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Гипогликозилированный муцин 1 (MUC1) часто избыточно экспрессируется в клетках карциномы молочной железы, что 
является неблагоприятным прогностическим маркером для больных раком молочной железы (РМЖ). Целью данного ис-
следования явилась оценка в опухолевых очагах больных РМЖ взаимосвязи между экспрессией MUC1 и генов, принимаю-
щих участие в реализации иммунологических реакций. Методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипци-
ей (ОТ-ПЦР) в реальном времени исследовали экспрессию генов MUC1, Fas, ICAM1, FcγR3A, FcγR3B, FoxP3, IL2Rα, IL32 
и TNF в опухолевых очагах 40 больных раком молочной железы. Уровень мРНК каждого из исследуемых генов оценивали 
относительно трех генов домашнего хозяйства. Частота обнаружения мРНК MUC1 составила 80%, мРНК Fas — 95%, 
мРНК ICAM1 — 97,5%, мРНК IL2Rα — 87,5%, мРНК FoxP3 — 85%, мРНК TNF — 95%, мРНК FcγR3A — 95%, мРНК 
FcγR3B — 32,5% и мРНК IL32 — 75%. Обнаружена прямая корреляция между уровнями мРНК MUC1, ICAM1, IL32, 
FcγR3A и FoxP3. Наиболее тесная связь регистрировалась между уровнями экспрессии генов MUC1 и IL32 (r = 0,72; p = 
0,0001). По сравнению с MUC1-негативными, MUC1-позитивные карциномы молочной железы характеризовались более 
высоким уровнем мРНК провоспалительных цитокинов IL32 и TNF, молекулы адгезии ICAM1 и молекулярного маркера 
Т-регуляторных клеток FoxP3. Данный профиль экспрессии генов в опухолях больных РМЖ показывает связь экспрессии 
MUC1 с воспалением и его модуляцией Т-регуляторными клетками. Обсуждается влияние экспрессии исследуемых генов 
на фенотип раковых клеток и течение заболевания.
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The hypo-glycated mucin I (MUC I) frequently is  redundantly expressed in cells of breast carcinoma that is considered as an 
unfavorable prognostic marker for patients with breast cancer. The purpose of study is to evaluate in tumor areas  of patients with 
breast cancer the interrelationships between expression of MUC I and genes participating in implementation of immune reactions. 
The technique of polymerase chain reaction with reverse transcription  in real-time was applied to investigate expression of genes 
of MUC I, Fas, ICAM I, FcγR3A, FcγR3B, FoxP3, IL2Rα, IL32 and TNF in tumor areas of 40 patients with breast cancer. The level 
of mRNA of each of analyzed genes was evaluated relatively to three genes of household. The rate of detection of mRNA MUC I 
amounted to 80%, mRNA Fas - 95%, mRNA ICAM I - 97.5%, mRNA FcγR3A - 95%, mRNA FcγR3B - 32.5%, mRNA FoxP3 - 85%, 
mRNA IL2Rα - 87.5%, mRNA IL32 - 75%, mRNA TNF - 95%. The direct correlation was established between levels of mRNA 
MUC I, ICAM I, IL32, FcγR3A and FoxP3. The most strong relationship was registered between levels of expression of genes 
MUC I and IL32 (r-0.72; p=0.0001). In comparison with MUC I negative breast carcinoma, MUC I positive breast carcinoma 
characterized by higher level of mRNA of pro-inflammatory cytokines IL32 and ЕТА, molecules of adhesion ICAM I and molecular 
marker of T-regulative cells FoxP3. The given profile of expression of genes in tumors of patients with breast cancer demonstrates 
relationship of expression of MUC I with inflammation  and its modulation by T-regulative cells. The effect of expression of 
analyzed genes on phenotype of cancer cells and course of disease are discussed.
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Введение. Микроокружение опухоли играет ключевую 
роль в прогрессии рака молочной железы (РМЖ). В опухо-
левых очагах кроме раковых клеток присутствуют эндоте-
лиальные и периваскулярные клетки, адипоциты, фибробла-
сты и активированные клетки иммунной системы. Наиболее 
представленными являются макрофаги, которые во многом 
определяют взаимодействие иммунной системы и опухоле-
вых клеток. Присутствие в опухолевом очаге повышенного 
количества инфильтрующих лимфоцитов и цитотоксических 
Т-клеток ассоциировано с успешным ответом на химиотера-
пию [1] и снижением риска смерти от болезни у пациентов с 
her2-положительными опухолями [2]. Вместе с тем иммун-
ная система может способствовать как росту опухоли, так и 
метастазированию. Воспалительные процессы, которые со-
путствуют развитию опухолевой ткани, приводят к состоя-
нию, сходному с таковым при заживлении ран. Продукция 
клетками микроокружения опухоли и самими клетками опу-
холи биологически активных молекул опосредует сигналы 
к перестройке метаболизма раковых клеток, пролиферации, 
ангиогенезу и миграции, что в итоге влияет на выживаемость 
пациентов и ответ на терапию [3].

Муцин 1 (MUC1, CD227) является опухолеассоцииро-
ванным антигеном, который избыточно экспрессируется в 
карциномах молочной железы. В эпителиальных клетках 
MUC1 сильно гликозилирован и экспрессируется исклю-
чительно на апикальной поверхности. В раковых клетках 
MUC1 гипогликозилирован и распределен по всей поверх-
ности клетки. Кроме того, значительное количество MUC1 
обнаруживается в ядре и митохондриях [4]. На мембране 
раковой клетки MUC1 участвует в сигнальных взаимодей-
ствиях и контактах между клетками и матриксом. В ядре 
MUC1 взаимодействует с различными факторами транс-
крипции и элементами промоторных регионов [5]. Экспрес-
сия MUC1 в раковых клетках вызывает транскрипционные 
изменения, опосредующие общую выживаемость в ответ на 
гипоксию, недостаток питательных веществ и воздействие 
иммунной системы [6]. Экспрессия MUC1 опухолевыми 
клетками является неблагоприятным прогностическим 
маркером при РМЖ [7]. В настоящее время MUC1 рассма-
тривается как мишень для направленной иммунотерапии 
карцином различных локализаций, включая РМЖ [8]. Ранее  
s. cascio и соавт. показали, что MUC1 регулирует транс-
крипцию провоспалительных цитокинов в культурах рако-
вых клеток путем связывания с промоторами генов в ком-
плексе с ядерным фактором κВ р65 [9].

В настоящей работе показано, что в сравнении с MUC1-
негативными (MUC1–), MUC1-позитивные (MUC1+) карци-
номы у больных РМЖ характеризуются более высоким уров-
нем мРНК провоспалительных цитокинов il32 и Tnf, а так-
же более высоким уровнем мРНК маркера Т-регуляторных 
клеток foxp3 и мРНК молекулы адгезии icam1.

Материал и методы. В исследование включены 40 
больных РМЖ, проходивших хирургическое лечение в 
ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России. Все больные дали со-
гласие на участие в исследовании. После хирургического 
удаления тканей фрагмент опухолевого очага размером  
0,5 см3 помещали в 0,5 мл лизирующего буфера (4М гуани-
дин тиоцианат, 100 мМ ацетат натрия, 1% Тритон Х-100) и 
замораживали при –20°c. Суммарную нуклеиновую кислоту 
выделяли из 200 мкл лизата методом фенол-хлороформной 
экстракции. Полученный препарат нуклеиновой кислоты 
обрабатывали ДНКазой i («Thermo fisher scientific inc.», 
США) и синтезировали кДНК с использованием m-mlV 
ревертазы (ЗАО «Силекс», Россия). Полученную кДНК ам-
плифицировали в полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 
реальном времени.

В каждом образце оценивали уровень мРНК MUC1, fas 
(cd95), icam1 (cd54), fcγr3a (cd16a), fcγr3b (cd16b), 
foxp3, il2rα (cd25), il32 и Tnf. Для нормировки исполь-
зовали мРНК генов домашнего хозяйства: убиквитина С 
(ubc), бета-2-микроглобулина (b2m), гипоксантин-гуанин 
фосфорибозилтрансферазы (hprT1), бета-актина (ba), ти-
розин 3-монооксигеназы/триптофан 5-монооксигеназы, ак-
тивационного протеина зета (yWhaZ). Определение уров-
ней мРНК исследуемого гена и гена домашнего хозяйства 
проводили в одной пробирке с использованием зондов Taq-
man. Смесь ПЦР объемом 25 мкл содержала 2 мкл кДНК, 
по 0,4 пМ праймеров и зондов Taqman, 0,8 мМ дНТФ, 2 мМ 
mgcl2, 2,5 единицы активности Taq-полимеразы (ЗАО «Си-
лекс», Россия). Реакцию проводили в амплификаторе cfX-
96 («bio-rad», США). Первичная структура используемых 
праймеров и зондов представлена в табл. 1.

В каждом образце проводили нормировку уровней иссле-
дуемых мРНК по трем генам домашнего хозяйства. В расче-
тах учитывали эффективность реакции, которую вычисляли 
по стандартной прямой, построенной по результатам по-
следовательных разбавлений. Относительные уровни мРНК 
оценивали методом сравнения пороговых циклов (ΔΔct). 
Для поиска взаимосвязей между экспрессией генов внутри 
одного образца использовали уровни мРНК, нормирован-
ные относительного одного гена домашнего хозяйства. При 
сравнении уровней мРНК между образцами нормировочный 
коэффициент рассчитывали как среднее геометрическое зна-
чение уровней мРНК, полученных относительно нескольких 
генов домашнего хозяйства.

Статистические вычисления проводили с использовани-
ем компьютерной программы graphpad prism 5.0 («graphpad 
software inc.», США). Соответствие распределения количе-
ственных признаков нормальному закону оценивали крите-
рием Колмогорова—Смирнова с поправкой Лиллиефорса. 
Оценку взаимосвязей между уровнями мРНК проводили по 
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Спирмену. Для сравнения уровней между группами приме-
няли u-критерий Манна—Уитни. Различия считали стати-
стически достоверными при значениях p < 0,05.

Результаты. В образцах опухолевых очагов частота обнару-
жения мРНК MUC1 составила 80%, fas (cd95) — 95%, icam1 
(cd54) — 97,5%, il2rα (cd25) — 87,5%, foxp3 — 85%, Tnf 
—95%, fcγr3a — 95%, fcγr3b — 32,5% и il32 — 75%.

Для оценки путем совместной амплифика-
ции относительных уровней мРНК подбирали 
пары, включающие ген домашнего хозяйства и 
ген интереса. Выбор гена домашнего хозяйства 
проводили на основе эффективности реакции 
при совместной амплификации с кДНК иссле-
дуемого гена в одной пробирке. Использова-
ли пары генов, в которых значение эффектив-
ности реакции для обеих мРНК было не ниже 
0,7. Для нормировки уровня мРНК MUC1 за-
данным условиям соответствовали мРНК ВА, 
В2М и yWhaZ; для нормировки уровня мРНК 
icam1, fcγr3a, fcγr3b и Tnf — мРНК ba, 
ubc и yWhaZ; для нормировки уровня мРНК 
fas, foxp3 и il2rα — мРНК b2m, hprT1 и 
yWhaZ; для нормировки уровня мРНК il32 
— мРНК b2m, ubc и yWhaZ.

В большинстве исследуемых образцов чис-
ловые значения относительных уровней мРНК 
MUC1, icam1, fas, Tnf, il32, fcγr3a и il2ra 
варьировали в пределах 0,1—3 единицы. Для 
мРНК foxp3 и fcγr3b регистрировались более 
низкие числовые значения уровней мРНК, со-
ставляющие сотые и тысячные доли от уровней 
экспрессии референтных генов. Низкие значе-
ния свидетельствуют о том, что наблюдаемый 
уровень мРНК является характеристикой не-
большого числа клеток опухолевого очага боль-
ных РМЖ, вероятно, относящихся к лимфоци-
там, инфильтрованным в опухоль.

Прямая корреляционная связь обнаружена 
одновременно между уровнями мРНК MUC1, 
icam1, il32, fcγr3a и foxp3, причем связь 
между уровнями мРНК MUC1 и il32 была 
наиболее тесной (табл. 2). Следует отметить, 
что мРНК il32 была обнаружена только в двух 
MUC1— образцах опухолевого очага больных 
РМЖ. Оценка тесноты связи экспрессии fcγr3b 
с уровнями мРНК других генов не проводилась, 
поскольку мРНК fcγr3b была выявлена лишь в 
трети (13 из 40) исследуемых образцов.

Сравнение относительных уровней мРНК 
в MUC1-позитивных (MUC1+) и негативных 
(MUC1–) опухолевых очагах показало, что 
уровни мРНК icam1, Tnfα, il32 и foxp3 
статистически значимо выше в MUC1+ карци-
номах (см. рисунок). Наиболее яркие различия 
регистрировались между уровнями мРНК il32 
в MUC1+ и MUC1– опухолевых очагах. В MUC1-
негативных опухолях регистрировался высокий 
уровень мРНК fas, однако различия не имели 
статистической значимости. В MUC1+ карци-
номах дополнительно к мРНК icam1, il32 и 
foxp3 регистрировали более высокий уровень 
мРНК Tnf, который, однако, не коррелировал с 
уровнями мРНК других генов.

Обсуждение. На основе экспрессии генов 
РМЖ принято разделять на молекулярные под-
типы, которые тесно связаны с клиническими 
проявлениями заболевания и чувствительно-

стью к лекарственным средствам. В то же время в ряде ис-
следований показано, что молекулярный подтип и характер 
воспалительного процесса в месте локализации опухоли яв-
ляются двумя независимыми особенностями РМЖ [10—12]. 
В настоящей работе выявлена значимая прямая корреляция 
между экспрессией генов MUC1, icam1, il32, fcγr3a и 
foxp3 в опухолевых очагах РМЖ. Наибольшей теснотой свя-

Т а б л и ц а  1
Олигонуклеотиды, используемые для проведения ОТ-ПЦР в реальном времени 

мРНК Олигонуклеотид (5' → 3')

ubc f gcacagcTagTTccgTcgca
r TgcaTTgTcaagTgacgaT
Z cy5-aTTTgggTcgcagTTcTTgTTTgTggaT-bhQ-2

hprT1 f cTgaagagcTaTTgTaaTga
r TTaTaTccaacacTTcgTgg
Z cy5-agaTaTaaTTgacacTggcaaaacaaTgca-bhQ-2

b2m f cTggaggcTaTccagcgTac
r gcTTacaTgTcTcgaTccca
Z cy5-TTcaggTTTacTcacgTcaTccagca-bhQ-2

ba f agccTTccTTccTgggcaTg
r aggaggagcaaTgaTcTTga
Z cy5-cTgTgTTggcgTacaggTcTTTgcgg-bhQ-2

yWhaZ f TgcaaTgaTgTacTgTcTcT
r acTgaTcgacaaTcccTTTc
Z cy5-aTTacTaccgTTacTTggcTgaggTTgcc-bhQ-2

muc1 f cgcTggccaTTgTcTaTcTca
r agaggcTgcTgccaccaTTa
Z roX-cTTggcTgTcTgTcagTgccgccgaaag-bhQ-2

fas f accaaaTgTgaacaTggaaT
r cTTTcTgTgcTTTcTgcaT
Z roX-TcaaggaaTgcacacTcaccagcaacacca-bhQ-2

il32 f cTgaaggcccgaaTgcacca
r TagaggagTgagcTcTgggT
Z fam-agggcTaccTggagacagTggcggcTTa-bhQ-1

fcγr3a/В fa/b gcTcTgcTacTTcTagTTTca
ra cacTgTccTTcTcgagcacc
rb cacTgTccTTcTcaagcacg

Za/b roX-cTgTggTgTTccTggagccTcaaTggTa-bhQ-2
icam-1 f gagcTTcgTgTccTgTaTgg

r cTcaTaccggggggagagca
Z roX-cccaTTgcccgagcTcaagTgTcTaaagga-bhQ-2

foxp3 f gagaagcTgagTgccaTgca
r ggagcccTTgTcggaTgaT
Z fam-TgccaTTTTcccagccaggTgg-bhQ-1

il2rα f cTgcTcacgTTcaTcaTggT
r agTTcaacaTggTTccTTcc
Z roX-TgacgaTgacccgccagagaTcccacacgc-bhQ-2

Tnf f cTcTTcTccTTccTgaTcgTg
r TTgagggTTTgcTacaacaTgg
Z roX-agagTTccccagggaccTcTcTcTaaTc-bhQ-2
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зи обладали MUC1 и il32. При сравнении уровней экспрес-
сии исследуемых генов было показано, что в MUC1+ карцино-
мах дополнительно к icam1, il32 и foxp3 регистрировался 
более высокий уровень экспрессии Tnf, который, однако, не 
коррелировал с уровнями мРНК других генов. Полученные 
данные свидетельствуют, что MUC1-позитивные карциномы 
молочной железы характеризуются высоким уровнем ме-
диаторов воспаления. Ранее было показано, что экзогенные 
провоспалительные цитокины, такие как Tnf и интерферон-
гамма, приводят к повышению экспрессии MUC1 в карци-
номах молочной железы [13]. Внутриклеточная локализация 
MUC1 сопровождается повышением экспрессии Tnf в мо-
дельных линиях клеток РМЖ [9]. Tnf является мощным ин-
дуктором экспрессии эндогенного il-32, а il-32 сам по себе 
способствует длительной продукции Tnf [14]. Таким обра-
зом, совместная экспрессия MUC1, il32 и Tnf способствует 
автостимуляции провоспалительного каскада. Ранее пока-
зано, что MUC1 и il32 способствуют пролиферации и сни-
жают апоптоз линий клеток РМЖ [15]. Обнаруженный нами 
низкий уровень мРНК fas в MUC1+ опухолях РМЖ косвенно 
подтверждает эти данные (см. рисунок).

Высокий уровень экспрессии мРНК foxp3 в MUC1+ опу-
холевых очагах РМЖ отражает присутствие большого числа 
регуляторных Т-клеток (Treg) по сравнению с MUC1– карци-
номами РМЖ. По литературным данным известно, что при-
влечение Treg в опухолевое микроокружение является одной 
из основных стратегий, используемых раковыми клетками 
для подавления иммунитета и уклонения от иммунного над-

зора [16]. Показано также, что присутствие foxp3+ 
Treg клеток в опухолевых очагах больных РМЖ при-
водит к повышенному метастатическому потенциалу 
клеток опухоли [17]. Отсутствие связи между уров-
нями мРНК foxp3 и мРНК другого маркера Treg кле-
ток — il2rα, по-видимому, объясняется экспрессией 
il2rα клетками самой опухоли.

Экспрессия icam1 не регистрируется в нор-
мальном эпителии молочной железы [18]. В нашем 
исследовании мРНК icam1 детектировалась в боль-
шинстве исследуемых образцов опухолевых очагов, 
а в MUC1-позитивных опухолях регистрировался 
более высокий уровень экспрессии мРНК icam1. 
Ранее показано, что MUC1+ клетки РМЖ способны 
мигрировать по поверхности или через слой icam1-
экспрессирующих клеток с помощью прямых взаи-
модействий между MUC1 и icam1 [19]. В гене 
icam1 описаны генетические перестройки [20] и его 
экспрессия клетками РМЖ тесно связана со способ-

ностью к метастазированию [21]. Корреляция между уров-
нями мРНК icam1 и foxp3 свидетельствует, что изменение 
уровня экспрессии icam1 опосредует инфильтрацию Treg 
в опухолевый очаг.

Интересным является обнаружение высокого уровня 
экспрессии гена fcγr3a клетками РМЖ и ее корреляция с 
экспрессией генов провоспалительных цитокинов. Высокий 
уровень мРНК fcγr3a в опухолевых очагах свидетельствует 
в пользу его экспрессии раковыми клетками. Ранее было по-
казано, что при прогрессии РМЖ повышение уровня мРНК 
fcγr3a происходит перед морфологическими изменениями 
опухолевых клеток [22]. Какие функции выполняет fcγr3a 
в раковой клетке, остается неизвестным. Экспрессия моле-
кулярного маркера нейтрофилов fcγr3В выявлена только 
в трети исследуемых образцов, причем все опухоли были 
MUC1+.

Таким образом, показана связь экспрессии генов MUC1, 
icam1, il32, fcγr3a и foxp3 в опухолевых очагах боль-
ных РМЖ. По сравнению с MUC1-негативными, MUC1-
позитивные карциномы характеризуются более высоким 
уровнем мРНК провоспалительных цитокинов il32 и Tnf, 
молекулы адгезии icam1 и маркера Treg-клеток foxp3. Дан-
ный профиль экспрессии генов в опухолях больных РМЖ 
показывает связь экспрессии MUC1 с воспалением и его ре-
гуляцией с помощью foxp3+ Treg.
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нистерством образования и науки РФ в рамках проектной 
части государственного задания в сфере научной деятель-
ности (№ 20.223.2014/K).
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Т а б л и ц а  2
Коэффициенты парных корреляций между уровнями исследуемых 
мРНК, рассчитанные относительно мРНК YWHAZ 

Коэффициент корреляции Спирмена

MUC1 ICAM1 Fas TNF IL32 FcγR3A IL2Rα FoxP3

MUC1 0,46 –0,2 0,08 0,72 0,45 0,15 0,47
ICAM1 0,003 0,08 0,24 0,41 0,49 0,12 0,64
Fas 0,06 0,17 0,08 –0,28 0,09 0,12 –0,04
TNF 0,61 0,15 0,63 0,16 –0,05 –0,25 –0,07
IL32 0,0001 0,008 0,07 0,32 0,49 0,13 0,43
FcγR3A 0,004 0,0001 0,19 0,75 0,001 –0,04 0,24
IL2Rα 0,36 0,48 0,45 0,13 0,43 0,8 0,29
FoxP3 0,003 0,67 0,80 0,68 0,006 0,14 0,29

Сравнение относительных уровней мРНК исследуемых ге-
нов в muc1+ (n = 32) и muc1– (n = 8) опухолевых очагах 
больных РМЖ (*p < 0,05; ***p < 0,001).
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