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В связи с тем, что в России скрининг рака шейки матки (РШМ) должен проводиться путём окрашивания мазков по Папани-
колау целью данной работы было изучение вариантов протокола окраски по Папаниколау эксфолиативных вагинальных маз-
ков путем обзора англоязычной и отечественной литературы. Метод регидратации высушенных на воздухе мазков с шейки 
матки с последующей фиксацией и окрашиванием может решить большинство проблем, связанных с влажной фиксацией 
биологического материала на предметном стекле, если окрашивание производят по Папаниколау. Существует несколько 
зарубежных исследований, посвященных регидратации мазков с шейки матки как альтернативный вариант влажной фик-
сации при нанесении мазков традиционным способом. В отечественной литературе работы по данной теме отсутствуют. 
Для достижения этой цели мы провели валидизацию методики в лаборатории с учетом материально-технического обеспе-
чения и особенностей получения и доставки материала.
Регидратация с последующей фиксацией высушенных на воздухе мазков является простым, общедоступным, применимым и 
надежным методом фиксации, который сравним с традиционным методом влажной фиксации, используемым для мазков из 
шейки матки, и может применяться для рутинной оценки.
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Due to the fact that in Russia, screening for cervical cancer (CC) should be carried out by staining smears with Papanicolaou, the 
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purpose of this work was to study options for the Papanicolaou staining protocol for exfoliative vaginal smears by reviewing English-
language and domestic literature. The method of rehydrating air-dried cervical smears followed by fixation and staining can solve 
most of the problems associated with wet fixation of biological material on a glass slide if staining is performed using the Papanicolaou 
method. There are several foreign studies on the rehydration of cervical smears as an alternative to wet fixation when applying smears 
in the traditional way. There are no works on this topic in the domestic literature. To achieve this goal, we validated the method in the 
laboratory, taking into account logistics and the specifics of obtaining and delivering the material. Rehydration followed by fixation of 
air-dried smears is a simple, readily available, feasible and reliable fixation method that is comparable to the traditional wet fixation 
method used for cervical smears and can be used for routine evaluation.
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 Введение. Цитологический диагноз злокачествен-
ного новообразования, в основном, основан на анализе 
ядерного хроматина в окрашенных клетках. Степень 
ядерной атипии наряду с цитоплазматической морфоло-
гией являются признаками, с помощью которых можно 
цитологически определить потенциал злокачественно-
сти клеток. Эти диагностические принципы сформи-
ровались благодаря кропотливым, последовательным 
исследованиям ученых на предмет их клинической зна-
чимости с параллельным поиском оптимальной рецеп-
туры химических красителей, влияющих на качество 
препаратов посредством индивидуальной фиксации и 
окрашивания клеток [1]. Среди основных достижений 
в истории цитопатологии основополагающим был одно-
именный метод окраски по Папаниколау, изобретенный 
доктором Джорджем Н. Папаниколау в 1942 году [1].

На протяжении более 50-ти лет за рубежом окра-
ска Папаниколау, предложенная и модифицированная 
Джорджем Н. Папаниколау, использовалась в качестве 
универсального скринингового теста для выявления ра-
ка шейки матки. На протяжении многих лет этот метод 
претерпевал различные модификации в разных научных 
лабораториях, что отразилось в разнообразии протоко-
лов окраски у производителей, в том числе отечествен-
ных, по длительности экспозиции цитологического пре-
парата в каждом компоненте краски и фиксаторе [2,3].  

В настоящее время в западных странах при скри-
нинге РШМ осуществляется стандартная окраска по 
Папаниколау препаратов, взятых, в основном, по ме-
тоду жидкостной цитологии. В свою очередь в России 
основной метод нанесения вагинальных мазков - это 
традиционный, и в большинстве цитологических ла-

бораторий основным красителем являлся азур-эозин 
(окраска по Романовскому, Паппенгейму, Лейшману). 
Такая ситуация во многом связана со сложившимися 
традициями и ограниченными ресурсами. В поисках 
быстрой методики окрашивания, обеспечивающей 
столь же изысканные цитоморфологические характе-
ристики и не уступающие окрашиванию по Папанико-
лау, на сегодняшний день доступны экспресс красители 
Diff-Quik [4], LEUKODIF 200 [5] и МЛТ-ДИФФ-КВИК 
отечественного производителя [2].

На основании действующих нормативных докумен-
тов1 скрининг РШМ в России должен проводиться пу-
тём окрашивания мазков по Папаниколау. Необходимо 
отметить, что успешное использование азур-эозиновых 
красителей с 60-х годов прошлого столетия показало 
свою эффективность [6].

В данном сообщении считаем необходимым отме-
тить ряд проблем, которые затрудняют внедрение ка-
чественного окрашивания по Папаниколау цитологиче-
ских препаратов, нанесенных традиционным способом 
при проведении скрининга РШМ (аспекты жидкостной 
цитологии в данной статье не рассматриваются):

Трудоемкость и многостадийность методики, требу-
ющая автоматизацию процесса.

Высокая токсичность составляющих компонентов 
красителя, требующая оборудованного рабочего места 
с мощной вытяжкой при ручной окраске и при заклю-
1. Приказ Минздрава  Российской Федерации № 124н от 
13.03.2019 г. «Об утверждении порядка проведения профилак-
тического медицинского осмотра и диспансеризации опреде-
ленных групп взрослого населения»;
ГОСТ 57005-2016 Диагностика в онкологии. Скрининг. Рак 
шейки матки. ГОСТ 57005-2016.
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чении препарата под покровное стекло.
Отсутствие принципа стандартности: а) постепенного 

воздействия применяемых веществ на клетки, то есть не-
соблюдение оптимальных условий фиксации/обезвожива-
ния; б) наличие длительного интервала времени при пол-
ном обезвоживании/высыхании до процесса окрашивания.

При окраске цитологических препаратов основное 
внимание уделяется корректной фиксации препаратов, 
целью которой является сохранение цитоморфологиче-
ских характеристик и диагностически важных элемен-
тов клетки. Фиксация приводит к огрублению клеточ-
ных структур и делает рисунок ядерного хроматина и 
его детали более четким. Методики фиксации делят на 
влажные и сухие. Есть стандартизированные валидизи-
рованные методики, где в качестве фиксатора использу-
ется 1 % уксус [3], 100 % метанол, 80 % изопропанол, 80 
% пропанол [7]. При использовании  этилового спирта в 
качестве фиксатора, цитологические препараты должны 
быть влажными. Методика заключается в погружении 
препарата в фиксатор на 20–30 минут с последующим 
полным высыханием и доставкой его в лабораторию. 
В литературе отмечено, что укороченная экспозиция 
не допускается, в свою очередь, длительная фиксация 
в течение нескольких дней или даже недель не меняет 
клеточные характеристики [7]. В инструкциях, в том 
числе и у отечественных производителей, допускается 
использование фиксаторов в виде аэрозолей на спирто-
вой основе, которые наносят  на влажный цитологиче-
ский препарат и выдерживают  время до полного высы-
хания [7 - 10]. На наш взгляд, аэрозольные фиксаторы 
по времени экспозиции с биологическим материалом 
(не более 2 мин) не позволяют качественно произвести 
фиксацию, которая требует более длительного контакта 
клеток с фиксатором (20-30 минут). Соответственно, по 
времени экспозиции биологического материала, методи-
ки с погружением влажного цитологического препара-
та в спирт и аэрозольная спиртовая фиксация влажного 
цитологического препарата не являются равноценными. 

Необходимо отметить, что оригинальный протокол 
фиксации традиционных цитологических препаратов по 
Папаниколау, предшествующий окрашиванию, заклю-
чался в поэтапной процедуре регидратации/дегидрата-
ции клеток путем перемещения предметных стекол в 
спиртовых растворах нисходящей/восходящей крепо-
сти подобно гистологической проводке [1,7,11-14], что 
в последующем обеспечивает качественную окраску. 
Основным условием стандартного протокола пробо-
подготовки цитологических препаратов является недо-
пущение высыхания препарата от момента фиксации 
до нанесения красителей и четкое соблюдение самого 
протокола окраски. Таким образом, моментальная фик-
сация «влажного» препарата, полученного при гинеко-
логическом осмотре, не актуальна, так как, во-первых, 
обеспечить 20-30-ти минутную фиксацию в 95 % спирте 
гинеколог/акушерка не сможет, во-вторых, длительная 
транспортировка подсушенных препаратов в лаборато-
рию (в нашем случае до 2-х недель из отдаленных райо-
нов) способствует полному обезвоживанию клеток.  Оба 
пункта являются следствием несоблюдения оптималь-
ных условий обезвоживания клеток и отрицательно ска-
зываются на дальнейшей обработке материала. 

В 1954 году L.J. Lencioni и соавт. [15] были первы-
ми, кто рассмотрел возможность регидратации ваги-

нальной эксфолиативной цитологии с использованием 
водопроводной воды с удовлетворительными резуль-
татами для решения проблем полного обезвоживания 
клеток на воздухе и плохой фиксации. Но до недавних 
лет эта методология не получила широкого признания 
в цитологии шейки матки. С 2002 года было проведено 
множество исследований по анализу влияния метода 
регидратации на мазки с шейки матки. [7,14,16 -19]. 
Авторы тестировали различные регидратирующие 
агенты, такие как гипотонические, физиологический 
растворы, водопроводную воду, водный глицерин. Ре-
гидратационные жидкости, такие как гипотонические 
растворы, водопроводная вода и водный глицерин, 
продемонстрировали лизис ядросодержащих клеток 
вместе с эритроцитами. [22]. Был сделан вывод, что 
физиологический раствор является лучшей регидрати-
рующей жидкостью, поскольку она не вызывает лизис 
ядросодержащих клеток, легко доступна и имеет низ-
кую стоимость [13, 14, 16, 22 -26].

В связи с вышеизложенным, учитывая отсутствие в 
отечественной литературе работ по данной теме, счита-
ем необходимым довести до сведения существующий 
протокол окрашивания вагинальной эксфолиативной 
цитологии с учетом регидратации клеток.

Целью исследования явилось сравнение цитомор-
фологических особенностей мазков, фиксированных 
различными методами, а также оценка конкурентоспо-
собности регидратированного, высушенного на возду-
хе Пап-мазка (окрашенный мазок по Папаниколау) по 
отношению к Пап-мазку с влажной фиксацией.

Материал и методы. Приводим последователь-
ность процедур при окрашивании цитологических пре-
паратов, высушенных на воздухе:

1. Поэтапная регидратация цитологических пре-
паратов в спиртах нисходящей крепости: 80, 70, 50 %, 
физиологический раствор. Время воздействия каждого 
раствора не более 30 секунд.

2. Окрашивание мазков гематоксилином в течение 
2 минут.

3. Промывание препаратов водопроводной водой до 
появления синей окраски.

4. Дегидратация в спиртах восходящей крепости: 
50, 70, 80 %. Время воздействия каждого

раствора 30 секунд.
5. Окрашивание препаратов оранжевым G 6 в тече-

ние 30-100 секунд.
6. Трехкратное промывание в 95 % растворе этило-

вого спирта.
7. Окрашивание раствором красителя EA 50 в тече-

ние 1,5 минуты.
8. Трехкратное промывание в 95 % растворе этило-

вого спирта.
9. Поэтапное обезвоживание в растворах: 96 % эти-

лового спирта; этилового
спирта и ксилола в пропорции 1:1; ксилоле.
10. Заключение препарата под покровное стекло.
В течение трех месяцев на базе 2-х медицинских орга-

низаций Нижегородской области в рамках скрининга рака 
шейки матки производили получение гинекологического 
материала у 3180 женщин в возрасте от 21 до 64 лет, боль-
шинство пациенток было в возрастной группе 25-59 лет. 
84 % женщин жалоб не предъявляли.  Материал наносили 
на четыре предметных стекла и маркировали «А, В, С, D» 
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добавляя к букве порядковый номер случая:
Препарат «А», после получения моментально фик-

сировали в течение 20 минут в 95 % этаноле, при по-
ступлении в лабораторию окрашивали по Папаниколау, 
согласно инструкции к красителю. 

Препарат «В» высушивали на воздухе, при посту-
плении в лабораторию окрашивали по Папаниколау, со-
гласно инструкции к красителю.

Препарат «С» высушивали на воздухе и окрашивали 
по Романовскому-Гимзе.

Препарат «D», высушивали на воздухе, при посту-
плении в лабораторию подвергали регидратации, а за-
тем сразу окрашивали по Папаниколау по представлен-
ному выше протоколу, полностью исключая высыхание 
клеток между всеми этапами протокола.  

Весь собранный материал для окрашивания и после-
дующей оценки поступал в цитологическую лабораторию 
ОПАО «НОКОД». Следует отметить, что каждый случай 
был проанализирован пятью врачами с получением 15 
900 отчетов. Оценка полученных результатов производи-
лась по нескольким цитоморфологическим параметрам: 
клеточность, фон препарата, артефакты при высушива-
нии, клеточные границы, ядерные границы, рисунок хро-
матина, окрашивание цитоплазмы (см. таблицу).

Результаты. Из 3180 случаев с параллельно взяты-
ми 4-ю мазками, адекватный материал (поддающийся 
просмотру и оценке) на препаратах «А» получен в 96,6 
% (n =3072), в 99,7 % (n=3170) на препаратах «D», при 
окрашивании по Романовскому (препараты «С») в 99,3 
% (n=3158), процент же адекватных препаратов «В» 
достигал лишь 59,2 % (n=1882), что было связано с вы-
сокой вероятностью появления артефактов высыхания.

Наблюдалась определенная разница, хоть и не самая 
существенная, по параметру клеточности материала в 
препаратах, фиксированных разными способами. По это-
му признаку регидратированные препараты с окраской по 
Папаниколау и препараты, окрашенные по Романовско-
му-Гимзе оставили за собой приоритет по отношению к 
препаратам с влажной фиксацией, окрашенные по Папа-
николау. По-видимому, представленные цифры связаны с 
лучшей адгезией клеток к поверхности предметного стек-
ла во время высушивания на воздухе. Потеря части кле-

ток отмечалась в препаратах «А» после погружения их в 
фиксатор в случаях нанесения материала толстым слоем.

Более чистый фон наблюдался в препаратах «D», 
поскольку процесс регидратации вызывает лизис эри-
троцитов, что позволило более детально рассмотреть 
клеточные элементы, а также увеличить частоту обна-
ружения инфекционных агентов (Trichomonas vaginalis, 
элементы дрожжевого гриба рода Candida spp.). Гемор-
рагический фон наблюдался лишь в 13 % случаев. 

Артефакты высушивания чаще наблюдались в пре-
паратах «В» - 82 %, в «А» - 13 % наблюдений по срав-
нению с регидратированными препаратами «D» - 4,6 
% и полного отсутствия в препаратах, окрашенных по 
Романовскому-Гимзе.  Данный факт может приводить к 
увеличению процента ложноотрицательных результа-
тов при интерпретации. 

Отчетливость ядерных и клеточных границ, а также 
визуализация рисунка ядерного хроматина сопостави-
мы в препаратах «А», «D», хотя в Пап-мазках с влаж-
ной фиксацией, незначительная мутность хроматина и 
несколько нечеткий контур ядерной мембраны отмеча-
лись чуть чаще. Вероятно, в связи с пересушиванием 
мазков при влажной фиксации связан факт некой раз-
мытости клеточных и ядерных границ. Характерное 
окрашивание для Пап-мазков цитоплазмы наблюдалось 
в препаратах «А» и «D» приблизительно одинаково и 
составляет соответственно 97 % и 98 %. Самые низкие 
показатели цитоморфологических параметров показа-
ли нефиксированные Пап-препараты («В»). В мазках, 
окрашенных по Романовскому-Гимзе, наблюдался до-
вольно четко просматриваемый контур ядерной мем-
браны и клеточная граница. Чуть затруднен детальный 
просмотр рисунка ядерного хроматина. Цитоплазма в 
большинстве случаев окрашена удовлетворительно.

Интраэпителиальные поражения отсутствовали в 
96,7 % случаев в Пап-мазках «А», «С», «D». В катего-
рию NILM были отнесены воспалительные процессы, 
бактериальные вагинозы, кандидозные и атрофические 
кольпиты. При исследовании препаратов «А», «С», 
«D», плоскоклеточное интраэпителиальное поражение, 
включая ASCUS/LSIL/ASC-H/HSIL, было диагности-
ровано в 3,3 % (n=105) наблюдениях. 

 Оценка полученных результатов по цитоморфологическим параметрам (в %)

Показатели Препараты «А» Препараты «В» Препараты «С» Препараты «D»

Клеточность:
           низкая
           умеренная
           высокая

1
32
67

1
38
61

1
27
73

0
26
74

Геморрагический фон препарата 55 72 56 13
Артефакты при высушивании 13 82 0 4,6
Клеточные границы:
           отчетливые
           нечеткие

88
12

3
97

95
5

96
4

Ядерные границы:
           отчетливые
           нечеткие

88
12

4
96

91
9

93
7

Рисунок ядерного хроматина:
            мутный
            хорошо просматриваемый

5
95

98
2

6
94

2
98

Окрашивание цитоплазмы:
            неудовлетворительное
            удовлетворительное 

3
97

88
12

1
99

2
98
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Обсуждение. Для сохранения цитоморфологиче-
ских признаков при оценке клеточной атипии Пап-
мазков требуется спиртовая фиксация влажных ци-
тологических препаратов. При отсутствии таковой 
возникают артефакты при окраске по Папаниколау. 
Регидратация высушенных на воздухе мазков является 
простой, осуществимой, надежной методикой со сво-
ими преимуществами, которая сравнима с традицион-
ным методом спиртовой фиксации влажных спиртовых 
препаратов и применима в регулярной практике, осо-
бенно в программах скрининга в сельской местности. 

Фиксированные спиртом влажные Пап-мазки «А» 
в большинстве случаев (83,6 %) имели четкую мор-
фологию. Цитоморфология была оптимальной в 13 % 
и субоптимальной в 3,4 % случаев. Высушенные на 
воздухе и регидратированные Пап-мазки «D» показа-
ли четкую сохранность морфологических признаков 
в 95,1 % случаев, оптимальная сохранность в 4,6 % и 
субоптимальная сохранность в 0,3 %. 

Данный факт можно объяснить, понимая процеду-
ру получения материала. Эпителиальные клетки, по-
павшие в выделения путем десквамации, то есть есте-
ственным образом, имеют более высокую степень деге-
нерации по сравнению с жизнеспособными клетками. 
Следовательно, отторгшиеся клетки требуют щадящей 
обработки, что обеспечивается при плавном высыхании 
на воздухе и в последующем поэтапной регидратации 
и окрашивании без промежуточного высыхания в про-
цессе всего цикла подготовки препарата к просмотру. 

Результаты показали гибкость выбора различных 
методов окрашивания, что является практической аль-
тернативой. Однако, в виду того, что при обработке 
препаратов клетки подвергаются воздействию различ-
ных красок и технологических жидкостей, в следствии 
чего цвет ядра, цитоплазмы многократно изменяется, 
многостадийность и трудоемкость окрашивания по Па-
паниколау требует автоматизации самого процесса. 

Следует также отметить недостаток Пап-мазков «D» 
- это может быть гипергидратация физиологическим 
раствором, длительность которого более 30 секунд, что 
приводит к разбуханию ядер и увеличению размера 
клеток и, соответственно, к неправильной интерпрета-
ции препарата. 

Заключение.  В традиционной цитологии подготов-
ка образца путем фиксации влажных цитологических 
препаратов для окраски по Папаниколау отнимает мно-
го времени у гинекологов/акушерок, требует значи-
тельного объема этанола, ведение документации по его 
списанию. Кроме того, техника фиксации полученных 
препаратов нередко нарушается гинекологами/акушер-
ками из-за недостаточной их подготовки, что приводит 
к потере материала и необходимости повторного его за-
бора. В вагинальной эксфолиативной цитологии спир-
товую фиксацию влажного традиционного Пап-мазка 
не стоит рассматривать как альтернативу Пап-мазку 
по методу жидкостной цитологии, который, несомнен-
но, является "золотым" стандартом. Метод регидрата-
ции прост, практичен, оптимален для цитологического 
скрининга и интерпретации результатов, позволяет эф-
фективно минимизировать потерю клеток, обеспечить 
сохранность цитоморфологических особенностей зло-
качественных клеток, что подтверждено результатами 
предыдущих исследований [7,14,27,28,29]. 
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