed diversity of cells in culture and their ability to form 
spheroids and other characteristics of tumor stem cells.

Keywords: endometrial cancer, primary cell cultures, cancer stem cells, cell spheroids 
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ВВЕДЕНИЕ

Рак эндометрия (РЭ) является шестым по рас-
пространенности видом рака у женщин. За послед-
ние 30 лет общая заболеваемость РЭ выросла на 
132 %, что отражает увеличение распространен-
ности факторов риска, в  частности, ожирения 
и старения населения [1]. В России РЭ занимает 
2-е ранговое место в структуре онкологических 
заболеваний женских половых органов. Общее 
количество пациенток с РЭ достигло показателя 
195,6 на 100 тыс. населения в 2022 г., что на 31,8 % 
больше, чем в 2012 г. [2]. Таким образом, по-преж-
нему существует необходимость в разработке но-
вых терапевтических подходов для значительного 
улучшения прогноза у женщин с рецидивирующим 
РЭ или на поздних стадиях заболевания. В этом 
контексте опухолевые стволовые клетки (ОСК) рака 
эндометрия, способные к самообновлению и диф-
ференцировке в зрелые опухолевые клетки, а также 
способствующие рецидивированию опухолей, их 
метастазированию, гетерогенности, множествен-
ной лекарственной и радиационной устойчивости, 
представляют собой потенциальную мишень для 
разработки лекарственных препаратов [3].

ОСК впервые были идентифицированы у паци-
ентов с острым миелоидным лейкозом в 1994 г. 
и с тех пор считаются потенциальными терапевти-
ческими мишенями в лечении онкологических забо-
леваний, в том числе солидных опухолей [4]. Впер-
вые ОСК в РЭ были описаны Hubbard в 2009 г. [5]. 
Открытие эндометриальных ОСК радикально 
изменило взгляды на изучение биологии РЭ и раз-
работку подходов к лечению этого заболевания. 
Как правило, ОСК РЭ идентифицируют по экспрес-
сии специфических антигенов, по признаку слабого 
накопления ядерного красителя Hoechst 33342 (так 
называемая side population – «побочная популя-
ция»), по способности образовывать колонии 
в условиях пониженной адгезии и инициировать 
рост опухоли, содержащей ОСК и происходящие от 
них дифференцированные клетки с тем же фено-
типом, что и «родительские», у мышей с иммуно-
дефицитом [3].

В РЭ был исследован целый ряд маркеров, ассо-
циированных с ОСК солидных опухолей. Альдегид-
дегидрогеназа 1 (Aldehyde dehydrogenase 1, ALDH1) 
является одним из 19 различных ферментов, уча-
ствующих в окислении альдегида. Этот фермент 
проявляет высокую активность на ранних стадиях 

дифференцировки стволовых клеток. Атипичные 
клетки РЭ, имеющие высокий уровень экспрессии 
ALDH1, более туморогенны, инвазивны и устой-
чивы к цисплатину, чем клетки с низким уровнем 
экспрессии ALDH1. Также высокий уровень экс-
прессии ALDH1 коррелирует с худшим прогнозом 
у пациентов с РЭ [6]. Рецепторная тирозинкиназа 
c- Kit или CD117 является рецептором фактора ство-
ловых клеток (Stem Cell Factor, SCF) и при актива-
ции запускает ряд внутриклеточных сигнальных 
каскадов, регулирующих выживание, миграцию 
и пролиферацию клеток, в том числе ОСК [7]. При 
исследовании клеточного состава РЭ было пока-
зано, что CD117+ клетки, выделенные из культур 
РЭ Ishikawa и MFE280, проявляют большую про-
лиферативную способность, а также способность 
к образованию колоний в мягком агаре в присут-
ствии SCF. Высокий уровень экспрессии CD117 так-
же был признан независимым прогностическим 
фактором, коррелирующим с прогрессированием 
РЭ [8]. Антиген CD55 представляет собой фактор 
ускорения распада комплемента и экспрессируется 
на высоком уровне в ОСК эндометриоидного рака 
яичников и РЭ. Было показано, что CD55+ клетки 
способны регулировать самообновление клеток 
и их резистентность к цисплатину в большей сте-
пени, чем CD55- клетки [9]. Связь с ОСК была также 
установлена для трансмембранного гликопротеина 
CD44, играющего роль молекулы адгезии. Клетки, 
сверхэкспрессирующие CD44, обладают такими 
характеристиками ОСК, как способность к само-
обновлению и  эпителиально- мезенхимальному 
переходу (ЭМП), а также устойчивость к химио- 
и лучевой терапии [10]. Вероятно, к ОСК РЭ этот 
маркер также имеет отношение, так как онкосферы, 
получаемые на мягком агаре от клеток культур РЭ 
со свой ствами стволовых, являются CD44 положи-
тельными [3]. Кроме того, в ряде работ отмечается 
совместная экспрессия CD44 и другого маркера 
ОСК CD133 в ткани РЭ [11, 12]. Трансмембранный 
гликопротеин клеточной поверхности проминин-1 
или CD133 привлек значительное внимание из-за 
того, что его экспрессия часто наблюдается в раз-
личных субпопуляциях соматических стволовых 
клеток. Обычно данный гликопротеин наблюдают 
в области различных микроворсинок и выпячива-
ний плазматической мембраны, где CD133 может 
действовать как регулятор липидного состава 
мембран или участвовать в механизмах клеточной 
полярности и миграции [13]. В исследовании Rutella 
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и соавт. (2009) субпопуляции клеток с фенотипом 
CD133+/CD44+, выделенные из постоянных клеточ-
ных линий рака эндометрия, проявили способность 
к формированию опухолевых сфер, повышенную 
химиорезистентность и были способны иниции-
ровать образование опухоли с тем же фенотипом, 
что и у исходной опухоли, при трансплантации им-
мунодефицитным мышам [14]. В работе Gao (2012) 
также исследовали линию AN 3CA и показали, что 
клетки CD133+ экспрессируют маркеры стволово-
сти, демонстрируют большую подвижность и ин-
вазионную способность, чем CD133- клетки [15]. 
В  работе Friel исследовали экспрессию CD133 
в  клетках первичных опухолей РЭ и  механизм 
контроля экспрессии данного маркера в них [16]. 
Авторы показали, что CD133+ клетки составляли 
5,7–27,4 % от общей популяции опухолевых клеток 
в проанализированных первичных опухолях. Эти 
клетки обладали повышенной туморогенностью 
в иммунодефицитных мышах, что говорит в поль-
зу того, что эти клетки относятся к ОСК. Сходные 
результаты были получены в работе Sun (2017), 
где для CD133+CD44+ клеток была показана более 
сильная связь со всеми классическими свой ствами 
ОСК, чем для других исследованных в работе мар-
керов, таких как CD24, CD47, CD29, CXCR4, SSEA3 
и SSEA4. Эффективность образования сфероидов 
в мягком агаре составила 11,7 % для CD133+ клеток 
и 1,7 % для CD133- клеток [17]. Кроме того, в клет-
ках CD133+CD44+ была отмечена повышенная по 
сравнению с другими субпопуляциями экспрессия 
факторов транскрипции стволовых клеток Myc, 
Sox-2, Nanog и Oct4 [16], для которых установлена 
прямая связь со степенью злокачественности эндо-
метриоидной карциномы [18].

Несмотря на установленную в целом ряде ис-
следований связь между CD133 и ОСК РЭ, данные 
о связи экспрессии этого маркера с прогнозом те-
чения заболевания остаются противоречивыми. 
Так, в работе Elbasateeny (2016) указывают на более 
выраженную связь экспрессии CD133 с ранней ста-
дией опухоли (I–II) и на снижение экспрессии дан-
ного маркера на более поздних стадиях заболева-
ния. Авторы предположили, что CD44 и CD133 могут 
участвовать в развитии рака эндометрия на ранних 
стадиях, а их сверхэкспрессия может способство-
вать ранней диагностике рака эндометрия [11]. Под-
держивают эти результаты и данные, полученные 
в работе Mancebo (2017), в которой авторы уста-
новили, что опухоли, в которых экспрессия CD133 

была высокой, с меньшей вероятностью имели 
сосудистую инвазию и с большей вероятностью 
были высоко дифференцированными, а также были 
ассоциированы с более высокой общей и безреци-
дивной выживаемостью [19]. Тем не менее, име-
ются и противоположные данные. Так, в работе 
Nakamura (2010) показали отрицательную корре-
ляцию между экспрессией CD133 в ткани опухоли 
и продолжительностью жизни без рецидива [20]. 
Негативный прогноз течения РЭ при повышенной 
экспрессии CD133 в ткани опухоли был подтвер-
жден и в работе Park в 2019 г. [12]. Наблюдаемые 
расхождения в данных разных авторов могут быть 
связаны с тем, что экспрессия CD133 наблюдается 
не только в ОСК РЭ, но и в нормальных клетках 
железистого эпителия эндометрия [21]. Таким обра-
зом, CD133 в ткани эндометрия может выступать 
одновременно как маркер эпителиальной диффе-
ренцировки и как маркер ОСК.

Чтобы изучать динамику, функционирование 
и регуляцию стволовых клеток, необходимы экс-
периментальные методы, позволяющие четко раз-
личать стволовые клетки и их потомство. Из-за 
отсутствия уникальных маркеров клеточной по-
верхности, характерных только для стволовых 
клеток, и отчетливого морфологического фено-
типа стволовые клетки обычно идентифицируют 
на основе функциональных критериев. Стволовые 
клетки из различных тканей обычно культивируют 
in vitro в виде сфероидов в условиях, исключающих 
адгезию [22]. По литературным данным, исследо-
вание ОСК в РЭ осуществляется методом подсчета 
сфероидов в условиях, не поддерживающих клеточ-
ную адгезию, как на простых образцах, полученных 
после сортировки по какому-либо маркеру [14, 17], 
так и  в  цельных образцах первичной культуры 
РЭ [23]. В последнем случае количественный ана-
лиз сводился к измерению размеров сфероидов, 
оценка же количественного содержания ОСК и уста-
новление связи с клинико- патологическими харак-
теристиками образца не проводилась.

Цель исследования: изучить возможность при-
менения метода сфероидообразования в культуре 
для оценки содержания ОСК РЭ в сложных образ-
цах, содержащих различные клетки опухоли и ми-
кроокружения. Для достижения поставленной цели 
мы сравнили морфологические характеристики 
первичных культур РЭ в условиях адгезионного 
роста и в мягком агаре, а также изучили экспрес-
сию маркера CD133 в двумерных культурах.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Девять первичных культур РЭ было получено 
из фрагментов опухолей, удаленных в ходе опера-
тивного вмешательства, проводимого в качестве 
первого этапа по лечению РЭ. Больные РЭ прохо-
дили лечение в отделении онкогинекологии ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский 
центр онкологии» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации в 2023 г. Гистологический 
диагноз подтверждали в патологоанатомическом 
отделении ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр онкологии» Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации. 
Пациенты были осведомлены об участии в науч-
ном исследовании и подписывали информирован-
ное согласие на сбор биологического материала. 
Патологоанатомом в течение 20 минут после из-
влечения препарата выделялся фрагмент 0,5 см3, 
соответствующий злокачественному компоненту 
опухоли, и помещался в раствор Хэнкса (Gibco, 
США), содержащий 1 % гентамицина (Биолот, Рос-
сия). Далее образец фрагментировали скальпе-
лем до размера 1–2 мм3, после чего добавляли 
300 ед/мл коллагеназы I (Thermo Fisher Scientific, 
США) в среде ДМЕМ (Биолот, Россия) и инкуби-
ровали в течение часа при температуре 37 °C при 
постоянном перемешивании. По окончании фер-
ментации образец дополнительно измельчали 
пипетированием и  пропускали через стериль-
ный нейлоновый фильтр (d = 70 мкм) (Beckton 
Dickinson, США). Полученную суспензию дважды 
отмывали в фосфатном буфере и пассировали 
на культуральный флакон в среде ДМЕМ, содер-
жащей 10 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС) 
(Биолот, Россия) и 1 % гентамицина и культивиро-
вали в стандартных условиях при 37 °C и 5,0 % СО2.

Для изучения способности клеток к сфероидо-
образованию двумерную культуру снимали с куль-
турального пластика по стандартной методике при 
помощи 0,1 % раствора трипсина (Биолот, Россия). 
Полученную суспензию клеток смешивали с 0,35 % 
раствором агарозы в среде ДМЕМ без сыворотки 
с добавлением инсулина- трансферина и факторов 
роста EGF (20 нг/мл) и FGF (20 нг/мл) и наслаивали 
на основу из 0,7 % агарозы в такой же среде. Всего 
таким способом вносили по 2,0 × 104 клеток на лун-
ку 6-луночного планшета. Для каждой культуры 
было заложено по 6 повторов. Планшеты с клет-

ками культивировали 2 недели, в течение этого вре-
мени проводили фотографирование сфероидов. По 
окончании культивирования проводили определе-
ние среднего размера и подсчет сфероидов в лунке 
на имиджере Lionheart FX (BioTek, США) с исполь-
зованием встроенного программного обеспечения. 
Частоту сфероидообразования подсчитывали как 
отношение количества сфероидов размером более 
40 мкм в диаметре к общему количеству клеток, 
пассированных в лунку планшета.

Для проведения иммунофенотипирования на 
CD133 первичные культуры высаживали на по-
кровные стёкла. После образования клеточного 
монослоя стёкла фиксировали в 4 % растворе пара-
формальдегида в течение 15 минут при комнатной 
температуре, после чего проводили пермеабили-
зацию в 0,5 % растворе Triton X-100 на фосфатном 
буфере в течение 10 минут. После отмывки стёкла 
блокировали в течение часа в растворе 5 % нор-
мальной сыворотки козы (Gibco, США) в фосфат-
ном буфере, после чего выдерживали ночь при 4 °C 
в растворе первичного поликлонального кроличь-
его антитела к CD133 (ab19898, Abcam, США) в фос-
фатном буфере (разведение 1/100) с добавлением 
1 % сыворотки козы. После трехкратной отмывки 
стёкла в течение часа выдерживали при комнатной 
температуре в растворе вторичного козьего антите-
ла, конъюгированного с Alexa Flour®594 (ab150080, 
Abcam, США) (разведение 1/500), после чего отмы-
вали фосфатным буфером, доокрашивали в рас-
творе ядерного красителя DAPI (ab228549, Abcam, 
США) и монтировали на предметные стёкла в среде 
Anti- Fade Fluorescence Mounting Medium (ab104135, 
Abcam, США). Долю CD133 положительных клеток 
определяли на имиджере Liоnheart FX (BioTek, США) 
с использованием встроенного программного обес-
печения. Для каждой культуры было исследовано 
по 3 стекла.

Значения диаметра сфероидов, частоты сферо-
идообразования и доли CD133+ клеток приведены 
как выборочное среднее ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами было получено 9 первичных культур РЭ 
от 9 пациенток, проходивших лечение в отделении 
онкогинекологии ФГБУ «Национальный медицин-
ский исследовательский центр онкологии» Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации 
в 2023 г. Результаты патологоанатомического ис-
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следования показали, что 2 опухоли принадлежали 
к гистологическому типу высокодифференциро-
ванных (G1), 6 – к умеренно дифференцированным 
(G2) и одна опухоль – к низкодифференцирован-
ному типу G3 эндометриоидных аденокарцином. 
При этом в трех случаях была выявлена лимфо- 
васкулярная инвазия, однако ни у одной из пациен-
ток не было обнаружено метастазов в регионарных 
лимфоузлах. Все случаи были отнесены к I–II ста-
дии заболевания.

Все первичные клеточные культуры на 3 день 
культивирования в условиях, поддерживающих ад-
гезию, образовывали монослой. Клетки РЭ в моно-
слойной культуре имели относительно небольшие 
размеры и полигональную форму, часто образовы-
вали «острова» и «розетки», которые располага-
лись среди клеток стромы более вытянутой формы, 
предположительно, фибробласты. При культиви-

ровании в условиях, не поддерживающих адгезию 
клеток, на агарозе в среде для ОСК в 5 из 9 культур, 
начиная с 5-х суток культивирования, отмечалось 
формирование сфероидов. В 4 других культурах 
сфероиды не образовались даже спустя 2 недели 
культивирования. Не образовали сфероиды одна 
культура, полученная из высокодифференцирован-
ной опухоли, и 3 культуры – из умеренно дифферен-
цированных опухолей. Таким образом, не наблюда-
лось явной связи частоты сфероидообразования со 
степенью дифференцировки опухоли. Для культур, 
которые образовали сфероиды в мягком агаре, 
было проведено дополнительное окрашивание 
двумерной культуры на маркер CD133.

Культура РЭ № 1. Высокодифференцированная 
эндометриоидная аденокарцинома G1 без при-
знаков сосудистой инвазии. В первичной культуре 
наблюдались единичные крупные клетки полиго-

Рис. 1. Первичная культура рака эндометрия № 1. А – общий вид монослойной культуры; Б – окрашивание монослойной 
культуры на CD133; В – вид клеточных сфероидов в агарозе на 5-е сутки культивирования; Г – вид клеточных сфероидов 
в агарозе на 14-е сутки культивирования. Размер масштабной линейки 200 мкм
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нальной или округлой формы среди многочислен-
ных вытянутых клеток, предположительно, фибро-
бластов (рис. 1А).

Экспрессия CD133 слабая, наблюдаются ред-
кие гранулы маркера во всех клетках (рис. 1Б). 
Частота CD133+ клеток составила от 0,2 до 1,0 % 
(0,8 ± 0,15 %). В культуре в агарозе наблюдался 
очень медленный рост клеточных сфероидов из 
единичных крупных клеток. На пятый день куль-
тивирования сфероиды еще не обнаруживались 
(рис. 1В), а через две недели образовались неболь-
шие сфероиды из 4–8 клеток (рис. 1Г). Частота 
сфероидообразования на 14-е сутки составила от 
0,1 до 0,7 % (0,5 ± 0,1 %).

Культура РЭ № 2. Низкодифференцированная эндо-
метриоидная аденокарцинома G3 без признаков со-
судистой инвазии. В условиях культивирования, под-
держивающих клеточную адгезию, клетки первичной 

культуры образовали монослой из двух типов клеток, 
по своему внешнему виду похожий на культуру РЭ 
№ 3 (рис. 3А): мелкие полигональные клетки, объеди-
ненные в островки среди более крупных и вытянутых 
клеток, похожих на фибробласты (рис. 2А).

При этом островки полигональных клеток могли 
образовывать сфероидоподобные структуры, вну-
три которых наблюдалась повышенная экспрессия 
CD133. Также среди монослоя встречались отдель-
ные крупные клетки, экспрессирующие CD133 
выше общего уровня (рис.  2Б). Частота CD133+ 
клеток составила от 2,7 до 8,0 % (4,8 ± 1,5 %). На 
пятый день культивирования в условиях, не под-
держивающих адгезию, в среде для ОСК культура 
РЭ № 3 образовывала небольшие клеточные сфе-
роиды из 4–8 клеток с частотой примерно 15 % 
(рис. 2В). Далее часть из клеточных сфероидов 
продемонстрировала быстрый рост и спустя две 

Рис. 2. Первичная культура рака эндометрия № 2. А – общий вид монослойной культуры; Б – окрашивание монослойной 
культуры на CD133; В – вид клеточных сфероидов в агарозе на 5-е сутки культивирования; Г – вид клеточных сфероидов 
в агарозе на 14-е сутки культивирования. Размер масштабной линейки 200 мкм
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недели культивирования достигла 80–150 мкм 
в диаметре (110,3 ± 32,7мкм). Частота сфероидо-
образования на 14-е сутки составила от 0,3 до 2,5 % 
(1,5 ± 0,8 %) (рис. 2Г).

Культура РЭ № 3. Умеренно дифференцированная 
эндометриоидная аденокарцинома G2 с призна-
ками сосудистой инвазии. Культура в монослое 
имела выраженное деление на мелкие полигональ-
ные клетки, объединенные в островки среди более 
крупных и вытянутых клеток, похожих на фибро-
бласты (рис. 3А).

Иммунофлюоресцентное окрашивание показало 
повышенное содержание маркера CD133 именно 
в мелких полигональных клетках, при этом отдель-
ные клетки показывали особенно яркую метку 
(рис. 3Б). Частота CD133+ клеток составила от 5,8 до 
16,9 % (11,2 ± 5,2 %). При выращивании на агарозе 
в среде для ОСК на 5-й день в культуре около 15 % 

клеток образовали сфероиды 5–30 мкм в диаметре 
(рис. 3В). Спустя две недели культивирования в ага-
розе отдельные клеточные сфероиды увеличились 
в размерах до 30–150 мкм в диаметре, остальные 
сфероиды деградировали (98,3 ± 51,4 мкм). Частота 
сфероидообразования на 14-е сутки составила от 
0,3 до 10,1 % (5,7 ± 4,1 %) (рис. 3Г).

Культура РЭ № 4. Умеренно дифференцированная 
эндометриоидная аденокарцинома G2 без призна-
ков сосудистой инвазии. В монослойной культуре 
наблюдались отдельные или собранные в неболь-
шие группы крупные полигональные клетки на фоне 
вытянутых клеток различных размеров (рис. 4А).

При окрашивании на маркер ОСК РЭ CD133 поло-
жительную реакцию показали не только крупные 
полигональные клетки и их скопления, но и много-
численные мелкие вытянутые клетки. Также в пре-
парате обнаруживались положительные на CD133 

Рис. 3. Первичная культура рака эндометрия №3. А – общий вид монослойной культуры; Б – окрашивание монослойной 
культуры на CD133; В – вид клеточных сфероидов в агарозе на 5-е сутки культивирования; Г – вид клеточных сфероидов 
в агарозе на 14-е сутки культивирования. Размер масштабной линейки 200 мкм
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крупные многоядерные клетки (рис. 4Б). Частота 
CD133+ клеток составила от 40,1 до 65,2 % (среднее 
52,2 ± 10,2 %). Спустя пять суток культивирования 
в агарозе примерно 5–10 % клеток культуры образо-
вали небольшие рыхлые сфероиды из 4–16 клеток 
(рис. 4В), через две недели сфероиды увеличились 
до 20–80 мкм в диаметре (54,7 ± 28,4мкм), частота 
сфероидообразования на 14-е сутки составила от 
2,1 до 8,4 % (5,1 ± 2,7 %) (рис. 4Г).

Культура РЭ № 5. Умеренно дифференцированная 
эндометриоидная аденокарцинома G2 без призна-
ков сосудистой инвазии. В монослойной культуре 
среди вытянутых клеток стромального происхо-
ждения встречались островки довольно крупных 
полигональных клеток эпителиальной морфологии 
(рис. 5А).

Реакция на CD133 была схожа с  культурой 
РЭ № 2, а именно, положительное окрашивание 

демонстрировали отдельные крупные клетки вытя-
нутой или эпителиальной морфологии с опреде-
ленной группой мелких вытянутых клеток, кото-
рые благодаря окрашиванию выделяются на фоне 
более крупных вытянутых клеток, отрицательных 
по CD133 (рис. 5Б). Частота CD133+ клеток соста-
вила от 22,4 до 51,2 % (35,5 ± 12,7 %). На пятый день 
культивирования в условиях, не поддерживающих 
адгезию, культура РЭ № 5 образовывала неболь-
шие клеточные сфероиды из 2–4 клеток с часто-
той, примерно, 5 % (рис. 5В). Далее часть из кле-
точных сфероидов продемонстрировала быстрый 
рост и достигла 30–80 мкм в диаметре спустя две 
недели культивирования (среднее 55,4 ± 25,1 мкм). 
Частота сфероидообразования на 14-е сутки соста-
вила от 0,5 до 2,8 % (1,8 ± 0,9 %) (рис. 5Г).

Характеристики первичных культур РЭ объеди-
нены в таблице (табл. 1).

Рис. 4. Первичная культура рака эндометрия № 4. А – общий вид монослойной культуры; Б – окрашивание монослойной 
культуры на CD133; В – вид клеточных сфероидов в агарозе на 5-е сутки культивирования; Г – вид клеточных сфероидов 
в агарозе на 14-е сутки культивирования. Размер масштабной линейки 200 мкм
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Рис. 5. Первичная культура рака эндометрия № 5. А – общий вид монослойной культуры; Б – окрашивание монослойной 
культуры на CD133; В – вид клеточных сфероидов в агарозе на 5-е сутки культивирования; Г – вид клеточных сфероидов 
в агарозе на 14-е сутки культивирования. Размер масштабной линейки 200 мкм
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Таблица 1. Сводная характеристика первичных культур рака эндометрия

№
культуры

Степень 
дифф-ки

Лимфо-
васк. 

инвазия

Реакция на CD133, доля CD133+

клеток, среднее ± SD % 

Частота
сфероидов 

≥ 40 мкм на 14 сут, 
среднее ± SD, %

Диаметр 
сфероидов на 

14 сут, среднее  
± SD, мкм

№ 1 G1 нет

0,8 ± 0,15 %, слабая реакция 
в некоторых крупных стромальных 
клетках, единичные полигональные 
клетки с яркой окраской

0,5 ± 0,1 20 ± 10

№ 2 G3 нет
4,8 ± 1,5 %, мелкие полигональные 
клетки в плотных колониях, 
отдельные стромальные клетки

1,5 ± 0,8 % 110,3 ± 32,7

№ 3 G2 есть 11,2 ± 5,2 %, мелкие полигональные 
клетки в плотных колониях 5,7 ± 4,1 % 98,3 ± 51,4

№ 4 G2 нет

52,2 ± 10,2 %, полигональные 
отростчатые крупные многоядерные 
клетки, стромальные мелкие 
вытянутые клетки

5,1 ± 2,7 % 54,7 ± 28,4

№ 5 G2 нет

35,5 ± 12,7 %, отдельные крупные 
и мелкие стромальные клетки 
вытянутой формы, отдельные 
крупные полигональные клетки

1,8 ± 0,9 % 55,4 ± 25,1
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Наименьшая частота сфероидообразования, как 
и наименьшая частота CD133+ клеток, наблюдались 
в культуре, полученной из высокодифференциро-
ванной опухоли.

ОБСУЖДЕНИЕ

Во всех полученных первичных культурах отмеча-
ется присутствие стромального компонента, пред-
ставленного вытянутыми клетками разных разме-
ров, демонстрирующими от отрицательной (№ 1, 
№ 2, № 3) до средней и высокой экспрессии CD133 
(№ 4, № 5). Кроме того, в культурах отмечаются клет-
ки полигональной формы, которые встречаются 
в виде островков среди стромальных клеток. Их 
размеры различаются между культурами, и по этому 
признаку культуры можно разделить на две груп-
пы – включающие мелкие полигональные клетки, 
которые собираются в плотные колонии-«купола» 
(культуры № 1 и № 2), и включающие более крупные 
полигональные клетки, которые могут образовать 
плоские острова разных размеров (культуры № 1, 
№ 4 и № 5). Экспрессия маркера CD133 в этих клет-
ках достаточно выражена, особенно на фоне слабо 
окрашенного стромального компонента, состоящего 
из крупных клеток (культуры № 4 и № 5).

Наличие в первичных культурах РЭ клеток вы-
тянутой или отростчатой формы, напоминающих 
фибробласты и способных образовывать сфероиды 
в условиях, не поддерживающих клеточную адге-
зию, отмечалось также в работе Helweg (2022) [23]. 
Полученная нами картина состава клеточных куль-
тур по морфологии клеток похожа также на резуль-
таты, полученные в работе Chan и соавт. (2004) [24]. 
В данном исследовании авторы изучили поведение 
в культуре различных клеток нормального эндо-
метрия человека, выделенных из эпителиального 
и базального слоев [24]. По данным авторов, эпи-
телиальный слой давал две группы полигональных 
клеток – мелкие, собирающиеся в тесные колонии 
клетки с высокой способностью к пролиферации, 
и более крупные клетки, образующие более рыхлые 
колонии на культуральном пластике. Стромальный 
компонент ткани эндометрия состоял из двух ти-
пов вытянутых клеток: крупные неплотно лежащие 
клетки и мелкие тесно лежащие, дающие завитки 
в монослое, клетки. Стромальные клетки эндоме-
трия человека, кроме того, положительно окраши-
вались на маркеры фибробластов (CD90, 5B5, кол-
лаген типа I), что подтверждает родство этих клеток 

с фибробластами и, возможно, миофибробластами, 
которые экспрессируют маркеры как фибробластов, 
так и гладкомышечных клеток. Таким образом, по 
картине двумерной культуры, полученной в нашей 
работе, невозможно однозначно выделить, какие 
клетки относятся к ОСК, так как внешне они мало 
отличимы от нормальных клеток эндометрия.

Экспрессия маркера ОСК CD133 в полученных 
нами культурах составила от 0,8 до 52,2 % в сред-
нем. Полученные данные выходят за диапазон 5,7–
27,4 %, который указывают другие авторы [16, 17]. 
Также выявлена нелинейная связь экспрессии 
CD133 и степени дифференцировки опухоли – как 
высокая, так и низкая дифференцировка ассоции-
ровались сниженной по сравнению со средней диф-
ференцировкой иммунореактивностью на CD133. 
Не было установлено какой-либо связи между уров-
нем экспрессии CD133, степенью дифференцировки 
и другими клинико- патологическими характеристи-
ками опухоли также в работе Nakamura [20]. Извест-
но, что CD133 встречается в нормальных дифферен-
цированных клетках эндометрия. Таким образом, 
на основании существующих данных нельзя опре-
делить, в какой мере экспрессия CD133 отражает 
степень злокачественности клеток в первичных 
культурах РЭ и уровень их дифференцировки. Для 
решения этой проблемы требуются более масштаб-
ные исследования, включающие сравнение нор-
мальной ткани эндометрия и РЭ.

Частота сфероидообразования в наших культурах 
составила от 0,5 до 5,7 % в среднем. Известно, что 
частота клеток, обладающих свой ствами СК, в нор-
мальном эндометрии составляет 0,02– 0,1 % [24]. 
Не будет слишком большим допущением принять 
эти уровни как ориентировочные для оценки ча-
стоты сфероидообразования в культурах нормаль-
ного эндометрия. В научной литературе нами не 
было обнаружено данных о частоте образования 
сфероидов в условиях, не поддерживающих кле-
точную адгезию, в цельных культурах РЭ, так как 
обычно объектом исследования становятся отдель-
ные субпопуляции, очищенные по признаку экспрес-
сии маркера или удержания ядерного красителя. 
Однако, принимая во внимание тот факт, что частота 
сфероидиообразования является наибольшей среди 
CD133+ клеток РЭ и составляет в этой субпопуля-
ции 11,7 % [17], а также то, что общее содержание 
этих клеток в РЭ колеблется в пределах от 5,7 до 
27,4 % [16], мы можем путем перемножения этих 
показателей получить примерную частоту сферо-
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идообразования в смешанной культуре РЭ, которая 
составит в этом случае 0,7–3,2 %. Таким образом, 
полученные нами результаты лежат в диапазоне, 
соответствующем известным данным по РЭ, сле-
довательно, основная часть сфероидов в наших 
культурах предположительно образована именно 
злокачественными клетками с фенотипом ОСК.

Наши данные показывают, что в культурах РЭ 
общая реакция на CD133 не демонстрирует явной 
связи с частотой сфероидообразования. Так, в куль-
турах № 4 и № 5 частота сфероидообразования 
на порядок меньше, чем содержание CD133+ кле-
ток. В связи с этим возникает вопрос о том, какие 
клетки являются источниками сфероидов в куль-
турах РЭ? Сопоставление с морфологическими 
особенностями и фенотипом нормального эндо-
метрия [21, 24, 25], указывает на ряд закономер-
ностей. Так, в культуре № 1, полученной из высо-
кодифференцированной опухоли, в монослое мы 
видим крупные клетки, похожие на ограниченно 
делящиеся клетки- предшественники стромаль-
ного и эпителиального компонентов нормального 
эндометрия [24]. Экспрессия маркера CD133 в этих 
клетках очень слабая, при этом данная культура 
с частотой менее 1 % образовывала на мягком ага-
ре небольшие лимфоидные (рыхлые) сфероиды. 
Лимфоидные колонии в условиях, не поддержи-
вающих адгезию, могут образовывать иммунные 
клетки, а именно, Т-лимфоциты и НК в присутствии 
специфических цитокинов, таких как ИЛ-2, ИЛ-15 
или ИЛ-7 [26]. Надежным отличием лимфоцитов 
от других клеток, тем не менее, можно считать их 
характерный внешний вид – даже в стимулирован-
ном состоянии это некрупные клетки (6–15 мкм) 
с высоким ядерно- цитоплазматическим отноше-
нием [27]. В нашем случае клетки в колониях имеют 
более крупные размеры (около 40 мкм в диаметре), 
а значит, с высокой вероятностью не являются 
лимфоцитами. Вместе с тем, сфероиды культуры 
№ 1 похожи на лимфоидные колонии, которые полу-
чили из ткани РЭ в работе Tabuchi [28]. В культуре 
№ 2, полученной из низкодифференцированной 
опухоли (G3), также содержатся CD133- фибро-
бластоподобные клетки, однако на их фоне хорошо 
выделяется субпопуляция мелких полигональных 
клеток, демонстрирующих яркую иммунореактив-
ность на CD133, которая по морфологии больше 
всего похожа на клетки, обладающие свой ствами 
стволовых, в работе Chan и соавт. [24]. Также в этой 
культуре при выращивании на мягком агаре на-

блюдались крупные (около 90 мкм в диаметре) 
сфероиды, хоть и с небольшой частотой (около 
1,5 %). Несмотря на то, что специальной селекции 
по маркеру не проводилось, небольшим допуще-
нием будет принять, что именно эти CD133+ клетки 
образуют сфероиды, коль скоро крупные фибро-
бластоподобные CD133- клетки не давали похожих 
крупных сфероидов в культуре № 1. Подтвержде-
нием этого предположения может быть и тот факт, 
что культура № 3, по фенотипу похожая на культуру 
№ 2, с четко выделяющейся на фоне слабо окра-
шенного стромального компонента субпопуляцией 
мелких образующих плотные колонии CD133+ кле-
ток, также образовывала крупные (около 115 мкм 
в диаметре) сфероиды в мягком агаре с частотой 
около 10 %. Еще одним источником сфероидов 
могут быть мелкие ярко окрашенные на CD133 ве-
ретеновидные клетки, обнаруженные в культурах 
№ 5 и № 4. Морфологические особенности этих 
клеток соответствует тканевым стволовым клет-
кам, из которых CD133 экспрессируют, например, 
эпителиальные или эндотелиальные СК, которые 
в норме присутствуют в эндометрии [30, 31]. Соглас-
но литературным данным, размеры и внешний вид 
колоний, образуемых на мягком агаре такими нор-
мальными стволовыми клетками, не отличаются от 
сфероидов, полученных из ОСК [31]. Наконец, для 
субпопуляции относительно крупных полигональ-
ных CD133+ клеток, которые присутствуют в куль-
турах № 4 и № 5, связь со сфероидами проследить 
нельзя, хотя эти клетки можно уверенно отнести 
к злокачественному компоненту, коль скоро в них 
иногда наблюдаются признаки многоядерности. 
Нельзя утверждать также, что отрицательные на 
CD133 клетки не производят сфероиды на мягком 
агаре, так как в работе Ding [29], в частности, пока-
зали, что, как CD133+, так и CD133- клетки, отсорти-
рованные из ткани опухоли эндометрия по этому 
маркеру, могут образовывать сфероиды, но во вто-
ром случае менее эффективно.

Таким образом, невозможно однозначно устано-
вить, какие из клеток полученных нами первичных 
культур РЭ принимали участие в формировании 
сфероидов. Некоторая предположительная связь 
может быть установлена только для мелких эпите-
лиоподобных и фибробластоподобных CD133+ кле-
ток, из которых только первые могут быть услов-
но отнесены к злокачественным. Для выявления 
именно ОСК РЭ требуется провести сравнительное 
исследование клеточных культур на мягком агаре, 
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полученных из ткани опухоли и соответствующей 
ей нормальной ткани, в сочетании с клеточным сор-
тингом с использованием маркеров CD133, CD44, 
CD117, CD24, CD47 и других, для которых были уста-
новлены связь с ОСК и нормальными стромаль-
ными стволовыми клетками [32].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нам удалось получить и охарактеризовать куль-
туру клеточных сфероидов из послеоперационного 

материала РЭ. Тем не менее, показатели частоты 
сфероидообразования и среднего размера сферои-
дов в этой культуре не могут служить маркером 
количества ОСК в ткани опухоли без сравнения этих 
данных для ткани опухоли и нормального эндо-
метрия. Требуется более подробное изучение кле-
точных субпопуляций РЭ в сравнении с нормаль-
ным эндометрием для установления связи между 
наблюдаемым разнообразием клеток в культуре 
и их способностью к сфероидообразованию и дру-
гими характеристиками ОСК.
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