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Диапазон диагностической чувствительности цитологического исследования экссудатов, по данным литературы, состав-
ляет 64—96%. При срочной интраоперационной диагностике возникает необходимость применения дополнительных мето-
дов. Одним из таких является флуоресцентное иммунноцитохимическое исследование (ФИЦХ) с моноклональными анти-
телами к BER-EP4, конъюгированными с флуорохромом FITC. Данное исследование показывает высокую диагностическую 
специфичность и чувствительность при дифференциальной диагностике метастатических и реактивных выпотов.
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Цитологическая диагностика злокачественных и реак-
тивных выпотов часто бывает затруднена из-за наличия 
клеток реактивно пролиферирующего мезотелия, раз-
нообразного клеточного состава, единичных клеток опу-
холи в экссудате, а также изменения морфологии клеток 
на фоне проводимой химио- и лучевой терапии. Диффе-
ренцирование злокачественных клеток, особенно клеток 
аденокарциномы (АК), от реактивного мезотелия явля-
ется наиболее типичной проблемой при цитологическом 

исследовании выпотов и смывов с серозных полостей. 
Диапазон диагностической чувствительности цитологи-
ческого исследования экссудатов по данным литературы 
составляет 64—96% [1, 2]. Поскольку наличие клеток 
опухоли принципиально меняет не только стадию заболе-
вания, но и тактику лечения, обнаружение их в выпотных 
жидкостях крайне важно. В силу простого и быстрого 
исполнения флуоресцентный иммуноцитохимический 
(ФИЦХ) метод с использованием эпителиального марке-
ра Ber-ep4-fiTc приобрёл актуальность при срочном ис-
следовании выпотных жидкостей во время оперативного 
вмешательства. ФИЦХ — это один из вариантов имму-
ноцитохимического исследования (ИЦХ), отличающийся 
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тем, что для выявления реакции антиген—антитело ис-
пользуются флуоресцентные красители (флуорохромы 
или люминофоры). ФИЦХ метод позволяет локализовать 
и идентифицировать клеточные и тканевые антигены, 
основываясь на их связывании с конъюгированными с 
флуорохромом антителами. Флуорохром позволяет ви-
зуализировать распределение «мишени» в исследуемом 
материале [3-6].

Впервые идея определения локализации молекул 
в тканях с помощью специфических флуоресцентных 
красителей, связанных с антителами, была реализована 
в 40-е годы XX века. Альберт Кунс в тандеме со спе-
циалистом по органической химии Луисом Физером 
использовал флуоресцентные соединения изоцианата 
для обнаружения пневмококка в печени мыши в 1941 г. 
Затем в 1958 г. Дж. Л. Риггс продолжил исследования 
с флуоресцентным изотиоцианатом. Эти работы стали 
первыми в мире по изучению ФИЦХ. С появлением но-
вых флуоресцентных красителей, которые значительно 
расширили возможности метода, ФИЦХ окрашивание 
стало использоваться повсеместно, как в клинической 
диагностике, так и в исследовательской работе.

Существует два метода проведения ФИЦХ исследо-
вания — прямой и непрямой. Прямой метод использу-
ется чаще, так как он быстр и прост в исполнении. Ме-
ченные флуорохромами антитела взаимодействуют с 
антигеном практически мгновенно, и мы видим это как 
яркое свечение. Прямое окрашивание обычно приме-
няют для антигенов с сильной экспрессией, например, 
белков цитоскелета или поверхностной молекулы адге-
зии — гликопротеина эпителиальных опухолей Berep4. 
Для дифференциальной диагностики метастатической 
АК в выпотных жидкостях применяется Ber-ep4, пред-
ставляющий собой специфический эпителиальный анти-
ген, выявляемый на мембранной поверхности и в цито-
плазме практически всех эпителиальных клеток, но от-
сутствующий в реактивных клетках мезотелия. В своей 
работе u. latza и соавт. [7,8] исследовали реакции на 37 
эпителиальных и неэпителиальных клеточных линиях и 
показали отсутствие экспрессии Ber-ep4 в клетках печени 
и мезотелия, выстилающего плевральную и брюшную 
полость. Однако часть работ указывает на то, что данный 
маркёр может определяться в небольшом проценте 
эпителиоидных мезотелиом — от 13% до 26% [9, 10].

Согласно немногочисленным данным литературы 
метод ФИЦХ применяется в дифференциальной диа-
гностике злокачественных новообразований, в первую 
очередь в экспресс-диагностике метастатических выпо-
тов [3, 11—15].

Цель исследования — оценить преимущества и не-
достатки применения ФИЦХ исследования в цитомор-
фологической диагностике карцином при срочном ин-
траоперационном исследовании выпотных жидкостей и 
смывов с серозных полостей.

Материал и методы. В нашем исследовании мы 
использовали прямой ИЦХ метод с антителами к Ber-
ep4, конъюгированными с флуорохромом fiTc. Интра-
операционно было исследовано 29 выпотных жидкостей 
и 6 смывов с брюшной полости от 35 пациентов (26 жен-
щин и 9 мужчин). Выпотные жидкости были представ-
лены асцитической (19), плевральной (9) жидкостями и 
выпотом из перикарда (1). Средний возраст женщин со-
ставил 52 года, мужчин — 66 лет.

Асцитические жидкости исследованы у 10 пациентов 
с карциномой желудка, у 6 пациенток с опухолями яич-

ников и маточных труб, у трёх — с АК кишки. Плевраль-
ные жидкости исследованы у 4-х больных с карцинома-
ми легкого, у 4-х — с заболеванием молочной железы, 
в 1 наблюдении — при нейроэндокринном раке толстой 
кишки. Были исследованы 6 смывов с брюшной полости: 
2 — при раке тела матки, 4 — при опухолях яичников и 
маточных труб. У одного пациента проведено исследова-
ние выпотной жидкости из перикарда при АК желудка.

Метод прямого иммуноцитохимического исследования 
с МКАТ BER-Ep4-FITC (клон BER-Ep4). Доставленный вы-
пот или смыв распределяли в центрифужные пробирки по 
10 мл и центрифугировали в течение 5 мин в режиме 2000 
об/мин. Затем удаляли надосадочную жидкость и добавля-
ли к осадку 0,1—0,3 мкл МКАТ Ber-ep4—fiTc. Переме-
шав на вортексе, полученную взвесь распределяли по 50—
100 мкл в кассеты цитоцентрифуги системы cytospin-3. 
Центрифугировали в течение 10 мин в режиме 1500 об/
мин. На полученные монослойные мазки наносили 2—3 
мкл флуоресцентного красителя dapi (для окраски ядер 
клеток), затем покрывали покровным стеклом. Микроско-
пию осуществляли на флуоресцентном микроскопе «axio 
imager Z2» («Zeiss», Германия) с фотокамерой «axiocam» 
с использованием набора фильтров. Яркое свечение мем-
браны клеток в зеленом свете расценивалось как положи-
тельная реакция. Результаты исследований Ber-ep4-fiTc 
были валидизированы стандартным ИЦХ методом с тем 
же МКАТ и гистологическим исследованием.

Результаты. В 43% наблюдений (n = 15) цитологиче-
ское заключение о наличии метастатического выпота не 
вызывало затруднений: в цитограммах среди реактивно 
изменённого мезотелия отмечались комплексы клеток 
АК. Метастатический характер экссудатов в 100% под-
тверждался яркой позитивной реакцией с МКАТ Ber-
ep4—fiTc (рис. 1, 2, см.обложку). Полученные данные 
совпадали с результатами стандартной ИЦХ и гистоло-
гического исследования.

В 23% наблюдений (n = 8) при цитологическом иссле-
довании характер экссудата однозначно был интерпрети-
рован как реактивный. В цитограммах в основном преоб-
ладали клетки пролиферирующего мезотелия, лимфоид-
ные и гистиоидные элементы. Однако после проведения 
ФИЦХ исследования в двух образцах была выявлена яркая 
позитивная реакция с Ber-ep4-fiTc в единичных клетках 
карциномы, которая также подтвердилась стандартным 
ИЦХ исследованием. В других шести исследованиях экс-
прессии маркера отмечено не было, что подтвердило ре-
активный характер выпота (рис. 3, 4, см. обложку). При 
гистологическом исследовании у этих пациентов диссеми-
нации опухоли по серозным полостям не выявлено.

Практически в каждом третьем исследуемом образце 
(34%, n = 12) утвердительно высказаться о характере вы-
пота не представлялось возможным.

В 14% (n = 5) наблюдений выявлялись единичные 
относительно полиморфные клетки, которые трудно бы-
ло дифференцировать между опухолевыми и клетками 
пролиферирующего реактивного мезотелия. Учитывая 
тот факт, что цитологическое исследование проводится 
в срочном режиме, интраоперационно, существует ве-
роятность гиподиагностики. При ФИЦХ исследовании 
яркая экспрессия Ber-ep4-fiTc на мембранах опухо-
левых клеток делает их легко выявляемыми (рис. 5, 6, 
см. обложку). Так, в трех из пяти исследуемых образ-
цов определялось яркое свечение единичных клеток АК. 
При стандартном ИЦХ исследовании с МКАТ Ber-ep4 
результат был таким же. В этих трех наблюдениях при 
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гистологическом исследовании были выявлены мелкие 
очаги (0,3—0,5 см) диссеминации АК по брюшине.

Ещё одной причиной неоднозначных цитологиче-
ских заключений о характере выпота являлось обилие 
и разнообразие клеточного состава — наличие проли-
ферирующего мезотелия, лимфоидных, гистиоцитарно-
макрофагальных элементов, лейкоцитов, а также опухо-
левых клеток, морфологически сходных с клетками ме-
зотелия. Данные трудности также наблюдались в 14% (n 
= 5) исследований и требовали дополнительного ФИЦХ 
анализа. Следует отметить, что флуоресцентное окра-
шивание гранул в цитоплазме макрофагов — нередкая 
находка при ФИЦХ исследовании, которое трактуется 
как отрицательный результат. Подобный тип реакции 
предположительно объясняется «пожиранием» макро-
фагами фрагментов мембран разрушенных эпителиаль-
ных клеток опухолевого и неопухолевого происхожде-
ния (эндометриоз, эндосальпингоз, покровный эпителий 
яичников, эпителий маточной трубы, элементы выстил-
ки кисты). Яркое флуоресцентное окрашивание именно 
мембран опухолевых клеток — это положительная реак-
ция (рис. 7, 8, см.обложку). ФИЦХ и последующая стан-
дартная ИЦХ только в одном из пяти исследований под-
твердили наличие отдельных клеток АК. Во всех слу-
чаях гистологические заключения показали отсутствие 
диссеминации клеток рака по серозным оболочкам.

Проводимое лучевое и химиотерапевтическое лече-
ние также может вызывать существенные изменения в 
морфологии опухолевых клеток — в них часто наблю-
даются признаки дистрофии и дегенерации. В 6% (n = 2) 
ФИЦХ исследований экссудатов у пациентов с химиолу-
чевым лечением в анамнезе мы отметили прерывистое и 
местами слабое окрашивание мембраны в клетках рака, 
обломки мембран, «размытый» контур клеток (эффект 
«тающих» мембран) (рис. 9, 10, см. обложку). Этот же 
эффект был отмечен и при традиционной ИЦХ.

Определенные трудности возникают при исследо-
вании смывов с брюшной полости. Чаще материал по-
лучают при патологии яичников, маточных труб и тела 
матки, а также при раке желудка. Смыв производят при 
отсутствии асцита в брюшной полости. Это чаще всего 
наблюдается при доброкачественной гинекологической 
патологии или в случаях, когда пациентке уже провели 
соответствующее лечение, либо на ранних стадиях за-
болевания (i—ii). В наших исследованиях (V смыва = 
5—15 мл) в 90% традиционных и жидкостных препа-
ратов выявлялись отдельные клетки, скопления, либо 
пласты клеток мезотелия, чаще всего с признаками де-
генерации. Подобную цитологическую картину трудно 
трактовать утвердительно, что требует применения до-
полнительных методов.

В нашей работе 6 исследований из 35 составили ин-
траоперационные смывы с органов брюшной полости, и 
только в двух из них мы уверенно высказались о наличии 
или отсутствии клеток АК. В остальных четырёх слу-
чаях клеточный состав был подозрителен в отношении 
рака, что явилось показанием для проведения дополни-
тельных методов. По результатам ФИЦХ эти наблюде-
ния были разделены на две группы: в двух наблюдениях 
были подтверждены метастазы серозного рака яичника 
и умеренно дифференцированной эндометриоидной АК 
тела матки и два были окончательно отнесены к реак-
тивным изменениям мезотелия.

В итоге после проведения ФИЦХ и традиционных 
ИЦХ исследований с Berep4 12 «неуверенных» цито-

логических заключений были переоценены: в шести 
исследованиях была выявлена положительная экспрес-
сия антигена Berep4 и подтвержден метастатический 
характер выпота. В шести наблюдениях реакция была 
отрицательная — диагностирован реактивный выпот с 
пролиферацией мезотелия.

Чувствительность цитологического исследования рас-
считывалась по стандартной формуле: Ч = ИП/(ИП + ЛО), 
где Ч — диагностическая чувствительность метода, ИП 
— число истинноположительных результатов, ЛО — чис-
ло ложноотрицательных результатов. За ИП были приня-
ты те случаи, когда цитологически уверенно были диа-
гностированы клетки опухоли (n = 15). За ЛО результат (n 
= 8) принимали отсутствие клеток опухоли в цитологиче-
ском материале при дальнейшем положительном ФИЦХ/
ИЦХ и гистологическом заключении. Диагностическая 
чувствительность составила 65,2%, что согласуется с 
данными мировой литературы. Специфичность цитоло-
гического исследования рассчитывалась по формуле: С = 
ИО/(ИО + ЛП), где С — диагностическая специфичность 
метода, ИО — число истинноотрицательных результатов 
(n = 6), ЛП — число ложноположительных результатов 
(n = 6). Диагностическая специфичность составила 50%. 
В итоге диагностическая точность цитологической диа-
гностики, рассчитанная по формуле: Т = (ИО + ИП)/(ИО 
+ ИП + ЛО + ЛП), — составила 60%. В нашей работе чув-
ствительность и специфичность как ФИЦХ, так и тради-
ционного ИЦХ исследования составила 100%.

Обсуждение. По данным d.chang и соавт.[16] при ми-
нимальном асците (около 50 мл) вероятность карцинома-
тоза брюшины составляет 12,5—25%, а при количестве 
асцита более 50 мл — до 75—100%. При этом цитоло-
гическое исследование является единственным методом 
диагностики злокачественной природы экссудата.

Однако диагностические возможности цитологиче-
ского метода ограничены в силу ряда объективных при-
чин (малое количество опухолевых клеток в материале, 
разнообразный клеточный состав, изменение морфологии 
клеток мезотелия, изменение морфологии опухолевых 
клеток после химио-, лучевого лечения). Относительно 
невысокая чувствительность метода диктует необходи-
мость применения ИЦХ, а в условиях интраоперацион-
ной диагностики — ФИЦХ исследования. В нашей рабо-
те чувствительность и специфичность как ФИЦХ, так и 
традиционного ИЦХ исследования составила 100%, т. е. 
все положительные и отрицательные реакции были под-
тверждены гистологическим заключением о наличии, 
либо отсутствии диссеминированного процесса. Столь 
успешный результат во многом объясняется малой вы-
боркой пациентов. Для сравнения, по данными масштаб-
ного мета-анализа (29 работ, 2646 пациентов) усреднен-
ная чувствительность и специфичность традиционного 
ИЦХ исследования с МКАТ к Ber-ep4 составила 80 и 
94% соответственно [17].

Заключение. Прямой метод ФИЦХ исследования с 
МКАТ Ber-ep4-fiTc обладает рядом преимуществ: ми-
нимальные временные затраты, простота и удобство ис-
полнения методики, также минимальна вероятность пере-
крёстной реакции. Данный метод позволяет обнаруживать 
немногочисленные опухолевые клетки и их скопления, не 
выявляемые с помощью традиционного цитологического 
исследования, снизить частоту гипо- и гипердиагностики 
опухолевого процесса. Рекомендуется применять ФИЦХ 
метод при срочном интраоперационном исследовании 
выпотов и смывов с серозных полостей.
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ВЛИЯНИЕ УПРАВЛЯЕМОЙ УМЕРЕННОЙ ГИПОТЕРМИИ НА ГЕМОСТАЗ У 
НОВОРОЖДЁННЫХ С ГИПОКСИЧЕСКИ-ИШЕМИЧЕСКОЙ ЭНЦЕФАЛОПАТИЕЙ

1ФГБОУ ВО «Иркутский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 664003, Иркутск, Россия; 
2ОГАУЗ «Иркутский городской перинатальный центр», 664025, Иркутск, Россия; 
3ФГБУ «Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека», 664003, Иркутск, Россия

Цель: изучить влияние умеренной управляемой гипотермии на систему гемостаза у новорождённых с гипоксически-
ишемической энцефалопатией (ГИЭ). Материалы и методы: проведён ретроспективный анализ 38 историй болезни 
новорождённых с острой гипоксией плода (ОГП) (1-я группа), 12 историй болезни новорождённых с ОГП на фоне хрони-
ческой гипоксии плода (ХГП) (2-я группа), 20 здоровых новорождённых (3-я группа) и 20 здоровых взрослых людей. Тром-
боэластографию (ТЭГ) проводили в 3 этапа: в 1-е, 3-и и 6-е сутки жизни новорождённых. Заключение: ТЭГ необходимо 
использовать у новорождённых с ГИЭ в связи с наличием сдвига гемостаза в сторону гипокоагуляции и высокого риска 
кровотечения. У здоровых доношенных детей выявлена физиологическая гиперкоагуляция по сравнению со взрослыми, без 
изменений процессов лизиса сгустков. У новорождённых с ОГП на фоне проводимой лечебной гипотермии по сравнению 
со здоровыми новорождёнными отмечаются снижение количества тромбоцитов и, возможно, более низкая функцио-
нальная активность тромбоцитов к 3-м суткам, а также более низкая активность плазменного компонента гемоста-
за при сохранной эластичности и прочности образующихся сгустков. К 6-м суткам после согревания нормализуется 
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Рис. 1. Нативная цветовая шкала для полуколичественного определения концентрации тиоцианат-ионов в слюне 
(сканированные образцы).

Рис. 2. Цифровая цветовая шкала для полуколичественного определения концентрации тиоцианат-ионов в слюне.

Рис. 1. Асцит, метастаз рака яичников. Положительная 
экспрессия Ber-EP4-FITC в клетках опухоли. Ув. 200.

Рис. 3. Плевральный выпот. Реактивная пролиферация 
клеток мезотелия.
Окраска по Лейшману. Ув. 200.

Рис. 4. Отрицательная экспрессия Ber-EP4-FITC. Ув. 400.

Рис. 2. Асцит, метастаз рака яичников. Положительная 
экспрессия Ber-EP4-FITC в клетках опухоли. Ув. 200.

Рис. 5. Плевральный выпот. Среди обилия лейкоцитов 
определяется единичная клетка АК легкого.
Окраска по Лейшману. Ув. 200.

Рис. 6. Положительная экспрессия Ber-EP4-FITC в еди-
ничной клетке рака. Ув. 400.

Рис. 8. Отрицательная экспрессия Ber-EP4-FITC. Отмечает-
ся окрашивание гранул цитоплазмы макрофагов. Ув. 200.

Рис. 9. Положительная экспрессия Ber-EP4-FITC. В 
клетках рака наблюдается прерывистое окрашивание 
мембраны. Ув. 200.

Рис. 10. Положительная экспрессия Ber-EP4-FITC, «раз-
мытый» контур мембран клеток опухоли. Ув. 200.

Рис. 7. Плевральный выпот. Среди обилия клеток мезо-
телия, макрофагов, гистиоцитов определяются клетки 
рака молочной железы.
Окраска по Лейшману. Ув. 200.
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