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Изучение пролиферации клеток различных 
тканей составляет одну из фундаментальных задач 
гистологии и эмбриологии. В течение длитель-
ного времени в арсенале исследователей имел-
ся ограниченный набор методов, позволяющих 
выявлять клетки, которые готовятся к делению, 
и оценивать пролиферативную активность ткани. 
Так, еще 30–40 лет назад в гистологических 
исследованиях для выявления популяции про-
лиферирующих клеток использовали только три 
методических подхода: определение митотическо-
го индекса, метод цитофотометрии препаратов, 
окрашенных по Фельгену, и метод авторадиогра-
фии с 3Н-тимидином.

В последние десятилетия в связи со значи-
тельными успехами молекулярной биологии и 
иммунологии у морфологов появилась возмож-
ность иммуноцитохимически маркировать клетки, 
проходящие различные фазы клеточного цикла. 
Новые методы основаны на возможности иммуно-
цитохимического выявления антигенов — белков 
и модифицированных нуклеозидов, которые уча-
ствуют в подготовке клетки к делению. Обилие 
маркеров пролиферации, отсутствие устоявших-
ся представлений об их функциональной роли 
и противоречия в результатах, получаемых при 
использовании различных антител, создают опре-
деленные трудности для гистологов в выборе их 
оптимального набора при решении конкретной 
задачи исследования. Поэтому цель настоящего 
обзора состояла в характеристике наиболее часто 
применяемых маркеров пролиферации, антитела 
к которым производятся ведущими компаниями, 
специализирующимися на разработке диагности-
ческих и исследовательских иммуноцитохимиче-
ских реагентов, а также в оценке их преимуществ 
и недостатков.

Прежде чем дать характеристику методам 
иммуноцитохимического выявления пролифери-
рующих клеток, следует кратко остановиться 
на особенностях метода гисторадиоавтографии с 
использованием 3Н-тимидина, который до настоя-
щего времени сохраняет значение «золотого стан-
дарта» при выявлении клеток, осуществляющих 
синтез ДНК.

Тимидин — единственный из четырех нуклео-
зидов, участвующих в образовании полинуклео-
тидной структуры ДНК, который отсутствует в 
РНК. Меченная 3Н-тимидином вновь синтезиро-
ванная молекула ДНК стабильна, и «разбавление» 
такой метки происходит лишь в ходе последова-
тельных клеточных делений [1].

К числу достоинств радиоавтографии с 
3Н-тимидином относятся быстрота включения 
тимидина в клетки, синтезирующие ДНК, и отно-
сительно недолгое пребывание меченого нуклео-
зида в несвязанном состоянии в организме. В 
экспериментальных исследованиях на млекопи-
тающих было показано, что уже через несколько 
минут после внутрибрюшинного или внутривен-
ного введения 3Н-тимидин исчезает из плазмы 
крови и включается в ДНК [55]. Позднее было 
установлено, что уже через 40 мин после введе-
ния 3Н-тимидина наблюдается его максимальное 
включение в ДНК [39].

Недостатками метода радиоавтографии явля-
ются ограничение на его использование в клини-
ческих исследованиях, необходимость строгого 
соблюдения норм радиационной безопасности при 
работе с источниками ионизирующих излучений, 
а также длительная экспозиция фотоэмульсии 
(несколько недель), что ведет к существенному 
замедлению исследования.

© Коллектив авторов, 2009
УДК 611.018

О.В. Кирик, Г.В. Безнин и Д.Э. Коржевский

МАРКЕРЫ ПРОЛИФЕРАЦИИ, ПРИМЕНЯЕМЫЕ В ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ 

ИССЛЕДОВАНИЯХ

Отдел общей и частной морфологии (руков. — академик РАМН В.А. Нагорнев ) Института экспериментальной медицины 
СЗО РАМН, Санкт-Петербург, e-mail: olga_kirik@mail.ru

В обзоре рассматриваются современные подходы к изучению пролиферативной активности клеток. В последние годы 

были открыты ряд белков, участвующих в регуляции клеточного цикла, которые могут служить селективными маркерами 

пролиферирующих клеток. В работе дана характеристика методов иммуноцитохимического выявления бромдезоксиури-

дина, белков PCNA, Ki-67, FEN-1, фосфорилированного гистона Н3 и циклинов; представлены сведения о роли этих белков 

в регуляции клеточного цикла.

Ключевые слова: пролиферация, клеточный цикл, иммуноцитохимия, бромдезоксиуридин, ядерные белки.



96

Бромдезоксиуридин

Для того, чтобы устранить недостатки радиоав-
тографического метода выявления пролиферирую-
щих клеток, было предложено использовать нера-
диоактивный аналог тимидина — синтетический 
нуклеозид 5-бром-2ʹ-дезоксиуридин (BrdU) [28]. 
После включения в молекулу ДНК BrdU можно 
определять при помощи моноклональных антител. 
Этот метод обладает многими преимуществами 
радиоавтографии с 3Н-тимидином и может быть 
использован в клинической диагностике [5, 6].

К недостаткам BrdU можно отнести его ток-
сичность для включающих его клеток. Так как 
он является модифицированным нуклеозидом, 
ему свойственно сильное мутагенное действие. 
Образование связи BrdU с аденином во вновь 
синтезированной молекуле ДНК приводит к появ-
лению точечных мутаций — транзиций [73], а 
также к блокированию транскрипции некоторых 
генов [1]. Кроме того, BrdU может индуцировать 
хромосомные разрывы в гетерохроматиновых 
областях [64].

Существуют два основных способа введения 
BrdU животным: интраперитонеальный и перо-
ральный (при добавлении его в питьевую воду). 
Второй способ менее точен, поскольку предусма-
тривает лишь приблизительное дозирование пре-
парата.

Обычно доза BrdU при интраперитонеальном 
введении составляет от 10 мг/кг [72] до 200 мг/кг 
[15] на одну инъекцию. Через 1 ч после введения 
BrdU может быть обнаружен в тимусе и костном 
мозге животного, а через 24 ч — в большинстве 
тканей, содержащих пролиферирующие клетки.

При добавлении BrdU в воду для питья исполь-
зуют концентрацию 0,8–1 мг/мл [12, 68]. Как 
указано в рекомендациях по применению BrdU в 
лабораторной практике (BD Biosciences, США), 
длительное использование такой питьевой воды 
может оказывать токсическое действие. Так, упо-
требление ее в течение 14 сут приводит к леталь-
ному исходу, тогда как использование в течение 
7–9 сут и последующая смена питьевой воды, 
содержащей BrdU, на чистую воду не приводит к 
гибели животных.

При иммуноцитохимическом выявлении BrdU 
необходимо проведение тепловой или кислотной 
денатурации ДНК [49] перед инкубацией с пер-
вичными антителами — процедуры, ухудшающей 
качество гистологического препарата.

Ядерные белки

Помимо меченых нуклеозидов, в качестве 
маркеров пролиферации используются ряд бел-
ков, участвующих в регуляции клеточного цикла. 
Некоторые из этих белков экспрессируются в 

клетке только в определенную фазу цикла. В 
S-фазе экспрессируются белки, участвующие 
в метаболизме ДНК (репликации, репарации, 
рекомбинации). К таким белкам относятся белок 
PCNA (proliferating cell nuclear antigen — ядер-
ный антиген пролиферирующих клеток) и FEN-1 
(flap structure-specific endonuclease 1 — флэп-
эндонуклеаза 1).

PCNA — консервативный белок массой 36 
килодальтон [8], имеющийся у всех животных и 
растений. Он является вспомогательным белком 
для ДНК-полимераз δ и ε, которые участвуют в 
репликативном синтезе отстающей цепи ДНК, 
синтезе фрагментов Оказаки, а также в эксци-
зионном репаративном ресинтезе ДНК [40, 43, 
75]. PCNA обнаруживается в ядрах клеток в 
S-фазе цикла [9, 10, 66]. В интерфазных клетках, 
подвергшихся воздействию ультрафиолетового 
излучения, PCNA появляется при репаративном 
синтезе ДНК [14, 67]. PCNA является основ-
ным компонентом репликативного комплекса, 
он помогает ДНК-полимеразе-δ удерживаться 
на цепи ДНК: три молекулы PCNA образуют 
кольцевой тример с отверстием для двунитевой 
ДНК в центральной части, который представля-
ет собой перемещающуюся по ДНК подвижную 
платформу, или «скользящую скрепку» («sliding 
clamp»), удерживающую ДНК-полимеразу в ходе 
полимеризации на матрице и обеспечивающую 
высокопроцессивный синтез ДНК (в 10–100 раз 
выше, чем в отсутствии PCNA) [16, 56]. PCNA 
образует связи и с другими белками: RF-C, FEN-1, 
Gadd45, циклинами группы D, p21 [22, 30, 35, 41, 
44, 60, 71].

Относительным недостатком PCNA являет-
ся его медленный катаболизм после завершения 
S-фазы цикла [10]. Однако эта особенность может 
быть использована для более полного выявления 
пролиферирующих клеток в медленно обновляю-
щихся тканях.

Наиболее часто для выявления антигена PCNA 
используются антитела клона РС10. Проведение 
иммуноцитохимической реакции на PCNA, как 
правило, не требует протеолитической или тепло-
вой демаскировки антигена, что позволяет полу-
чать препараты высокого качества [2–4].

Другой ядерный белок, связанный с проли-
феративной активностью, — FEN-1 — фермент, 
принимающий участие в метаболизме ДНК [31, 
42, 58]. Он удаляет РНК-праймер, необходимый 
для начала репликации на отстающей цепи ДНК 
при созревании фрагмента Оказаки [38, 69, 70]. 
Природными субстратами этого фермента явля-
ются 5ʹ-флэп-субстраты, представляющие собой 
комплекс, образованный цепями ДНК, одна из 
которых имеет свисающий неспаренный 5ʹ-уча-
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сток (флэп). Такие структуры могут возникать 
в различных биохимических процессах, вклю-
чая рекомбинацию ДНК, процессинг фрагмен-
тов Оказаки при репликации, а также ресинтез 
ДНК при эксцизионной репарации оснований. 
FEN-1 взаимодействует с белками комплексов 
репликации и репарации, включая PCNA, ДНК-
полимеразу-δ, поли(AДФ-рибозо)-полимеразу 1, а 
также циклин-зависимые киназы [22, 41].

Обычно при проведении иммуноцитохимиче-
ской реакции на FEN-1 рекомендуется тепловое 
демаскирование антигена, которое может ухуд-
шить качество препаратов.

Один из наиболее часто используемых марке-
ров пролиферации — белок Ki-67 [23]. Он при-
сутствует только в ядрах клеток в фазах G1, S, 
G2 и во время митоза [57, 74]. После митоза, при 
переходе клеток в фазу G0, белок Ki-67 быстро 
подвергается катаболизму и не обнаруживается 
в ядрах интерфазных клеток [47]. Концентрация 
Ki-67 в ядре клетки нарастает от фазы G1 до мито-
за, причем во время пресинтетического периода 
белок определяется преимущественно в ядрыш-
ках, а в постсинтетический период интенсивно 
окрашивается вся нуклеоплазма [74].

Белок Ki-67 при электрофорезе выявляется 
двумя полосами, соответствующими молекуляр-
ной массе 345 и 395 килодальтон [18]. К настоя-
щему времени первичная структура белка Ki-67 
изучена достаточно хорошо. В составе аминокис-
лотной последовательности этого белка обнару-
жены потенциальные сайты фосфорилирования 
для различных киназ, пролин-глутамин-серин-
трионин (PEST)-последовательности, имеющиеся 
в составе многих короткоживущих регуляторных 
белков, а также домен для связывания с вил-
кой репликации [17]. Перечисленные структуры 
характерны для многих белков, участвующих 
в регуляции клеточного цикла, однако, функ-
ция самого Ki-67 среди них остается неясной. 
Показано, что Ki-67 претерпевает посттрансля-
ционные модификации путем фосфорилирования, 
сопровождающиеся перераспределением Ki-67 из 
нуклеоплазмы в перихромосомный слой и обратно 
в течение митоза. Фосфорилирование и дефосфо-
рилирование Ki-67 контролируется ключевыми 
регуляторными механизмами клеточного цикла 
и происходит при распаде и реорганизации ядра в 
течение митоза [46].

Иммуноцитохимическая реакция на белок 
Ki-67 широко используется при анализе пролифе-
ративной активности клеток в случае невозмож-
ности применения метода радиоавтографии [11]. 
Наиболее часто используемые клоны антител к 
белку Ki-67 — MIB-1 и MIB-5. Клон MIB-1 пред-
назначен для работы с материалом, полученным 

от человека [61], тогда как клон MIB-5 использу-
ют при изучении пролиферации на лабораторных 
животных [24, 25]. Широко применявшиеся ранее 
для выявления белка Ki-67 антитела клона Ki-67 в 
настоящее время используются редко, поскольку 
выявляют неустойчивый к фиксации формальде-
гидом эпитоп антигена. Особенностью выявления 
антигена Ki-67 является необходимость допол-
нительного проведения процедуры его теплового 
демаскирования [37, 65].

Одним из недавно введенных в практику высо-
коспецифичных маркеров митотически делящих-
ся клеток является фосфорилированный гистон 
Н3 [13, 32]. По-видимому, он является более 
селективным маркером митоза, чем использовав-
шийся ранее антиген p105 [62].

Гистоны представляют собой небольшие основ-
ные белки, обладающие консервативной структу-
рой у всех эукариот. Они участвуют в организа-
ции высокоупорядоченного нуклеопротеинового 
комплекса. В образовании каждой нуклеосомы 
принимают участие гистоны четырех типов — 
Н2А, Н2В, Н3 и Н4, а гистон Н1 участвует во вза-
имодействии нуклеосом между собой и нужен для 
их укладки в компактную структуру более высо-
кого порядка [54]. Молекула гистона Н3 содер-
жит глобулярную С-концевую часть и аморфный 
N-конец. Именно посттрансляционная модифи-
кация N-конца отвечает за уровень конденсации 
и деконденсации хроматина. Фосфорилирование 
молекулы гистона Н3 по серину в положении 10 
(в N-конце) происходит при транскрипции неко-
торых генов и при делении клетки [19, 20, 27, 33, 
51]. Фосфорилирование молекулы гистона Н3 по 
серину в положении 28 (в N-конце) происходит 
только в начале митоза [21]. Таким образом, 
фосфорилированный по серину в положении 28 
гистон Н3 позволяет маркировать только клетки, 
проходящие различные фазы митоза. При выходе 
клетки из митоза происходит дефосфорилирова-
ние гистона Н3 [27, 29].

Антигенная структура гистона Н3 стабильна 
при фиксации формальдегидом [13, 32] и заливке 
объектов в парафин. При проведении иммуноци-
тохимической реакции на фосфорилированный 
гистон Н3 рекомендуется тепловое демаскирова-
ние антигена [32].

Циклины

Циклин-зависимые киназы (CDK) и их регу-
ляторные субъединицы — циклины — являются 
основными регуляторами клеточного цикла. В 
настоящее время известны 12 циклинов, обо-
значаемых латинскими буквами от А до L. Часть 
циклинов имеют подтипы, которые обозначают 
арабскими цифрами [53]. Прохождение клеточ-
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ного цикла достигается путем последовательной 
активации и дезактивации разных комплексов 
циклин—CDK. Действие комплексов циклин—
CDK заключается в фосфорилировании ряда 
белков-мишеней в соответствии с фазой клеточ-
ного цикла, в которой активен тот или иной ком-
плекс циклин—CDK [53].

Основным результатом каскада сигнальных 
процессов, происходящих вследствие связывания 
ростового фактора с рецептором на поверхности 
клетки, является активация комплекса циклин 
D1—CDK4/6. Активность этого комплекса суще-
ственно возрастает уже в раннем периоде фазы G1 
[59]. Этот комплекс фосфорилирует мишени, необ-
ходимые для прохождения в S-фазу [7]. Основным 
субстратом комплекса циклин D1—CDK4/6 явля-
ется продукт гена ретинобластомы (pRb) [34, 
45]. Нефосфорилированный pRb связывается 
и, тем самым, инактивирует транскрипционные 
факторы группы E2F. Фосфорилирование pRb 
комплексами циклин D1—CDK4/6 приводит к 
высвобождению E2F, который проникает в ядро и 
инициирует транскрипцию генов, продукты кото-
рых необходимы для репликации ДНК, в частно-
сти, генов циклина Е и циклина А. В конце фазы 
G1 происходит кратковременное увеличение кон-
центрации циклина E [52], что предвещает нако-
пление циклина А и переход в S-фазу. Комплекс 
циклин-А—CDK2 необходим как для инициации 
репликации ДНК, так и для успешного окончания 
S-фазы [63].

Основным регулятором прохождения фазы 
G2 служит комплекс циклин В—CDK2, а регуля-
тором перехода G2/M является комплекс циклин 
В—CDK1. Его фосфорилирование/дефосфорили-
рование регулирует вход в М-фазу [48, 50].

Для вступления в митоз необходимо присут-
ствие циклина А, однако, основным регулирую-
щим комплексом является, как и на предыдущей 
стадии, комплекс циклин-В—CDK1. Активность 
этого комплекса приводит к деградации ядерной 
оболочки, конденсации хроматина и формиро-
ванию метафазной пластинки. Перед переходом 
клетки из метафазы в анафазу происходит раз-
рушение циклина В1 [26].

Наиболее часто в исследованиях пролифе-
рации используют маркирование циклинов D1 
и B1, что позволяет раздельно выявлять клет-
ки, проходящие G1- и G2-фазы цикла [26, 62]. 
Особенностью выявления большинства циклинов 
является необходимость дополнительного прове-
дения процедуры теплового демаскирования анти-
генов.

В заключение следует отметить, что при оцен-
ке пролиферативной активности клеток могут 
быть использованы и другие маркеры, число кото-

рых постоянно увеличивается по мере углубления 
знаний о механизмах регуляции клеточного цикла. 
Кроме гистологических методов, позволяющих 
выявить пролиферирующие клетки in situ, важное 
место в исследованиях пролиферации занимает 
метод проточной цитометрии [62]. В послед-
ние годы был предложен радиологический метод, 
позволяющий проводить оценку пролиферации 
клеток у человека in vivo при помощи позитронно-
эмиссионной томографии [36]. Однако анализ 
этих перспективных разработок выходит за рамки 
настоящего обзора.

Таким образом, использование существующих 
маркеров пролиферации позволяет существенно 
расширить возможности гистологического иссле-
дования. При проведении исследований пролифе-
ративной активности клеток следует обращать 
внимание на особенности экспрессии отдельных 
маркеров в пределах клеточного цикла, а при 
интерпретации полученных данных учитывать 
весь спектр биохимических процессов, в которых 
могут участвовать исследуемые белки.
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PROLIFERATION MARKERS 
USED IN HISTOLOGICAL STUDIES

O.V. Kirik, G.V. Beznin and D.E. Korzhevskiy

The present paper reviews the current approaches used to study 
cell proliferative activity. In the last years, a number of proteins 
involved in cell cycle control were discovered, that may serve 
as selective markers of proliferating cells. This work gives the 
characteristics of immunocytochemical methods demonstrating 
5-bromodeoxyuridine, PCNA, Ki-67, FEN-1, phosphorylated 
histone H3 and cyclins. The data on the  role of these proteins in 
cell cycle control are presented.

Key words: proliferation, cell cycle, immunocytochemistry, 
5-bromodeoxyuridine, nuclear proteins.
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