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Особенности поражения легких  
при коинфекции ВИЧ/SARS-CoV-2 у пациентов  
с разной степенью иммунодефицита
Н.В. Мозгалева1, Ю.Г. Пархоменко1,5, А.Л. Черняев2,3,5, М.В. Самсонова3,4, П.А. Ведяпин1,  
Н.В. Глухоедова6, А.С. Жиленкова6, Е.В. Цыганова6, О.А. Тишкевич1, А.И. Мазус6

1 ГБУЗ Инфекционная клиническая больница № 2 Департамента здравоохранения города Москвы, Москва, Россия
2  ФГАОУ ВО Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова Минздрава России, 

Москва, Россия 
3  ФГБУ Научно-исследовательский институт пульмонологии ФМБА России, Москва, Россия 
4  ГБУЗ Московский клинический научно-практический центр имени А.С. Логинова Департамента здравоохранения  

города Москвы, Москва, Россия 
5  Научно-исследовательский институт морфологии человека имени академика А.П. Авцына ФГБНУ «Российский научный 

центр хирургии имени академика Б.В. Петровского», Москва, Россия 
6  Московский городской центр профилактики и борьбы со СПИДом Департамента здравоохранения города Москвы, Москва, Россия 

Резюме. Введение. Развитие глобального пандемического процесса COVID-19 в условиях продолжаю-
щейся пандемии ВИЧ-инфекции поставило перед исследователями вопрос особенностей коинфекции 
SARS-CoV-2 и ВИЧ. В настоящем исследовании представлены морфологические изменения легочной 
ткани при коинфекции ВИЧ/SARS-CoV-2 у пациентов с разной степенью сохранности иммунного статуса.
Материалы и методы. В исследование включены шесть умерших ВИЧ-инфицированных пациентов 
с клиническим диагнозом «COVID-19», подтвержденным посмертно выявлением РНК SARS-CoV-2 
в аутопсийных образцах легких методом полимеразной цепной реакции. Среди умерших три пациента 
с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией и три пациента с контролируемой ВИЧ-инфекцией, полу-
чавших эффективную антиретровирусную терапию, и относительно сохранным иммунным статусом 
(CD4+ более 200 кл/мкл), без оппортунистических инфекционных заболеваний. При гистологическом 
исследовании было использовано гистохимическое окрашивание по ван Гизону, Грокотту, Цилю–
Нильсену. ШИК-реакцию, иммуногистохимическое (ИГХ) исследование проводили с использованием 
антител против нуклеокапсида SARS-CoV-2 и цитомегаловируса. 
Результаты. Макроскопическая картина во всех случаях характеризовалась снижением воздушности 
и уплотнением легочной ткани. Микроскопически поражение легких у пациентов с впервые выявлен-
ной ВИЧ-инфекцией было представлено картиной диффузного альвеолярного повреждения (ДАП) 
в сочетании с пневмоцистной пневмонией и цитомегаловирусной инфекцией. При ИГХ исследовании 
в легочной ткани этих умерших выявлена экспрессия нуклеокапсида SARS-CoV-2 в гиалиновых мем-
бранах и альвеолоцитах. У пациентов с контролируемой ВИЧ-инфекцией зафиксированы проявления 
различных фаз ДАП и/или синдрома диссеминированного внутрисосудистого свертывания (ДВС-
синдром) с преимущественным распределением SARS-CoV-2 при ИГХ исследовании в макрофагах 
и внутри сосудов.
Заключение. Поражение легких при глубоком ВИЧ-ассоциированном иммунодефиците определялось 
совокупностью прямого цитопатического действия коронавируса и патогенов-оппортунистов. При 
контролируемой ВИЧ-инфекции и относительно сохранном иммунном статусе сохраняются помимо 
прямого возможности иммуноопосредованного действия SARS-CoV-2 на легочную ткань с исходом 
в диффузное альвеолярное повреждение, что по морфологической картине сопоставимо с ВИЧ-
негативными наблюдениями.
Ключевые слова: COVID-19, ВИЧ-инфекция, цитомегаловирус, пневмоциста, диффузное альвео-
лярное повреждение, сочетанное поражение легких 
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Введение 
Новая коронавирусная инфекция – это первый гло-

бальный пандемический процесс настоящего времени, 
который наслоился на фактически продолжающуюся с 
1980-х годов пандемию ВИЧ-инфекции. Закономерно 
перед исследователями и медицинским сообществом 
возник вопрос особенностей коинфекции SARS-CoV-2 
и ВИЧ, тяжести течения и рисков летальных исходов у 
коинфицированных пациентов. 

Наш авторский коллектив в опубликованных ранее 
работах [1, 2] предпринял попытку проанализировать 
данные группы умерших пациентов с коинфекцией 
ВИЧ/SARS-CoV-2 с учетом иммунологического ста-
туса. Отметим, что похожих публикаций, сопостави-

мых по объему и характеру выборки, среди доступных 
источников литературы нами не обнаружено. Общая 
группа ВИЧ-инфицированных пациентов в условиях ре-
альной клинической практики отличается значительной 
неоднородностью. Также не всегда очевидны структура 
заключительного диагноза и степень вклада каждой но-
зологии в непосредственную причину летального ис-
хода при коинфекции ВИЧ/SARS-CoV-2. Нам удалось 
продемонстрировать ряд иммунологических особен-
ностей таких пациентов. На фоне COVID-19 у ВИЧ-
инфицированных пациентов происходит дальнейшее 
усугубление иммунодефицита вследствие снижения 
уровней CD4+ и CD8+ субпопуляций лимфоцитов. Па-
циенты с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией, которые 
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Abstract. Introduction. The development of the COVID-19 pandemic along with the ongoing pandemic of 
HIV infection has raised the question of how these two diseases interact. This study examines morphologi-
cal changes that occur in lung tissue during HIV/SARS-CoV-2 coinfection in patients with varying levels 
of immune status.
Materials and methods. The study included 6 deceased HIV-infected patients who had a clinical diagnosis 
of COVID-19, which was confirmed postmortem by the detection of SARS-CoV-2 RNA in lung samples 
obtained during biopsy using polymerase chain reaction. Three patients were with newly diagnosed HIV 
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histochemical stains by Van Gieson, Grocott, Ziehl-Neelsen, PAS reaction as well as immunohistochemistry 
(IHC) with antibodies against SARS-CoV-2 nucleocapsid and cytomegalovirus.
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(DAD) with pneumocystis pneumonia and cytomegalovirus infection. Nucleocapsid of SARS-CoV-2 was 
revealed in hyaline membranes and alveolar cells. In patients with controlled HIV, we detected manifestations 
of various phases of DAD and/or disseminated intravascular coagulation (DIC) syndrome with a predominant 
distribution of SARS-CoV-2 in macrophages and blood vessels.
Conclusion. Lung damage in severe HIV-associated immunodeficiency was determined by the combination 
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составляли около 1/3 среди всех ВИЧ-инфицированных 
пациентов, подобного феномена не демонстрировали, 
вероятно, в связи с имеющимся к моменту заражения 
SARS-CoV-2 истощением иммунной системы [1]. На 
примере группы пациентов с контролируемой ВИЧ-
инфекцией, то есть получающих эффективную анти-
ретровирусную терапию (АРТ), удалось показать, что 
и сама COVID-19 непосредственно способна приводить 
к утяжелению иммунодефицита за счет достоверного 
снижения уровней CD4+ и CD8+ лимфоцитов. Подоб-
ные наблюдения отмечались исследователями ранее, 
но для ВИЧ-негативных пациентов [3–8]. Цель данной 
работы – изучить морфологические изменения ткани 
легких при коинфекции ВИЧ/SARS-CoV-2 у пациентов 
с разной степенью сохранности иммунного статуса.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили легкие 

от шести пациентов с установленной ВИЧ-инфекцией, 
умерших в мае 2020 – феврале 2022 года. Во всех шес-
ти наблюдениях диагноз «COVID-19» подтвержден по-
смертно обнаружением РНК SARS-CoV-2 в аутопсий-
ных образцах легких методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР). Двое мужчин и одна женщина – умер-
шие пациенты с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией 
и трое (две женщины, один мужчина) – умершие пациен-

ты с контролируемой ВИЧ-инфекцией, получавшие эф-
фективную АРТ, без диагностированных ранее оппорту-
нистических заболеваний и с относительно сохранным 
иммунным статусом (CD4+ более 200 кл/мкл) на момент 
госпитализации в стационар. Выбор именно этих двух 
групп для анализа – впервые выявленная ВИЧ-инфекция 
и контролируемое заболевание – был обусловлен ранее 
описанными иммунологическими особенностями [1] 
и пониманием важности роли иммунной системы в про-
цессе взаимодействия патогена и макроорганизма.

Краткая характеристика пациентов представлена 
в таблице 1.

Были проанализированы срезы легких, окрашенные 
гематоксилином и эозином по ван Гизону, Грокотту, 
Цилю–Нильсену, реактивом Шиффа. Иммуногистохи-
мическое исследование проводили с использованием мы-
шиных моноклональных антител против нуклеокапсида 
SARS-CoV-2 (клон X155, ООО «ХЕМА», Россия) и мы-
шиных моноклональных антител против цитомегалови-
руса (NCL-CMV-IE/EA, Novocastra, Великобритания).

Результаты
Макроскопическая картина во всех наблюдениях ха-

рактеризовалась снижением воздушности и уплотнени-
ем ткани легких, которые в наблюдениях с  впервые вы-
явленной ВИЧ-инфекцией носили диффузный характер, 

Таблица 1 | Table 1 
Основные клинические характеристики пациентов | The main clinical features of the patients

№ | 
No.

Пол 
пациента |  
Patient’s 

sex

Возраст, 
лет |  
Age, 
years

Длительность COVID-19 
по ПЦР, дней |  

COVID-19 duration 
by PCR, days

CD4+
кл/мкл, % |  

CD4+
cells/µl, %

Дополнительно |
Comments

Пациенты с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией | Patients with newly diagnosed HIV

1 Мужской | 
Male

37 17 6,1 КТ: COVID-19, 70% поражения легких. D-димер 2,4N* | 
CT: COVID-19, 70% lung involvement. D-dimer 2.4N*

2 Женский | 
Female

62 11 Нет данных |  
No data 
available

Двухсторонняя пневмония (рентгенография)**.  
D-димер 2N* | Bilateral pneumonia (X-ray) **.  
D-dimer 2N*

3 Мужской | 
Male

76 12 23,3 КТ: пневмоцистная пневмония. D-димер 3,4N* |  
CT: pneumocystis pneumonia. D-dimer 3.4N*

Пациенты с контролируемой ВИЧ-инфекцией | Patients with controlled HIV

4 Женский | 
Female

83 7 373, 25 КТ: отсутствие COVID-19. D-димер – норма*. Сахарный 
диабет. Артериальная гипертензия | CT: no COVID-19. 
D-dimer within normal range*. Diabetes mellitus. Arterial 
hypertension

5 Мужской | 
Male

49 10 301,35 КТ: COVID-19, 40–50% поражения легких. D-димер 
>54 000 нг/мл (220N)* | CT: COVID-19, 40–50% lung 
involvement. D-dimer >54.000 ng/ml (220N)*

6 Женский | 
Female

65 5 250,38 КТ: COVID-19, 60–70% поражения легких. Сахарный 
диабет, ожирение. D-димер >29 000 нг/мл (118N)* |  
CT: COVID-19, 60–70% lung involvement. Diabetes 
mellitus, obesity. D-dimer >29.000 ng/ml (118N)*

КТ – компьютерная томография; * Референсные значения для D-димера (N): 0–250 нг/мл; ** – КТ не проводилась 
CT – computed tomography; * Reference values   for D-dimer (N): 0–250 ng/ml; ** – CT was not performed
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вплоть до тотального, а в трех других наблюдениях были 
представлены очагами диаметром от 0,7 см до 2 см. В на-
блюдениях с контролируемой ВИЧ-инфекцией легкие 
на разрезе темно-серо-красные с относительно равно-
мерным кровенаполнением, а в первой группе (наблюде-
ния 1–3) ткань легких на разрезе розово-красного цвета с 
фиолетовым оттенком и неравномерным полнокровием. 

При гистологическом исследовании легких умер-
ших с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией наблюдали 
интерстициальную пневмонию в виде лимфоцитарной 
инфильтрации межальвеолярных перегородок разной 
степени выраженности и проявлениями ДАП. Для на-
блюдений 1 и 3 было характерно сочетание признаков 
экссудативной и пролиферативной фаз ДАП: наряду 
с обнаружением гиалиновых мембран по контурам 
альвеол и альвеолярных ходов, а также десквамацией 
альвеолярного и бронхиолярного эпителия были вы-

явлены очаговый фиброз межальвеолярных перегоро-
док, полиповидные разрастания фибробластической 
(грануляционной) ткани в части альвеол, полиповидная 
фибробластическая ткань, очаговая плоскоклеточная 
метаплазия альвеолярного эпителия. В наблюдении 2 
зафиксированы умеренно выраженная пролиферация 
и десквамация альвеолярного эпителия. При этом во 
всех трех наблюдениях данной группы (1–3) было вы-
явлено сочетание пневмоцистной пневмонии (в про-
светах альвеол пенистый экссудат с наличием пузырь-
ковидных телец, положительно окрашиваемых при 
ШИК-реакции в ярко-малиновый цвет, с микробными 
клетками, окрашенными по Грокотту в черный цвет) 
и цитомегаловирусной инфекции (в виде множествен-
ных клеток с цитомегаловирусной трансформацией 
«совиный глаз», преимущественно в межальвеолярных 
перегородках) (рис. 1 A, B). При ИГХ исследовании 

Рис. 1.  Морфологические изменения в легких при коинфекции ВИЧ/SARS-CoV-2 при впервые выявленной ВИЧ-инфекции 
(наблюдение 1). 

 A – в просветах альвеол пенистый экссудат, пролиферация и десквамация альвеолоцитов с цитомегаловирусной 
трансформацией. Окраска гематоксилином и эозином, ×400. B – включения Pneumocystis jirovecii в альвеолярном 
экссудате. Окраска по Грокотту, ×400. С – вирус SARS-CoV-2 в альвеолоцитах и гиалиновых мембранах. ИГХ,  
клон Х155, ×400. D – цитомегаловирус в измененных альвеолоцитах. ИГХ, NCL-CMV-IE/EA, ×400

Fig. 1.  Morphological changes in the lungs during HIV/SARS-CoV-2 coinfection with newly diagnosed HIV (case No. 1).
 A – foamy exudate in the alveolar lumen, proliferation and desquamation of alveolar cells with cytomegalovirus transformation. 

H&E stain, ×400. B – Pneumocystis jirovecii inclusions in alveolar exudate. Grocott stain, ×400. C – SARS-CoV-2 virus in alveolar 
cells and hyaline membranes. IHC, clone Х155, ×400. D – сytomegalovirus in altered alveolar cells. IHC, NCL-CMV-IE/EA, ×400

А B

C D
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микропрепаратов легких этих пациентов получено яр-
кое окрашивание с антителами против нуклеокапсида 
SARS-CoV-2 в гиалиновых мембранах и альвеолоцитах 
(рис. 1 C). Цитомегаловирусное поражение также под-
тверждалось положительным окрашиванием при ИГХ 
во всех трех наблюдениях (рис. 1 D). 

Несколько иначе выглядели изменения ткани легких 
у пациентов с контролируемой ВИЧ-инфекцией. Гисто-
логически в наблюдении 6 имела место экссудативная 
фаза ДАП c выраженным внутриальвеолярным отеком 
и наличием гиалиновых мембран. В наблюдении 5 было 
выявлено мозаичное поражение с чередованием участ-
ков интактной легочной ткани и картины экссудатив-
ной и пролиферативной фаз ДАП: интерстициальная 
лимфоцитарная инфильтрация с фиброзом части меж-
альвеолярных перегородок, вирусная трансформация 
и десквамация альвеолоцитов 2-го типа, организующи-

еся массы фибрина в просветах альвеол в сочетании с 
внутриальвеолярным отеком и наличием гиалиновых 
мембран, полнокровием сосудов, явлениями стаза и об-
турирующих фибриновых тромбов (рис. 2 A). В на-
блюдении 4 было обнаружено преобладание картины 
ДВС-синдрома (резкое полнокровие сосудов, крово-
излияния, микротромбы) без явных проявлений ДАП. 

При иммуногистохимическом исследовании в на-
блюдениях 4 и 5 вирус SARS-CoV-2 был выявлен пре-
имущественно в просвете сосудов, в тромбах, а также 
в макрофагах (наблюдение 4) и гиалиновых мембранах 
(наблюдение 5), при этом яркость окрашивания в це-
лом была меньше в сравнении с наблюдениями первой 
группы (1 и 3) (рис. 2 B–D). В одном из образцов во 
второй группе (наблюдение 6) SARS-CoV-2 при ИГХ 
исследовании обнаружен не был, что, по всей вероятно-
сти, можно объяснить меньшей продолжительностью 

Рис. 2.  Морфологические изменения в легких при коинфекции ВИЧ/SARS-CoV-2 при контролируемой ВИЧ-инфекции. 
 A – наблюдение 5. Стаз и полнокровие в сосудах, внутриальвеолярный отек с наличием гиалиновых мембран. Окраска 

гематоксилином и эозином, ×400. B – наблюдение 5. Экспрессия SARS-CoV-2 в капиллярах и гиалиновых мембранах. 
ИГХ, клон Х155, ×400. С – наблюдение 4. Экспрессия SARS-CoV-2 в сосудах. ИГХ, клон Х155, ×400. D – наблюдение 4. 
Экспрессия SARS-CoV-2 в макрофагах. ИГХ, клон Х155, ×400

Fig. 2.  Morphological changes in the lungs with HIV/SARS-CoV-2 coinfection with controlled HIV.
 A – case No. 5. Stasis and plethora in the vessels, pulmonary alveolar edema with the presence of hyaline membranes.  

H&E stain, ×400. B – case No. 5. SARS-CoV-2 expression in the capillaries and hyaline membranes. IHC, clone Х155, ×400. 
C – case No. 4. SARS-CoV-2 expression in the vessels. IHC, clone Х155, ×400. D – case No. 4. SARS-CoV-2 expression in 
the macrophages. IHC, clone Х155, ×400

А B

C D
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заболевания (5 дней), которая не привела к достаточ-
ному для окрашивания уровню вирусной репликации 
в отличие от ПЦР. Сводные результаты гистологиче-
ского и иммуногистохимического исследований пред-
ставлены в таблице 2.

Обсуждение
Принципиальным моментом при интерпретации 

полученных изменений в группах, по нашему мне-
нию, является факт существующего тяжелого имму-
нодефицита и истощения иммунной системы к мо-
менту заболевания COVID-19. В случае его наличия, 
как в группе с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией, 
инфицирование SARS-CoV-2, по всей вероятности, 
выступает триггером прогрессирования оппортуни-
стических заболеваний (в первую очередь пневмо-
цистной пневмонии и цитомегаловирусной инфекции 
с поражением легких) и утяжеления иммунодефицита. 
Этиология диффузного альвеолярного повреждения 
в этой ситуации смешанная, индивидуально могут пре-
валировать патогены-оппортунисты, при этом уровень 

репликации SARS-CoV-2 достаточно высок и пораже-
ние легких обусловлено в большей степени его пря-
мым действием, а не опосредованным (цитокиновый 
шторм). Важно упомянуть, что доказана возможность 
длительной (месяцы) персистенции вируса с периоди-
ческим или постоянным выделением патогена на по-
верхность слизистой оболочки верхних дыхательных 
путей, особенно у пациентов с разными иммунодефи-
цитами [9–12]. За счет каких конкретно механизмов 
реализуется такая длительная персистенция вируса, 
остается неясным. Одни исследователи предполагают 
возможность обратной транскрипции и последующей 
интеграции провируса в геном клеток с сохранением 
репликативного потенциала [13], другие не подтверж-
дают данную теорию [14], однако важно подчеркнуть, 
что эти результаты получены на клеточных культурах, 
in vitro. В наблюдении 3 из нашей выборки, возможно, 
имела место длительная персистенция SARS-CoV-2, 
поскольку анамнестически за 4 месяца до госпитализа-
ции была диагностирована COVID-19, подтвержденная 
ПЦР, при этом IgG и IgM к SARS-CoV-2 не обнару-

Таблица 2 | Table 2 
Морфологические изменения легочной ткани в исследованных образцах | 

Morphological changes in the lung tissue in the studied samples

№ | 
No.

Длительность 
COVID-19, дней | 

COVID-19 duration, days
Гистологически | Histologic Результаты ИГХ |  

IHC results

Пациенты с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией | Patients with newly diagnosed HIV

1 17 Экссудативно-пролиферативная фаза ДАП 
| Exudative-proliferative phase of DAD
ЦМВ + ПЦП | CMV + PCP

+++ SARS-CoV-2 (альвеолоциты, гиалиновые 
мембраны)* | +++ SARS-CoV-2 (alveolar cells, 
hyaline membranes)*
+ ЦМВ | + CMV

2 11 Пролиферативная фаза ДАП | Proliferative 
phase of DAD
ЦМВ + ПЦП | CMV + PCP

+ SARS-CoV-2  
(альвеолоциты)* | + SARS-CoV-2 (alveolar cells)*
+ ЦМВ | + CMV

3 12 Экссудативно-пролиферативная фаза ДАП 
| Exudative-proliferative phase of DAD
ЦМВ + ПЦП | CMV + PCP

+++ SARS-CoV-2 (альвеолоциты, сосуды)* |  
+++ SARS-CoV-2 (alveolar cells, blood vessels)*
+ ЦМВ | + CMV

Пациенты с контролируемой ВИЧ-инфекцией | Patients with controlled HIV infection

4 7 ДВС-синдром | DIC syndrome + SARS-CoV-2 (сосуды, макрофаги)* |  
+ SARS-CoV-2 (blood vessels, macrophages)*

5 10 Экссудативно-пролиферативная фаза ДАП 
| Exudative-proliferative phase of DAD

+ SARS-CoV-2  
(сосуды, гиалиновые.мембраны)* |  
+ SARS-CoV-2 (blood vessels, hyaline membranes)*

6 5 Экссудативная фаза ДАП | Exudative phase 
of DAD

SARS-CoV-2 не обнаружен | SARS-CoV-2 not 
detected

ИГХ – иммуногистохимия, ЦМВ – цитомегаловирус, ПЦП – пневмоцистная пневмония, ДАП – диффузное альвеолярное 
повреждение, +++ – яркое окрашивание, + – умеренно выраженное окрашивание 
*В скобках отмечена локализация положительного ИГХ окрашивания на SARS-CoV-2 | 
IHC – immunohistochemistry, CMV – cytomegalovirus, PCP – pneumocystis pneumonia, DAD – diffuse alveolar damage, DIC – 
disseminated intravascular coagulation, +++ – bright staining, + – moderate staining
*In the parentheses, the location of SARS-CoV-2-positive IHC staining is mentioned



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 13  № 1  2024 11

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

живались, однако достоверно дифференцировать эту 
ситуацию с повторным инфицированием не представ-
ляется возможным, так как недоступно генотипиро-
вание образцов вируса при первичном амбулаторном 
и посмертном исследованиях. 

В случае относительной сохранности иммунного 
статуса на фоне АРТ гистологическая картина раз-
нообразна и сопоставима с морфологическими из-
менениями легких у ВИЧ-негативных пациентов, 
возможны разные сочетания фаз ДАП и похожее рас-
пределение SARS-CoV-2 в ткани легких (в сосудах 
и единичных альвеолоцитах) и, вероятно, сопоставим 
уровень репликации вируса, что отражает интенсив-
ность гистохимических реакций и согласуется с ранее 
опубликованными наблюдениями [15]. Также можно 
отметить наблюдение 4 без выраженного альвеолярно-
го повреждения, с преобладанием в морфологической 
картине признаков ДВС-синдрома, что согласуется 
с ранее опубликованными данными по описанию 
«фенотипов» патологических изменений легочной 
ткани на основании стандартного гистологического 
исследования в сочетании с конфокальной микро-
скопией у ВИЧ-негативных пациентов [16]. По всей 
видимости, при относительной сохранности иммун-
ного статуса наряду с прямым действием SARS-CoV-2 
более вероятна реализация опосредованных вирусом 
реакций, таких как вирусассоциированная коагуло-
патия [17–20].

Безусловно, важно акцентировать внимание на 
том, что полученные данные относятся к периоду до 
широкой циркуляции омикрона и его субвариантов, 
что, как известно, изменило структуру заболеваемости 
и смертности от COVID-19 в сторону более легкого 
клинического течения и уменьшения числа осложне-
ний, главным образом в связи с большей тропностью 
вируса к эпителию верхних дыхательных путей. Вместе 
с тем наш авторский коллектив считает, что настоящая 
работа является ярким примером междисциплинарно-
го подхода и анализа с использованием современных 
 диагностических методов, что важно как для практи-
ческих аспектов медицинской практики, так и для по-
нимания эволюции и адаптации нового представителя 
семейства коронавирусов в популяции. 

Заключение
В нашем исследовании предпринята попытка де-

тального описания спектра морфологических измене-
ний легочной ткани у ВИЧ/SARS-CoV-2 коинфициро-
ванных пациентов при разном уровне выраженности 
иммунодефицита с использованием современных 
методик, включая иммуногистохимическое исследо-
вание. Применение ИГХ окрашивания позволило ло-
кализовать присутствие SARS-CoV-2 в ткани легких 
коинфицированных, что, по нашему мнению, важно 
для понимания особенностей течения этих заболе-
ваний. Клинико-иммунологическая неоднородность 
общей группы при ВИЧ/SARS-CoV-2 коинфекции, за-

кончившейся летальным исходом, находит отражение 
в патоморфологических изменениях легких. Так, по-
ражение легких при глубоком ВИЧ-ассоциированном 
иммунодефиците определяется совокупностью дей-
ствия коронавируса и патогенов-оппортунистов, а при 
контролируемой ВИЧ-инфекции и относительно со-
хранном иммунном статусе (CD4+ более 200 кл/мкл) 
морфологическая картина сопоставима с изменениями 
легких у ВИЧ-негативных пациентов. 
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Клинико-морфологические особенности патологии миокарда 
и тромботической микроангиопатии у пациентов с COVID-19
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Резюме. Введение. Патологические изменения в миокарде и признаки тромботической микроангиопа-
тии (ТМА) при COVID-19 и сегодня остаются актуальной и малоизученной проблемой. Клинически 
диагностированный миокардит не всегда подтверждался на аутопсии. Целью настоящего исследования 
является комплексная оценка клинических и патоморфологических изменений в миокарде и ТМА 
у пациентов с COVID-19 во время четвертой инфекционной вспышки. 
Материалы и методы. Проанализированы клинические и патологоанатомические данные 11 паци-
ентов с COVID-19 с диагностированным миокардитом по результатам Эхо-КГ и ЭКГ: в семи случаях 
оценивались клинические показатели, а в пяти – проведено комплексное клинико-морфологическое 
аутопсийное исследование. Также проанализированы данные коагулограммы и количества тромбо-
цитов для оценки ТМА. 
Результаты. При патологоанатомическом исследовании аутопсийного материала выявлена гипер-
трофия кардиомиоцитов с признаками миоцитолизиса. Гистохимическим окрашиванием по Маллори 
и по Ли, иммуногистохимическими (ИГХ) реакциями с антителами к CD3, CD4, CD8, CD20, CD45 
и CD68, а также подсчетом лимфоцитов был подтвержден миокардит с лимфоцитарной инфильтра-
цией в строме миокарда с единичными полиморфноядерными лейкоцитами, наличием фиброзной 
ткани и присутствием поврежденных кардиомиоцитов. 
Заключение. Золотым стандартом для объективной диагностики истинного миокардита являются 
магнитно-резонансная томография (МРТ) с применением контраста и эндомиокардиальная биопсия 
с ИГХ. Полученные нами морфологические данные в сопоставлении с клиническими показателя-
ми могут быть полезными как для прижизненной, так и постмортальной диагностики миокардита 
и тромботической микроангиопатии.
Ключевые слова: миокардит, новая коронавирусная инфекция, SARS-CoV-2, COVID-19, тромбо-
тическая микроангиопатия, патоморфология, ИГХ, ПЦР
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Clinical and morphological features of myocarditis pathology 
and thrombotic microangiopathy in COVID-19 patients
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Abstract. Introduction. Clinical and morphological aspects of myocardial pathology and thrombotic 
microangiopathy (TMA) in COVID-19 were studied a little due to the tense epidemiological situation 
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Введение
Миокардит – это воспалительное заболевание сер-

дечной мышцы неишемического характера инфекци-
онной или аутоиммунной природы с повреждением 
кардиомиоцитов с клиническими проявлениями от 
бессимптомного течения вплоть до жизнеугрожающих 
нарушений ритма и внезапной сердечной смерти [1–4]. 
Прижизненное патоморфологическое исследование 
миокарда для подтверждения миокардита, согласно 
международным критериям Далласа, рекомендациям 
Европейского общества кардиологов, выполняется 
с соответствующей панелью антител и дополнитель-
ных методов окрашивания для выявления в миокарде 
на площади 1 мм2 не менее 7 CD3+ лимфоцитов и не 
менее 14 CD45+ лейкоцитов, а также наличия фиброза 
и повреждения кардиомиоцитов [1].

Целью настоящего исследования явилась патомор-
фологическая диагностика изменений миокарда в со-
поставлении с клиническими данными, а также оценка 
развития тромботической микроангиопатии (ТМА) при 
новой коронавирусной инфекции.

Материалы и методы
Проанализированы данные клинических и па-

тологоанатомических исследований 11 пациентов 
с COVID-19, подтвержденной методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени, 
и с клинически диагностированным миокардитом по 
результатам Эхо-КГ и ЭКГ, а также данные коагуло-
грамм для оценки развития тромботической микроан-
гиопатии и синдрома диссеминированного внутрисо-

судистого свертывания (ДВС-синдром), предложенной 
Международным обществом по изучению тромбоза 
и гемостаза [5]. Все госпитализированные пациенты 
подписывали форму добровольного информированно-
го согласия, а патологоанатомические вскрытия про-
водились в соответствии с приказом Министерства 
здравоохранения Российской Федерации № 354н от 
06.06.2013  «О порядке проведения патологоанатоми-
ческих вскрытий».

Прижизненно миокардит был диагностирован у па-
циентов, госпитализированных в инфекционные от-
деления Университетской клинической больницы № 4 
Первого МГМУ им. И.М. Сеченова. Первую группу 
исследования составили семь пациентов (мужчины/
женщины – 3:4) (средний возраст – 64,9±12,16 года, ди-
апазон от 45 до 92 лет), три из которых скончались в ре-
зультате прогрессирования осложнений, развившихся 
в результате новой коронавирусной инфекции в период 
с июля по ноябрь 2021 года. Длительность госпитали-
зации в первой группе в среднем составила 12,9 суток 
(диапазон 3–16 дней), а продолжительность болез-
ни колебалась от 11 до 52 дней (средняя – 22,6 дня). 
Вторую группу составили пять аутопсийных случаев 
с клинически диагностированным миокардитом (муж-
чины/женщины – 1:4, средний возраст 74,4±18,54 года, 
диапазон от 45 лет до 91 года). Постмортальные иссле-
дования умерших в результате осложнений COVID-19 
проводились в период с июня по август 2021 года. 
Длительность госпитализации до летального исхода 
составила от 1 до 11 суток (в среднем 3,8 дня), период 
персистенции вируса по данным ПЦР – 6±3,3 суток. 

in the СOVID-19 pandemic. The aim of the study was to give a comprehensive assessment of clinical and 
morphological pathological features of the myocardium in patients with COVID-19 in the fourth wave of 
the infection.
Materials and methods. We analyzed clinical and morphological data in 11 patients with clinically diagnosed 
myocarditis according to the echocardiography and electrocardiography (ECG) findings. In 7 cases, we 
evaluated antemortem clinical results, and in 5 cases, we performed a complex clinical and morphological 
autopsy study. We also assessed TMA using coagulogram results and platelet count data. 
Results. Pathological evaluation revealed cardiomyocyte hypertrophy with myocytolysis. Using histochemi-
cal methods (Mallory and Lee stains) and IHC assays with antibodies to CD3, CD4, CD8, CD20, CD45, 
and CD68 we confirmed the lymphocytic infiltrate in the myocardial stroma with single leukocytes, fibrosis 
foci, and damaged cardiomyocytes. 
Conclusion. MRI with contrast and endomyocardial biopsy (EMB) with IHC assay are the gold standard to 
diagnose myocarditis. The obtained data enable us to assess clinical and laboratory diagnosis of myocarditis 
and TMA more thoroughly as well as modify treatment.
Keywords: myocarditis, coronavirus infection, SARS-CoV-2, COVID-19, thrombotic microangiopathy, 
pathomorphology, IHC, PCR
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Для патоморфологических исследований, проводив-
шихся в патологоанатомическом отделении ГКБ № 52, 
в пяти аутопсийных случаях из 12 брали фрагменты 
миокарда, фиксировали в забуференном 10% растворе 
формалина, заливали в парафин, изготавливали срезы 
толщиной 3 мкм с последующим окрашиванием гема-
токсилином и эозином, с гистохимическим окраши-
ванием по Маллори и Ли. ИГХ исследование выпол-
нялось с антителами к CD3 (поликлональные), CD4 
(клон SP35), CD8 (клон SP57), CD20 (клон L26), CD45 
(клон MB1) и CD68 (клон KP-1) (Leica Biosystems, Гер-
мания), а также с антителами к S-белку SARS-CoV-2 
(клон HL257) (GeneTex, США) для выявления вируса 
в миокарде. 

Результаты
Клинико­лабораторный анализ патологии миокарда 
и тромботической микроангиопатии при COVID­19

В первой группе исследования у всех пациентов 
на момент госпитализации были жалобы на слабость, 
непродуктивный кашель, субфебрильную или феб-
рильную температуру тела, потерю обоняния, озноб 
и одышку при минимальной физической нагрузке. 
Всем пациентам делали ЭКГ (табл. 1) и выполняли 
Эхо-КГ во время нахождения в инфекционном стаци-
онаре (табл. 2, рис. 1 А, В). При анализе 10 критериев 
ЭКГ и Эхо-КГ, согласно которым можно клинически 
подтвердить миокардит, у пациента № 1 – 4/10 (40% 
вероятность наличия миокардита), № 2 – 4/10 (40%), 
№ 3 – 8/10 (80%), № 4 – 5/10 (50%), № 5 – 6/10 (60%), 
№ 6 – 5/10 (50%), № 7 – 3/10 (30%).

Одним из смертельных осложнений новой корона-
вирусной инфекции, согласно данным зарубежных кол-
лег, стало развитие ТМА, в связи с чем у этой группы 
пациентов нами были оценены коагулограммы и коли-
чество тромбоцитов (табл. 3). 

Так как ТМА может осложниться ДВС-синдромом, 
мы произвели балльную оценку риска его развития, 
предложенную Международным обществом по изуче-
нию тромбоза и гемостаза (табл. 4).

Таблица 1 | Table 1
Данные ЭКГ у пациентов с COVID-19 | ECG findings in patients with COVID-19

Критерий | Data
№ пациента | Patient No.

1 2 3 4 5 6 7

Электрическая ось сердца | 
Electrical cardiac axis

Нормальная |  
Normal

Отклонена 
влево | 
Left axis 
deviation

Отклонена 
влево | 
Left axis 
deviation

Нормальная | 
Normal

Отклонена 
влево | 
Left axis 
deviation

Нормальная |  
Normal

Нормальная |  
Normal

Интервал QT (сек.) / интервал 
корригированного QT (мс)  
Референсные значения (РЗ) 
<0,42 | QT interval (sec.) / 
corrected QT interval (msec.)
Reference value (RV) <0.42

0,40–0,46 0,4–0,46 0,32–0,46 0,38–0,44/
0,46–0,5

0,28–0,3 0,34–0,4 0,32–0,48

Отрицательный зубец T |  
Inverted T wave

+ + + +

Желудочковые экстрасистолы 
(ЖЭ) | Premature ventricular 
contraction (PVC)

+ + +

Рис. 1.  Фрагмент записи Эхо-КГ. 
 А – плевральный выпот с наложениями фибрина 

(пациент № 3). В – перикардиальный выпот, 
повышение эхогенности миокарда (пациент № 4) 

Fig. 1.  Echocardiography image.
 А – pleural effusion with deposits of fibrin (patient No. 3). 

В – pericardial effusion (patient No. 4) 

А B



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 13  № 1  2024 17

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Таблица 2 | Table 2
Функциональные изменения сердца у пациентов с COVID-19 по данным Эхо-КГ | 

Echocardiography functional changes in patients with COVID-19 

Критерий | Data
№ пациента | Patient No.

1 2 3 4 5 6 7

Дилатация камер сердца | Dilated chambers of the heart + +
Фракция выброса левого желудочка (%) | Left ventricular  
ejection fraction (LVEF) (%)
РЗ | RV >55

60–62 59 15–35 58–60 26–30 38–58 57–63

Митральная регургитация | Mitral regurgitation + + + + + + +
Нарушения сократимости левого желудочка | Affected left 
ventricular contraction

+ + +

Сепарация листков перикарда | Separated pericardial layers + + +

Таблица 3 | Table 3
Данные коагулограмм и количество тромбоцитов | Coagulation profile and platelet count data

Проба | Test
№ пациента | Patient No. Референсное 

значение | 
Reference value1 2 3 4 5 6 7

МНО (отн. ед.) | INR (RU) 1,05 0,95 1,31 1,31 1,81 1,47 0,91 1,15–0,87
АЧТВ (сек.) | APPT (sec.) 51,9 37,3 41,2 37,5 95,5 61,4 56,7 25,1–36,5
Протромбиновый индекс (%) | Prothrombin time ratio (%) 102 85 59 59 38 68 93 95–105
D-димер (мкг FEU/мл) | D-dimer (mkg FEU/ml) 1,14 0,43 4,67 1,83 2,08 11,28 4,96 <0,5
Фибриноген (г/л) | Fibrinogen (g/l) – – 7,02 1,13 7,99 4,58 6–83 2–4
Тромбоциты (×109/л) | Platelets (×109/l) 261 108 80 34 159 140 110 180–320

МНО – международное нормализованное отношение, отн. ед. – относительные единицы, АЧТВ – активированное частичное 
тромбопластиновое время
INR – international normalized ratio, RU – relative unit, APPT – activated partial thromboplastin time

Таблица 4 | Table 4
Оценка развития ДВС-синдрома в исследуемой группе |  

Assessment of the disseminated intravascular coagulation (DIC) syndrome development in the studied group

№ пациента | 
Patient No. Результаты лабораторных исследований | Laboratory test results Сумма баллов | 

Total score

1 Тромбоциты >100 × 109/л = 0 баллов | Platelets >100 × 109/l = 0 points
Повышение факторов, связанных с продукцией фибрина, отсутствует = 0 баллов |  
No increased factors associated with fibrin production = 0 points
Фибриноген – нет данных | Fibrinogen – no data

2

2 Тромбоциты >100 × 109/л = 0 баллов | Platelets >100 × 109/l = 0 points
Повышение факторов, связанных с продукцией фибрина, отсутствует = 0 баллов |  
No increased factors associated with fibrin production = 0 points
Фибриноген – нет данных | Fibrinogen – no data

0

3 Тромбоциты <100 × 109/л = 1 балл | Platelets <100 × 109/l = 1 point
Повышение факторов, связанных с продукцией фибрина, – значительно повышены = 3 балла | 
Increased factors associated with fibrin production – significantly elevated = 3 points
Фибриноген ≤10 г/л = 1 балл | Fibrinogen ≤10 g/l = 1 point

5

4 Тромбоциты <50 × 109/л = 2 балла | Platelets <50 × 109/l = 2 points
Повышение факторов, связанных с продукцией фибрина, – умеренно повышены = 2 балла | 
Increased factors associated with fibrin production – moderately increased = 2 points
Фибриноген ≤10 г/л = 1 балл | Fibrinogen ≤10 g/l = 1 point

5

5 Тромбоциты >100 × 109/л = 0 баллов | Platelets >100 × 109/l = 0 points
Повышение факторов, связанных с продукцией фибрина, – значительно повышены = 3 балла | 
Increased factors associated with fibrin production – significantly increased = 3 points
Фибриноген ≤10 г/л = 1 балл | Fibrinogen ≤10 g/l = 1 point

4
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Патоморфологические особенности миокарда  
и тромботической микроангиопатии кровеносных 
сосудов в остром периоде COVID­19

Далее проанализированы аутопсийные случаи 
с клинически диагностированным миокардитом в пяти 
наблюдениях (один мужчина – наблюдение Д и четы-
ре женщины – наблюдения А–Г). Наблюдение А соот-
ветствует пациенту №5, клинические данные которого 
приведены выше и который послужит связующим зве-
ном характеристики клинико-лабораторных и данных 
аутопсийного исследования. 

Макроскопически размеры и масса сердца в сред-
нем составили 10,7×12×5,14 см и 358,8±60 г, соответ-
ственно. Полости сердца были расширены во всех на-
блюдениях. Плотность миокарда у разных пациентов 
варьировала от дряблой до плотной, а цвет – от бледно-
коричневого до желтовато-красного. В четырех из пяти 

случаев были описаны диффузные прослойки серова-
той ткани и неравномерные участки кровенаполнения, 
в пятом – постинфарктный кардиосклероз. 

При патоморфологическом исследовании миокарда 
отмечены гипертрофия кардиомиоцитов с перинукле-
арными отложениями гранул липофусцина, диссоциа-
ция кардиомиоцитов, очаги исчезновения поперечной 
исчерченности в кардиомиоцитах и участки гиперэози-
нофилии цитоплазмы с очаговой мононуклеарной 
инфильтрацией стромы с единичными лейкоцитами 
(рис. 2 А, B). При гистохимическом окрашивании по 
Маллори выявлены множественные разрастания фиб-
розной ткани (рис. 3 А), а при гистохимическом окра-
шивании по Ли найдены контрактурные повреждения 
кардиомиоцитов (рис. 3 B). Кроме того, наблюдались 
умеренный интерстициальный отек стромы с очаговы-
ми кровоизлияниями, фиброэластоз стенок кровенос-

Таблица 4 (окончание) | Тable 4 (end)
№ пациента | 

Patient No. Данные | Laboratory test results Сумма баллов | 
Total score

6 Тромбоциты >100 × 109/л = 0 баллов | Platelets >100 × 109/l = 0 points
Повышение факторов, связанных с продукцией фибрина, – значительно повышены = 3 балла | 
Increased factors associated with fibrin production – significantly increased = 3 points
Фибриноген ≤10 г/л = 1 балл | Fibrinogen ≤10 g/l = 1 point

4

7 Тромбоциты >100 × 109/л = 0 баллов | Platelets >100 × 109/l = 0 points
Повышение факторов, связанных с продукцией фибрина, – значительно повышены = 3 балла | 
Increased factors associated with fibrin production – significantly increased = 3 points
Фибриноген ≤10 г/л = 1 балл | Fibrinogen ≤10 g/l = 1 point

4

Примечание. Мы не считали баллы протромбинового времени, так как у нас имелись данные только протромбинового индекса. 
Интерпретация суммы баллов развития ДВС-синдрома: ≥5 баллов – диагноз достоверен, <5 баллов – диагноз предполагаемый
Note. We did not count prothrombin time scores because we had only prothrombin index data. The interpretation of the total score  
for the DIC syndrome development: the diagnosis is reliable (≥5 points) and the diagnosis is presumptive (<5 points)

Рис. 2. Патоморфологическая характеристика миокарда. 
 А – гипертрофия кардиомиоцитов с очаговой мононуклеарной инфильтрацией отечной стромы, единичные 

контрактурные повреждения кардиомиоцитов. В – единичные контрактурные повреждения кардиомиоцитов, отек 
стромы миокарда, мононуклеарные клетки в строме. Окраска гематоксилином и эозином. А ×200, В ×400 

Fig. 2.  Pathology of the myocardium.
 А – cardiomyocyte hypertrophy with focal mononuclear infiltration of the edematous stroma, single hypercontraction bands.  

В – single hypercontraction bands, mononuclear cells in stroma, H&E stain. А ×200, В ×400

А B
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ных сосудов с их полнокровием. В одном наблюдении 
обнаружен микроабсцесс с наличием в гнойном экс-
судате мицелия гриба. 

Интерстициальный миокардит при патоморфоло-
гическом исследовании был диагностирован в трех из 
пяти наблюдений. Заболевание подтверждено после-

дующим ИГХ исследованием с соответствующей па-
нелью антител, согласно рекомендациям Европейского 
общества кардиологов для диагностики миокардита. 

При проведении ИГХ исследования с панелью 
антител были получены следующие данные (табл. 5,  
рис. 4).

Рис. 3.  Патоморфологическая характеристика миокарда.
 А – очаги фиброзной ткани в миокарде. Окраска по Маллори. ×100. В – контрактурные повреждения кардиомиоцитов 

(окрашенны в красный цвет). Окраска по Ли. ×200
Fig. 3.  Pathology of the myocardium.
 А – fibrotic foci in the myocardium. Mallory’s trichrome stain. ×100. В – hypercontracted lesions in cardiomyocytes 

(red staining). Lie staining. ×200

А B

Таблица 5 | Table 5
Анализ результатов ИГХ реакции в миокарде умерших от COVID-19 пациентов | 

Myocardium IHC assays results in patients with COVID-19 

Признаки | Features
Наблюдение | Case

А Б В Г Д

Перицеллюлярные разрастания фиброзной ткани | Pericellular growth  
of fibrous tissues

+ + + + –

Исчезновение поперечной исчерченности | Loss of striation – + + + +

Лимфоцитарная инфильтрация стромы* | Stromal lymphocytic infiltration* – ++ ++ ++ +

CD3+ Т-лимфоциты, >7 клеток на 1 мм2 | CD3+ T lymphocytes, >7 cells  
per 1 mm2

– + + + +/–

CD4+ Т-лимфоциты | CD4+ T lymphocytes – +/– + + +

CD8+ Т-лимфоциты | CD8+ T lymphocytes – +/– + – +

CD20+ В-лимфоциты | CD20+ T lymphocytes – – – – –

CD45+ панлейкоциты, >14 клеток на 1 мм2 | CD45+ pan-leukocytes, >14 cells  
per 1 mm2

– + + + +

CD68+ макрофаги | CD68+ macrophages – + + + +

Микроабсцесс с наличием в гнойном экссудате мицелия гриба | Microabscess 
with fungal mycelium in the exudate – – – – +

* + – очаговая инфильтрация | focal infiltration
++ – диффузная инфильтрация | diffuse infiltration
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Рис. 4.  Клеточный состав воспалительного инфильтрата миокарда.
 A – CD3+ лимфоциты, B – CD4+ лимфоциты, C – CD8+ лимфоциты, D – CD45+ лейкоциты, E – CD68+ макрофаги,  

F – CD20+ лимфоциты. ИГХ реакция. ×200
Fig. 4. Cell composition of the myocardial inflammatory infiltrate.
 A – CD3+ lymphocytes, B – CD4+ lymphocytes, C – CD8+ lymphocytes, D – CD45+ lymphocytes, E – CD68+ macrophages, 

F – CD20+ lymphocytes. IHC assay. ×200

А

C

E

B

D

F
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Обсуждение
Наряду с патологией верхних дыхательных пу-

тей в остром периоде заболевания [6–8] у пациентов 
с новой коронавирусной инфекцией диагностируется 
достаточно широкий спектр заболеваний сердечно-со-
судистой системы, в том числе миокардит [9–14].

Анализ данных ЭКГ показывает, что у каждого 
госпитализированного пациента с клинически под-
твержденной новой коронавирусной инфекцией есть 
как минимум два из пяти критериев, соответствующих 
наличию миокардита. Сепарация листков перикарда 
может свидетельствовать о развитии миоперикардита. 
Описанные нами изменения Эхо-КГ совпадают с дан-
ными P.T. Kariyanna et al., которые выявили участки 
гипокинеза с нормальной или гипердинамической 
сократимостью стенок левого желудочка и умеренно 
сниженной фракцией выброса, а также дилатацию по-
лостей сердца во время пандемии COVID-19 [15]. 

Согласно исследованию J.T. Merrill et al., тромбо-
тический синдром в данном случае может быть SARS-
CoV-2 комплемент-опосредованной ТМА с цитокино-
вым штормом либо без него [16]. Данные о повышении 
фибриногена подтверждают гиперкоагуляционное 
состояние. Мы не располагали данными о протром-
биновом времени у всех пациентов и о концентрации 
фибриногена – в наблюдениях № 1 и № 2. Исходя из 
результатов балльной оценки развития ДВС-синдрома, 
предложенной Международным обществом по изуче-
нию тромбоза и гемостаза [5] (табл. 4), и других пока-
зателей коагулограммы, а именно АЧТВ (удлиненного 
во всех случаях), мы не можем исключить вероятность 
того, что все пациенты находились в группе риска раз-
вития острой ТМА, а у пациентов № 3 и № 4 смогла раз-
виться острая ТМА. Полученные данные можно рас-
ценить как гиперкоагуляционную фазу ДВС-синдрома, 
но удлинение АЧТВ свидетельствует о ее переходе 
в фибринолитическую [17].

Как правило, миокардит гипердиагностируется на 
клиническом этапе, что и подтвердилось в нашей ра-
боте. На аутопсии наблюдения А (пациент № 5) с при-
жизненно диагностированным миокардитом с по-
следующим комплексным патологоанатомическим 
исследованием данные за миокардит не получены. 

При проведении патоморфологического и ИГХ 
исследований, согласно критериям Далласа и Евро-
пейского общества кардиологов, были получены ре-
зультаты, подтверждающие миокардит в трех из пяти 
наблюдений. Необходимо принять во внимание, что 
наличие положительной реакции CD45+ следует рас-
ценивать как пролиферацию иммунных клеток, так 
как высокая экспрессия CD45+ на поверхности клеток 
характерна для зрелых лимфоцитов. Так, у группы па-
циентов в остром периоде заболевания определяется 
положительная реакция с маркерами CD8+ и CD45+ 
лимфоцитами, что отражает наличие цитотоксических 
Т-лимфоцитов, одной из функций которых является 
элиминация инфицированных вирусных клеток путем 

экспрессии гранзима А и лиганда FAS [16]. В четы-
рех случаях была положительная реакция с маркерами 
CD4 и CD45, которая свидетельствует об усилении 
иммунного ответа и играющего ключевую роль в акти-
вации главного комплекса гистосовместимости II типа. 
Положительное окрашивание с маркером CD68, сви-
детельствующее о наличии макрофагов, которые 
были распределены в интерстициальном простран-
стве диффузно вблизи мелких кровеносных сосудов, 
можно расценить как реакцию на некроз кардиомио-
цитов [18]. В одном наблюдении мононуклеарная 
инфильтрация обусловлена наличием мицелия гриба 
в миокарде, являющимся проявлением микотического 
сепсиса. В другом наблюдении ИГХ окрашивание с па-
нелью антител было отрицательным. При проведении 
ИГХ исследования маркеров CD20+ (В-лимфоциты) 
и S-белка SARS-CoV-2 реакция отсутствовала во всех 
наблюдениях.

При анализе данных коагулограммы и микроско-
пического исследования аутопсийного материала не 
возникает разногласий о совпадении интерпретации 
коагулограммы с изменениями, свидетельствующими 
о 3-й (гипокоагуляция с генерализованной активаци-
ей фибринолиза) и 4-й (полное несвертывание крови) 
стадиях ДВС-синдрома [19]. Во всех наблюдениях при 
микроскопическом исследовании миокарда в просветах 
ветвей венечных артерий микротромбы не выявлены: 
сосуды были паретически расширены, просветы либо 
полнокровны, либо пусты.

Частота миокардита (воспалительной кардиомио-
патии, обусловленной персистенцией вируса SARS-
CoV-2 в макроорганизме, при положительном резуль-
тате ПЦР исследования), по данным наших коллег, 
составляет 10–18,5%, при условии, что изменения 
миокарда являлись находками при аутопсии, в то вре-
мя как при клинически диагностированном миокар-
дите частота подтверждения клинического диагноза 
патологоанатомическим исследованием с применением 
гистохимического окрашивания и ИГХ в нашей рабо-
те составила 60%. Стоит отметить, что столь большой 
процент миокардита обусловлен малой выборкой. Для 
более точного понимания развития данной патологии 
у инфицированных вирусом SARS-CoV-2 пациентов 
необходим анализ большей когорты.

Заключение
По результатам клинико-лабораторных и патолого-

анатомических сопоставлений показано, что резуль-
таты ЭКГ и Эхо-КГ без морфологических данных не 
всегда объективно свидетельствуют о наличии мио-
кардита у пациентов с COVID-19. Для подтверждения 
диагноза «миокардит» необходимо проводить МРТ 
с применением контраста гадолиния и морфологиче-
ское (прижизненное или посмертное) исследование, 
дополненное иммуногистохимическим исследованием 
тканей фрагментов материала, согласно международ-
ным критериям Далласа, рекомендациям Европейско-
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го общества кардиологов. Полученные нами данные 
продемонстрировали клинико-морфологические про-
явления миокардита у пациентов, инфицированных 
вирусом SARS-CoV-2. Предметом последующих ис-
следований является раскрытие механизмов повреж-
дения миокарда при новой коронавирусной инфекции 
(SARS-CoV-2), так как нет достоверных данных о 
повреждении миокарда, обусловленном прямым дей-
ствием вирусных частиц на кардиомиоциты, либо об 
опосредованном повреждении в результате развития 
цитокинового шторма. 
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Роль вируса папилломы человека в развитии  
эпителиальных опухолей молочной железы
А.В. Лагурева1,2, Н.Г. Плехова1, А.А. Цибулина1,  
Ю.И. Гаман1, А.А. Семенова1,3, В.И. Апанасевич1

1  ФГБОУ ВО Тихоокеанский государственный медицинский университет Минздрава России, Владивосток, Россия
2  ГБУЗ Приморский краевой онкологический диспансер, Владивосток, Россия
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Резюме. Введение. Этиологическим фактором развития гиперпластических процессов в эпителии 
молочной железы с формированием доброкачественной и злокачественной опухоли считают вирус-
ную инфекцию. Вирус папилломы человека (ВПЧ) называют предполагаемой причиной развития 
рака молочной железы. Цель исследования – определить наличие белков E6 и L1 ВПЧ высокого 
онкогенного риска в опухолевых тканях молочной железы при доброкачественных и злокачествен-
ных процессах.
Материалы и методы. Выполнен ретроспективный анализ историй болезни 608 пациенток, опери-
рованных по поводу внутрипротоковой папилломы (n=304) и по поводу других доброкачественных 
новообразований молочной железы (n=304), на сопряженность с последующим развитием рака мо-
лочной железы. Проведено иммуногистохимическое исследование на наличие белков раннего E6 ВПЧ 
типов 16, 18 и позднего L1 ВПЧ типов 1, 6, 11, 16, 18, 31 и показателя пролиферации Ki-67 в тканях 
доброкачественных и злокачественных эпителиальных опухолей молочной железы. 
Результаты. Установлено повышение риска развития рака молочной железы в 2,3 раза для пациенток 
с внутрипротоковой папилломой в анамнезе. Большинство образцов с позитивной реакцией на бе-
лок Е6 обнаружено в группе опухолей с наличием структур внутрипротоковой папилломы, реакция на 
белок L1 отмечалась примерно в равном числе образцов во всех группах доброкачественных опухолей. 
Определена прямая умеренная корреляция между показателями синтеза белков Ki-67 и L1 (R=0,54; 
p=0,0057) при внутрипротоковой папилломе, указывающая на продуктивную инфекцию и возможное 
участие белка L1 в пролиферации эпителия данного типа опухолей. В образцах злокачественных 
новообразований и при доброкачественной пролиферации установлена слабая корреляция (R=0,47; 
p=0,0172) между Ki-67 и показателями E6, L1, что, вероятно, связано с отсутствием продуктивной 
инфекции в этих типах тканей.
Заключение. Исследование показало возможное участие белков E6, L1 вируса папилломы человека 
в развитии пролиферативных процессов в молочной железе. Внутрипротоковая папиллома в анам-
незе пациенток повышает риск развития рака молочной железы. Изучение синтеза белков E6 и L1 
в комплексе позволяет уточнить стадию жизненного цикла вируса папилломы человека, а сопряжение 
этих значений с показателем Ki-67 дает информацию о возможном риске прогрессирования добро-
качественного процесса в злокачественный.
Ключевые слова: опухоль молочной железы, рак молочной железы, онковирусы, вирус папилломы 
человека (ВПЧ), внутрипротоковая папиллома
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Введение
При злокачественных новообразованиях (ЗНО) 

молочной железы поражаются эпителиальные клетки 
протоков или долек [1, 2]. Согласно клиническим реко-
мендациям «Рак молочной железы» (2021), среди про-
лиферативных образований молочной железы выделя-
ют доброкачественные эпителиальные пролиферации, 
папиллярные опухоли, неинвазивные и инвазивные 
карциномы. Пролиферативные поражения, в особен-
ности атипическая протоковая гиперплазия, повышают 
риск развития ЗНО примерно на 1% в течение каждого 
года после постановки диагноза [3]. Такой тип пораже-
ния обнаруживают при фиброаденомах, фиброаденома-
тозах с наличием внутрипротоковых папиллом и скле-
розирующих аденозах, где пролиферация затрагивает 

эпителиальные и миоэпителиальные клетки. Считаясь 
доброкачественным поражением, атипическая гипер-
плазия тем не менее рассматривается как заболевание, 
склонное к рецидивам и имеющее повышенный риск 
малигнизации [4]. 

Дисгормональные нарушения считаются причи-
нами развития гиперпластических процессов в мо-
лочной железе, до 44% биопсий имеет положитель-
ный рецепторный статус к эстрогенам. В качестве 
триггеров малигнизации клеток также рассматри-
вают онкогенные вирусы, тропные эпителиальным 
клеткам, – вирусы папилломы человека (ВПЧ) [5]. 
Установлено более 200 генотипов ВПЧ, сопрово-
ждающих развитие доброкачественных и злокаче-
ственных поражений. Доказано, что ВПЧ высокого 

The role of human papillomavirus in the epithelial breast  
tumor formation
A.V. Lagureva1,2, N.G. Plekhova1, A.A. Tsibulina1, Yu.I. Gaman1, A.A. Semenova1,3, V.I. Apanasevich1
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Abstract. Introduction. Viral infection is considered an etiological factor for the development of hyperplastic 
processes in the breast epithelium leading to the formation of benign and malignant tumors. Human papil-
lomavirus (HPV) is suspected to cause breast cancer. The aim of the study was to determine the presence 
of proteins E6 and L1 in breast tumor tissues in benign and malignant lesions, since they are considered to 
be highly oncogenic in HPV. 
Materials and methods. We conducted a retrospective analysis of 608 medical records of patients operated on 
intraductal papilloma (n=304) and other benign breast tumors to determine their association with subsequent 
breast cancer development. An immunohistochemical study was carried out to determine the presence of 
proteins of early E6 HPV types 16 and18; late L1 HPV types 1, 6, 11, 16, 18, and 31; and the proliferation 
Ki-67 in the tissues of benign and malignant epithelial breast tumors. 
Results. The patients with a history of intraductal papilloma were found to have a 2.3-fold increased risk of 
developing breast cancer. The majority of samples with a positive reaction to the E6 protein were detected 
in the group of tumors with the intraductal papilloma structures; the reaction to L1 protein was observed in 
approximately equal numbers of samples in all groups of benign tumors. A direct moderate correlation was 
determined between the parameters of protein synthesis Ki-67 and L1 (R=0.54; p=0.0057) in intraductal 
papilloma, indicating a productive infection and possible participation of the L1 protein in the epithelial 
proliferation of benign tumors. In cancer samples and benign proliferation, we determined a weak correla-
tion (R=0.47; p=0.0172) between Ki-67 and E6 and L1 parameters, which is likely to be explained by the 
absence of productive infection in both benign and malignant tumors of the breast.
Conclusion. The study showed possible participation of HPV proteins E6 and L1 in the development of 
proliferative processes in the breast. A history of intraductal papilloma increases the risk of developing breast 
cancer. Studying the synthesis of proteins E6 and L1 combined makes it possible to determine the stage of 
the life cycle of HPV. Pairing these values with the Ki-67 index provides information about possible risks 
of a benign lesion development into a malignant one.
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онкогенного риска типов 16, 18 и 31 инициируют 
развитие рака шейки матки, исследованы молекуляр-
ные механизмы трансформации белка p53 с участи-
ем вирусных белков E6/E7 в клетках этой опухоли 
[6, 7]. Приведены сведения, что в 86% случаев рака 
молочной железы (РМЖ) в опухолевой ткани опре-
деляется ДНК ВПЧ, в доброкачественных поражени-
ях – до 74%, в нормальных тканях молочной желе-
зы – до 30% [1, 2]. При РМЖ определены типы ВПЧ 
(6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 45 и 52), из которых чаще 
встречаются тип 16 (от 13 до 66% случаев) и тип 18 
(от 20 до 55% случаев) [8, 9]. Показано, что белки  
E6/E7 ВПЧ выявлены в ткани опухоли у пациенток 
с РМЖ в 24–76% наблюдений, и приведены доказа-
тельства участия этих белков в малигнизации клеток 
на модели in vitro, что указывает на функциональную 
значимость вируса в развитии опухоли [10]. Так, бел-
ки E6/E7 усиливают клеточную пролиферацию, на-
рушая регуляцию генов BRCA­1, TP53 и активность 
рецепторов к эпидермальному фактору роста 2-го 
типа HER2 [11]. Показано, что у пациенток выяв-
лялся одинаковый тип ВПЧ как при доброкачествен-
ном опухолевом процессе, так и при последующем 
РМЖ [12]. Таким образом, ВПЧ вполне оправданно 
может рассматриваться в качестве этиологическо-
го фактора, вызывающего пролиферацию эпителия 
молочной железы и последующее развитие доброка-
чественной или злокачественной опухоли. С учетом 
изложенного выше целью нашего исследования стало 
определение наличия белков E6 и L1 ВПЧ в опухоле-
вых тканях молочной железы.

Материалы и методы
Выполнен анализ сопряженности наличия внутри-

протоковой папилломы молочной железы в анамнезе 
и развившегося впоследствии РМЖ у 608 пациенток 
(возраст от 22 до 82 лет) с пролиферативным пораже-
нием молочных желез, обратившихся в маммологиче-
ский центр Владивостока в период с 2014 по 2022 год. 
В группу наблюдения были включены 304 истории 
болезни пациенток, имевших в анамнезе операцию по 
удалению внутрипротоковой папилломы, группу срав-
нения составили 304 истории болезни без подобного 
анамнеза. Образцы для исследования были деиденти-
фицированы, согласие пациенток не требовалось. Ис-
следование одобрено этическим комитетом Тихооке-
анского государственного медицинского университета 
(протокол № 3 от 16.11.2020).

Проведено иммуногистохимическое (ИГХ) ис-
следование 134 образцов доброкачественных опу-
холей молочных желез, полученных у пациенток 
ООО «Инномед-Плюс» при хирургическом удалении, 
и 95 образцов тканей злокачественных эпителиальных 
опухолей, выбранных из архива Приморского краевого 
онкологического диспансера (Владивосток). Кусочки 
биопсий фиксировали в 10% нейтральном формалине, 
обезвоживали по стандартной методике в спиртовых 

растворах возрастающей концентрации и ксилоле, 
заливку в парафин проводили с использованием за-
ливочной станции Leica EG1150H (Leica Biosystems, 
Германия). Из парафиновых блоков на ротационном 
микротоме Leica RM 2245 (Leica Biosystems, Германия) 
готовили серийные срезы толщиной 5 мкм. Срезы окра-
шивали гематоксилином и эозином, гистологический 
тип опухоли молочных желез устанавливали согласно 
международной гистологической классификации ВОЗ 
(2019). Образцы были разделены на три группы: добро-
качественная пролиферация эпителия (n=54), внутри-
протоковая папиллома (n=80), ЗНО (n=95). В качестве 
контроля были использованы образцы здоровой ткани 
молочных желез, прилегающей к доброкачественным 
опухолям (n=36). 

Иммуногистохимическое исследование проводили 
с использованием поликлональных антител мыши про-
тив белка E6 ВПЧ типов 16, 18 (1:100, клон PA5-12038, 
Invitrogen, США), моноклональных антител мыши про-
тив капсидного белка L1 ВПЧ типов 1, 6, 11, 16, 18, 31 
(1:30, BPV-1/1H8 + CAMVIR, Abcam, США), маркера 
пролиферации Ki-67 (1:20; клон MIB-1, изотип IgG1, 
Dako, Дания). Положительным контролем служили об-
разцы тканей рака шейки матки человека, позитивные 
на ВПЧ типов 16, 18, негативным – образцы исследу-
емой ткани без нанесения первичных антител. Пре-
параты анализировали с помощью светового микро-
скопа Olympus CX41, оснащенного цифровой камерой 
U-TV0.35XC-2 (Olympus, Япония). 

Морфометрический анализ проводили, применяя 
программу NIS-Elements BR (Nikon, Япония) и оце-
нивая количество продуктов ИГХ реакции по 10 изо-
бражениям при 200-кратном увеличении. Пороговые 
значения настраивали по областям высокой оптической 
плотности и контрастности с формированием бинара. 
Для каждого образца проводилось измерение бинаров, 
высчитывалось среднее значение интенсивности по-
зитивного окрашивания, количества, площади и пери-
метра бинаров, результат выражали в пикселях.

Статистический анализ проводили с использовани-
ем программного обеспечения Statistica 12 (StatSoft, 
Inc., США) и Microsoft Excel (Microsoft Office 2016). 
Для проверки нормальности распределения использо-
вали критерии Колмогорова–Смирнова и Шапиро–Уил-
ка. Данные измерений с нормальным распределением 
представляли как значение среднего и стандартного 
отклонения (m±SD), в случаях несоответствия нор-
мальному – как значение медианы (Ме) и квартилей 
(Q1; Q3). Достоверность различий при сравнении 
двух групп независимых данных при нормальном 
распределении оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента, в иных случаях использовали непараме-
трический H-критерий Краскела–Уоллиса. Коэффи-
циент корреляции Пирсона применяли для оценки 
линейной зависимости между показателями. Показа-
тели считались достоверными при уровне значимости  
p<0,05.
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Результаты
Когортное ретроспективное исследование включало 

данные историй болезни 608 пациенток из базы кан-
цер-регистра Приморского краевого онкологического 
диспансера, у которых были выявлены ЗНО различных 
локализаций, в том числе РМЖ [13]. Установлено, что 
в группе наблюдения у семи из 304 пациенток (2,3%) 
с внутрипротоковой папилломой в анамнезе впослед-
ствии развился РМЖ. В группе сравнения у трех из 
304 пациенток (1,0%) впоследствии зарегистрировали 
РМЖ. Выявлены ЗНО других локализаций у шести из 
304 пациенток (2,0%) в каждой группе. Общее количе-
ство ЗНО в группе наблюдения составило 13 случаев 
из 304 (4,3%) и девять из 304 (3,0%) в сравнительной 
группе пациенток. Таким образом, определено повы-
шение риска развития РМЖ в 2,3 раза для пациенток 
с внутрипротоковой папилломой молочных желез 
в анамнезе.

Синтез онкобелка Е6 внутри клетки-мишени осу-
ществляется на ранней стадии жизненного цикла ви-
руса, нарушает функционирование белка апоптоза р53, 
что приводит к трансформации клетки. Капсидный бе-
лок L1 синтезируется в созревающих клетках эпителия 
на последней стадии развития вириона. Обнаружение 
белка L1 в клетках свидетельствует о продуктивной 
фазе вирусной инфекции с образованием эписомы. 
Экспрессия белка пролиферативной активности Ki-67 
является клинически значимой величиной для опре-
деления молекулярного подтипа опухоли, а также 
сильным прогностическим фактором эффективности 
лечения РМЖ [14].

Позитивная реакция на белки E6, L1 обнаружива-
лась в цитоплазме и ядрах клеток эпителия молочной 
железы (рис. 1). При доброкачественной пролифера-
ции эпителия в тканях молочной железы белок Е6 от-
мечался в 56% образцов (30 из 54) (рис. 1 A), белок 
L1 – в 41% образцов (22 из 54) (рис. 1 B). При внутри-
протоковой папилломе позитивная реакция на белок E6 
отмечена в 70% случаев (56 из 80) (рис. 1 C), на L1 – 
в 44% образцов (35 из 80) (рис. 1 D). Наличие белков 
E6 и L1 в одних и тех же образцах обнаруживалось 
в 40% случаев (32 из 80). В 21% случаев ЗНО (20 из 95) 
мы наблюдали позитивную реакцию различной интен-
сивности на белок Е6 и в 33% образцов (31 из 95) – 
на белок L1 (рис.1 E, F). Одновременное наличие E6 
и L1 зарегистрировано в 19% случаев ЗНО (18 из 95). 
В контрольных образцах отмечено 25% случаев (де-
вять из 36) положительных реакций на белок E6, и 28% 
(10 из 36) на белок L1. Таким образом, наибольшее ко-
личество образцов с позитивной реакцией на белок Е6 
(70%) обнаружено в тканях молочной железы с наличи-
ем структур внутрипротоковой папилломы. Позитивная 
реакция на белок L1 регистрировалась во всех группах 
доброкачественных опухолей примерно одинаково – 
41% в группе с доброкачественной пролиферацией 
и 44% с внутрипротоковой папилломой. Необходимо 
отметить, что количество E6- и L1-позитивных образ-

цов в группе ЗНО и в контрольной группе определялось 
приблизительно в равном количестве. 

Проведен морфометрический анализ интенсив-
ности ИГХ реакции, алгоритм которого представлен 
на рисунках 2 A, B. Установлены количественные по-
казатели выявления белка в образцах с внутрипрото-
ковой папилломой, которые составили для белка Е6 
122,53 пикселя (82,91; 182,81), для L1 – 86,79 (57,59; 
125,80). При доброкачественной пролиферации эпите-
лия значения были равны 102,11 пикселя (72,05; 123,13) 
и 78,90 (65,22; 104,32), при ЗНО – 86,55 (72,93; 105,47) 
и 60,16 (44,26; 75,32), соответственно (рис. 3 A, B). 
В реальной практике количественную оценку интен-
сивности ИГХ реакции с привлечением морфометри-
ческого анализа проводят редко, обычно используют 
визуальный метод определения интенсивности реакции 
либо подсчитывают количество окрашенных клеток 
в процентах. Подобный метод субъективен, и зачастую 
данные расходятся при повторных оценках экспрессии 
маркеров. Мы разработали собственную шкалу рефе-
ренсных значений для установки соответствия между 
качественными и количественными морфометрически-
ми показателями. Так, в качестве отрицательной реак-
ции (–) было принято значение до 49 пикселей, слабая 
положительная реакция (+) составила от 50 до 65 пик-
селей, умеренная положительная (++) от 66 до 150 пик-
селей и сильная положительная (+++) от 151 пикселя 
и выше. С учетом принятых референсных значений 
определяли степень интенсивности ИГХ реакции бел-
ков в эксперименте (табл.).

Наибольший размах значений и максимальную ин-
тенсивность реакции на белки E6 и L1 ВПЧ показали 
образцы с внутрипротоковой папилломой, что под-
тверждает мнение о данном поражении как о склон-
ном к прогрессированию и малигнизации. Показатели 
интенсивности реакции на белки E6 и L1 в образцах 
доброкачественных пролиферативных опухолей и при 
внутрипротоковой папилломе не имели существенных 
различий, однако размах крайних значений был мень-
ше. Образцы ЗНО показали умеренную интенсивность 
синтеза белков, а количественные значения интенсив-
ности реакции на белок L1 статистически не различа-
лись с показателями контрольной группы. Необходимо 
отметить, что количественные показатели интенсивно-
сти часто перекрываются между группами, не позволяя 
четко разграничить их соответственно гистологическо-
му типу опухоли. 

Определяли связь между наличием в тканях ви-
русных белков и маркером пролиферации Ki-67. Про-
изводился подсчет не менее 500 клеток в трех полях 
зрения при увеличении объектива ×40, индекс Ki-67 
определялся как отношение среднего количества по-
ложительно окрашенных клеток к общему количеству 
клеток. В образцах с доброкачественной пролифера-
цией определялись низкие значения индекса Ki-67,  
от 0 до 5%, что соответствует уровню пролиферации 
клеток нормальных тканей. Индекс Ki-67 в образцах 
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Рис. 1.  Позитивная реакция на наличие белков ВПЧ E6 (A, C, E) и L1 (B, D, F) в клетках протоков молочной железы.  
A, B – доброкачественная пролиферация эпителия, C, D – внутрипротоковая папиллома, E, F – рак молочной железы. 
ИГХ окрашивание, ×200

Fig. 1.  Positive reaction to the presence of HPV E6 (A, C, E) and L1 (B, D, F) in the cells of breast ducts. A, B – benign epithelial 
proliferation, C, D – intraductal papilloma, E, F – breast cancer. IHC stain, ×200
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Таблица | Table
Качественная и количественная характеристика наличия белков E6 и L1 ВПЧ в тканях молочной железы |  

Qualitative and quantitative characteristics of HPV proteins E6 and L1 in the breast tissue

Гистологический тип 
опухоли |

Tumor histology

Показатели интенсивности и качественные характеристики позитивной реакции |
Intensity indicators and qualitative characteristics of a positive reaction

белок Е6 ВПЧ типа 16,18 |
HPV E6 protein 16 and 18

капсидный белок L1 ВПЧ типа 1, 6, 11, 16, 18, 31 |
HPV capsid protein L1 1, 6, 11, 16, 18, and 31

Ткань, прилегающая 
к опухоли |
Tissue adjacent to the tumor

50,47 (35,33; 74,52) положительная 
от слабой до умеренной (+/++) |
positive from mild to moderate (+/++)

46,14 (37,12; 64,54) от отрицательной до слабой 
положительной (–/+) |
from negative to weak positive (–/+)

Доброкачественная 
пролиферация эпителия |
Benign epithelial proliferation

102,11 (72,05; 123,13)*
положительная умеренная (++) |
positive moderate (++)

78,90 (65,22; 104,32)*
положительная умеренная (++) |
positive moderate (++)

Внутрипротоковая 
папиллома |
Intraductal papilloma

122,53 (82,91; 182,81)*
положительная, от умеренной до сильной 
(++/+++) |
positive, moderate to strong (++/+++)

86,79 (57,89; 127,54)*
положительная умеренная (++) |
positive moderate (++)

Рак молочной железы |
Breast cancer

86,55 (72,93; 105,47)*
положительная умеренная (++) |
positive moderate (++)

60,16 (44,26; 75,32)
от отрицательной до слабой положительной (–/+) |
from negative to weak positive (–/+)

*различия между показателями контрольных и патологических образцов достоверны при p<0,05
*differences between the indicators of control and pathological samples are significant at p<0.05

Рис. 2.  Алгоритм морфометрического 
анализа степени интенсивности 
ИГХ окрашивания.

 A – выделение бинарной 
площади ROI по цветовым 
характеристикам,  
B – измерение выделенных 
бинаров

Fig. 2.  The algorithm of morphometric 
analysis of IHC stain intensity 
degree. 

 A – allocation of the binary 
area of the ROI by color 
characteristics, B – binary image: 
measurement of the selected 
intensity values

А

B
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Рис. 3.  Показатели интенсивности ИГХ окрашивания на наличие белков в клетках эпителия молочной железы: A – вирусных 
антигенов E6, B – капсидного белка L1, C – ядерного белка пролиферации Ki-67. 1 – ткань, прилежащая к опухоли,  
2 – доброкачественная пролиферация эпителия, 3 – внутрипротоковая папиллома; 4 – рак молочной железы

Fig. 3.  Intensity indicators of the IHC staining of protein presence in the cells of the breast: A – viral antigens E6, B – capsid protein 
L1, C – nuclear proliferation protein Ki-67. 1 – tissue adjacent to the tumor, 2 – benign epithelial proliferation, 3 – intraductal 
papilloma. 4 – breast cancer

А B

C

ЗНО имел различные значения в соответствии с моле-
кулярно-биологическим подтипом опухоли.

Количественные показатели интенсивности реак-
ции на белок Ki-67 составили в пикселях 37,10 (13,10; 
55,53) в образцах с доброкачественной пролифераци-
ей, 10,17 (7,59; 24,91) в образцах с внутрипротоковой 
папилломой и 56,01 (23,85; 148,85) в образцах ЗНО 
(рис. 3 C). Обнаружена слабая корреляция между по-
казателями E6, L1 и маркером Ki-67 при доброкаче-
ственной пролиферации и ЗНО (R=0,47; р=0,0172), 
указывающая на отсутствие продуктивной инфекции. 
При внутрипротоковой папилломе отмечена прямая 
умеренная корреляция (R=0,54; p=0,0057) между Ki-67 
и L1, свидетельствующая о возможном участии белка 
L1 в пролиферации эпителия, а также о нахождении 
вируса в форме капсида.

Обсуждение
Внутрипротоковая папиллома относится к по-

ражению, имеющему повышенный риск развития 
ЗНО, и характеризуется частым бессимптомным те-
чением [15, 16]. Нами установлено повышение р иска 

развития РМЖ в 2,3 раза у пациенток с наличием 
в анамнезе внутрипротоковой папилломы. Развивши-
еся впоследствии у этих пациенток злокачественные 
новообразования других локализаций были выявлены 
в одинаковом количестве с группой сравнения. В ка-
честве этиологической причины пролиферативных из-
менений эпителия молочных желез указывается ВПЧ, 
который определяется в образцах доброкачественных 
(до 74%) и злокачественных (до 84%) опухолей мо-
лочных желез. Тем не менее приведенные разными 
авторами данные по распространенности вирусного 
поражения молочной железы существенно разнятся, 
что связано с рядом причин: различные методические 
подходы к выявлению ДНК в опухолевых тканях, их 
состояние (замороженные или залитые в парафин), 
малое количество инфицированных клеток и многооб-
разие возможных типов ВПЧ [1, 2, 9–12, 17]. Показано, 
что белки ВПЧ обнаруживаются в 72% ядер клеток 
при доброкачественных опухолях и в 62,5% при по-
следующем РМЖ у тех же пациенток [18]. Позитивная 
реакция на белки E6 (до 70%) и L1 (до 44%) в нашем 
исследовании отмечена преимущественно в образцах 
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с внутрипротоковой папилломой. При доброкаче-
ственных пролиферативных процессах их количество 
определялось как 56% и 41%, соответственно, а при 
ЗНО – 21% и 33%, что было сравнимо с показателя-
ми группы контроля. В образцах с доброкачественной 
пролиферацией отмечалась умеренная интенсивность 
позитивной реакции (++) на вирусные белки E6 и L1, а 
совместное наличие этих белков в клетках указывало 
на присутствие в них вирусов одновременно в инте-
грированной и эписомальной форме. На наш взгляд, 
широкий разброс крайних значений экспрессии бел-
ков E6 и L1 в группе контроля (от отрицательной до 
умеренной положительной реакции) свидетельствует 
о возможном влиянии вируса и на эпителий опухоли, 
и на прилегающие к ней клетки нормальных тканей. 
Такой вывод соответствует данным литературы, где ав-
торы указывают на 22% распространенность белка E6 
в нормальных тканях молочной железы [1, 2]. В на-
шем эксперименте показатели интенсивности синтеза 
белков в тканях контрольной группы составили 25% 
и 28% для E6 и L1, соответственно.

Низкая распространенность онкобелков (21% для 
E6 и 33% для L1) и невысокие показатели интенсивно-
сти их синтеза (86,55 и 60,16 пикселя) в клетках РМЖ 
также соотносятся с данными литературы. Известно о 
распространенности белка Е6 при РМЖ от 24 до 74%, 
при доброкачественных опухолях – до 72%. Опубли-
кована информация о массивном параллельном NGS 
секвенировании 855 биопсий молочных желез, где 
обнаружены последовательности ДНК ВПЧ, соот-
ветствующие атласу генома рака TCGA (The Cancer 
Genome Atlas) [12]. Таким образом, методом сравнения 
фрагментированных последовательностей генов была 
доказана распространенность ВПЧ-позитивного РМЖ 
около 2,3%. Означает ли это, что случаи выявления 
белков ВПЧ в тканях РМЖ случайны или наличие ви-
руса свидетельствует о сопутствующей инфекции при 
данной патологии? Для ответа на этот вопрос необхо-
димы более массовые исследования. Установленное 
нами наличие белков E6 и L1 в клетках эпителиальных 
опухолей молочных желез указывает на некоторое уча-
стие вируса папилломы человека в развитии патоло-
гических процессов. Мы считаем, что комплексное 
изучение синтеза белков ВПЧ (раннего Е6 и позднего 
L1) в клетках опухоли позволит установить стадию 
жизненного цикла вируса, а сопряжение этих значений 
с показателем пролиферации Ki-67 сможет дать инфор-
мацию о возможном риске прогрессирования добро-
качественного процесса в злокачественный. Учитывая 
тот факт, что в структуре онкологической смертности 
ЗНО молочной железы находятся на первом месте 
(16,2% от общего числа по данным за 2018 год [19]), 
такая информация заставит женщин задуматься о не-
обходимости регулярного прохождения скрининга 
молочных желез, что, в свою очередь, позволит сни-
зить число выявляемых запущенных случаев РМЖ. 
Мы предлагаем внедрить морфометрический метод 

определения количественных показателей ИГХ ис-
следования для исключения субъективности оценки 
интенсивности синтеза этих белков.

Заключение
Установлен повышенный риск развития рака мо-

лочной железы (в 2,3 раза) у пациенток с внутрипро-
токовой папилломой молочных желез в анамнезе. На-
личие позитивной иммуногистохимической реакции 
на белки E6 и L1 вируса папилломы человека в образ-
цах доброкачественных и злокачественных опухолей 
молочных желез указывает на его возможное участие 
в пролиферации эпителия. Наибольшая встречаемость 
и максимальная интенсивность синтеза белков вируса 
папилломы человека обнаруживались нами в тканях 
молочных желез с наличием структур внутрипрото-
ковой папилломы, что косвенно свидетельствует о 
повышенном риске прогрессирования и высокой ве-
роятности последующего развития инфильтративного 
процесса в опухолях этого типа. Результаты исследова-
ния указывают на необходимость дальнейших разра-
боток в данном направлении и продолжения изучения 
роли подтипов вируса папилломы человека в разви-
тии пролиферативных процессов в молочной железе. 
Возможность вакцинации против папилломавирусной 
инфекции может занять важное место в первичной 
профилактике рака молочной железы, если найдутся 
убедительные доказательства инициирующей роли 
вируса в развитии и прогрессировании данного за-
болевания. 
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Динамика гиперхромных и MyoD-позитивных ядер 
регенерирующих скелетных мышц при инфракрасной 
фотомодуляции 
Р.В. Тахавиев, Г.В. Брюхин, Е.С. Головнева
ФГБОУ ВО Южно-Уральский государственный медицинский университет Минздрава России, Челябинск, Россия

Резюме. Введение. В настоящее время не существует методик, позволяющих в полной мере вос-
становить скелетную мышечную ткань после травмы. Инфракрасное лазерное воздействие является 
универсальным физиотерапевтическим фактором, используемым с целью активации пролиферации, 
увеличения активности ферментов, уменьшения воспаления и отека. При этом не изучено влияние 
времени экспозиции инфракрасного лазерного облучения на активацию миосателлитоцитов. Целью 
исследования являлся анализ влияния длительности инфракрасного лазерного облучения на состояние 
клеток камбиального резерва в регенерирующей скелетной мышечной ткани.
Материалы и методы. В эксперименте (128 самцов крыс Вистар) были сформированы четыре группы: 
0 – интактный контроль; I (динамический контроль) – резаная рана m. gastrocnemius; II – лазерное 
облучение раны с экспозицией 60 секунд; III – лазерное облучение раны с экспозицией 180 секунд. 
Лазер применялся в непрерывном режиме, мощность 1,0 Вт. Проведено морфологическое исследо-
вание площади гиперхромных мышечных ядер и плотности расположения MyoD+ ядер на разных 
сроках эксперимента. 
Результаты. В группе применения инфракрасного лазерного облучения с экспозицией 180 секунд 
площадь гиперхромных ядер в 1-е сутки снижалась, а на 7-е сутки была на 30% больше, чем в ди-
намическом контроле. Плотность расположения MyoD+ ядер в группах с применением лазера уве-
личивалась по сравнению с динамическим контролем на сроке 3 суток вне зависимости от времени 
экспозиции, однако на 7-е сутки количество ядер было выше в группе с экспозицией 60 секунд. 
Заключение. После применение инфракрасного лазера с экспозицией 60 секунд преимущественно 
повышается плотность расположения MyoD+ ядер, лазерное воздействие 180 секунд сильнее влияет 
на прирост площади гиперхромных ядер мышечной ткани. 
Ключевые слова: скелетная мышечная ткань, регенерация, инфракрасный лазер, гиперхромные 
ядра, MyoD
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Dynamics of hyperchromic and MyoD-positive nuclei of regenerating 
skeletal muscles during infrared photomodulation 
R.V. Takhaviev, G.V. Bryukhin, E.S. Golovneva
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia

Abstract. Introduction. Currently, there are no techniques that allow to fully restore skeletal muscle tissue 
after injury. Infrared laser exposure is a universal physiotherapeutic method used to activate proliferation, 
increase enzyme activity, and reduce inflammation and edema. At the same time, the influence of the exposure 
time of infrared laser irradiation on the activation of myosatellite cells has been poorly studied. The paper 
aimed to analyze the effect of the duration of infrared laser irradiation on the state of cambial reserve cells 
in regenerating skeletal muscle tissue. 
Materials and methods. In the experiment (128 male Wistar rats), 4 groups were formed: 0 – intact group; 
I (dynamic control) – incised wound m. gastrocnemius; II – laser irradiation of the wound with a 60- second 
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Введение
Миосателлитоциты являются клетками камбиаль-

ного резерва скелетной мышечной ткани. Известно, 
что данные клетки при световой микроскопии с ис-
пользованием рутинных способов окрашивания от-
личаются мелким темным ядром, расположенным 
между сарколеммой и базальной мембраной. Установ-
лено множество ядерных факторов, экспрессируемых 
в миосателлитоцитах на разных стадиях активации. 
Так, в интактной зрелой поперечно-полосатой скелет-
ной мышечной ткани клетки-спутники митотически 
неактивны и экспрессируют Pax-7, c-met, сиаломуцин 
CD34, синдекан 3, Sox8, Sox15 и другие факторы транс-
крипции [1, 2]. При активации сателлитные клетки на-
чинают экспрессировать специфичные для скелетных 
мышц факторы транскрипции, способствующие запус-
ку пролиферации и дифференцировки (Myf5, MyoD). 

В свою очередь, уровень экспрессии MyoD напря-
мую зависит от действия транскрипционных коакти-
ваторов MASTR и MRTF-A [3]. 

Гиперхромные клетки в мышечных волокнах яв-
ляются неактивными либо недавно активированными 
миосателлитоцитами на морфологически неиденти-
фицируемой стадии [4]. Тем не менее после деления, 
в процессе дифференцировки в собственные ядра 
мышечных волокон, возможно обнаружение MyoD+ 
крупных гипохромных ядер [1]. 

Миосателлитоциты способны регулировать после-
дующую дифференцировку [2]. Так, миосателлитоци-
там присущ и ассиметричный, и симметричный тип 
деления. При ассиметричном делении одна из клеток 
пойдет по пути дальнейшей дифференцировки, тог-
да как вторая останется в периоде G0 или начнет под-
готовку к следующему делению. Ввиду этого ниша 
миосателлитоцитов представляет собой саморегули-
рующуюся систему с многоступенчатым процессом 
активации специфических для миосателлитоцитов экс-
прессируемых факторов [2, 5, 6].

Одним из наиболее универсальных лечебных воздей-
ствий, стимулирующих пролиферацию, усиливающих 
экспрессию генов, изменяющих проницаемость ион-
ных каналов и воздействующих на активность фермент-
ных систем клетки, является лазерная терапия [7–9].  
В то же время эффекты инфракрасного лазера на ре-
паративную регенерацию скелетных мышц в полной 
мере не изучены. В связи с этим целью исследования 
являлся анализ влияния длительности инфракрасного 
лазерного облучения на состояние клеток камбиаль-
ного резерва в регенерирующей скелетной мышечной 
ткани.

Материалы и методы
Исследование выполнено на базе морфологической 

лаборатории многопрофильного центра лазерной ме-
дицины и кафедры гистологии, эмбриологии и цитоло-
гии Южно-Уральского государственного медицинско-
го университета. Проведение исследования одобрено 
на заседании этического комитета Южно-Уральского 
государственного медицинского университета (прото-
кол № 2 от 21.02.2022). В эксперименте использованы 
128 самцов крыс Вистар в возрасте 4–6 месяцев мас-
сой от 270 до 330 граммов. Содержание и обращение 
с животными в эксперименте соответствовали требова-
ниям приказа Минздрава России № 199н от 01.04.2016 
«Об утверждении правил надлежащей лабораторной 
практики». Исходя из цели исследования, были сфор-
мированы четыре экспериментальные группы: 0 груп-
па – интактный контроль (n=8); I группа (динамический 
контроль) – резаная рана m. gastrocnemius без дополни-
тельного воздействия (n=40); II группа – резаная рана 
m. gastrocnemius с использованием инфракрасного 
лазерного облучения с экспозицией 60 секунд (n=40); 
III группа – резаная рана m. gastrocnemius с использова-
нием инфракрасного лазерного облучения с экспозици-
ей 180 секунд (n=40). Модель репаративной регенера-
ции осуществлялась путем нанесения резаной травмы 

exposure; and III – laser irradiation of the wound with a 180-second exposure. The laser was used in a 
continuous mode, the power being 1.0 W. We performed a morphological study of the area of   hyperchro-
matic muscle nuclei and the density of MyoD+ nuclei at different periods of the experiment. 
Results. In group III, the area of   hyperchromatic nuclei decreased on day 1, and on day 7, it was 30% more 
than in group I. The density of the arrangement of MyoD+ nuclei in groups II and III increased compared 
to that in group I for a period of 3 days, regardless of the exposure time. However, on day 7, the number 
of nuclei was greater in group II. 
Conclusion. After the use of an infrared laser with a 60-second exposure, the density of MyoD+ nuclei 
increases, whereas the effect of a 180-second laser exposure has a more dramatic effect on the increase in 
the area of   hyperchromic nuclei of muscle tissue. 
Keywords: skeletal muscle tissue, regeneration, infrared laser, hyperchromic nuclei, MyoD
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под общим обезболиванием золетилом в дозе 5 мл/кг. 
Для доступа к икроножной мышце проводили разрез 
кожных покровов длиной 1 см на дорсальной поверх-
ности задних конечностей ниже коленного сустава на 
0,4–0,5 см в проекции m. gastrocnemius. Хирургическим 
скальпелем производили механическое повреждение 
мышцы путем выполнения перпендикулярного ходу 
мышцы надреза на глубину 2 мм.

Лазером воздействовали сразу после нанесения 
резаной раны. Фотомодуляцию осуществляли лазер-
ным аппаратом ЛС-097 («ИРЭ-Полюс», Россия) с дли-
ной волны 970 нм, мощность 1,0 Вт, в непрерывном 
режиме излучения. Обработку раневой поверхности 
m. gastrocnemius проводили с расстояния от световода 
до ткани 5,0 мм, сканирующими движениями. 

Животных выводили из опыта на 1-е, 3-и, 7-е, 14-е 
и 30-е сутки эксперимента с помощью дислокации 
шейных позвонков под эфирным ингаляционным нар-
козом. Для дальнейшей гистотехнической обработки 
биоматериала фрагменты скелетной мышечной ткани 
m. gastrocnemius фиксировали 10% нейтральным за-
буференным формалином (рН 7,2) в течение 24 ча-
сов. После стандартной гистологической проводки 
осуществляли заливку скелетных мышц, после чего 
готовили парафиновые срезы, которые окрашивали 
гематоксилином и эозином («БиоВитрум», Россия). 
На полученных серийных срезах различали интакт-
ную, перифокальную и очаговую зоны. Очаговая зона 
отличалась наличием повреждений скелетных мы-
шечных волокон, визуализируемых некротизирован-
ных участков, лимфогистиоцитарным инфильтратом, 
различающимся по клеточному составу на разных 
сроках эксперимента. Перифокальные участки окру-
жали очаговую зону, отличаясь отсутствием види-
мых повреждений мышечных волокон. Интактные 
участки скелетной мышечной ткани имели ровные 
контуры, выраженную поперечную исчерченность, 
очаги соединительной ткани без инфильтрата, ядра 
располагались преимущественно по периферии мы-
шечного волокна.

Иммуногистохимическое исследование проводили 
на парафиновых срезах, нанесенных на предметные 
стекла, покрытые поли-L-лизином. Последующая де-
маскировка антигенов проводилась при температуре 
+95–98°С в течение 25 минут. Постановка иммуноги-
стохимической реакции осуществлялась с использова-
нием антител к MyoD (Affinity Biosciences, КНР) и на-
бора реагентов Novolink (Leica Biosystems, Германия) 
в соответствии с протоколом производителя.

Гистологические препараты анализировали с помо-
щью микроскопа DM RXA (Leica Microsystems, Герма-
ния), оснащенного цифровой видеокамерой DFC 290 
(Leica Microsystems, Германия), сопряженной с про-
граммой анализа изображений ImageScope М («Си-
стемы для микроскопии и анализа» (СМА), Россия). 
Показатель площади гипохромных ядер рассчитывали 
при ×1000 (объектив ×100; окуляры ×10) с использова-

нием масляной иммерсии и функции «ручное выделе-
ние» в программе ImageScope M. Плотность располо-
жения MyoD+ ядер рассчитывали путем мануального 
выделения площади мышечных волокон (в программе 
ImageScope M) с последующим подсчетом количе-
ства ядер, давших положительную окраску на MyoD, 
и дальнейшим разделением количества MyoD+ ядер 
на площадь мышечных волокон, содержащих в себе 
эти ядра. Количество измерений для каждого представ-
ленного значения было равно 40.

Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли с помощью лицензионных пакетов 
прикладных программ: Excel 2020 (Microsoft, США), 
PAST версии 4.12b (Hammer, 2023) и Statistica версии 
12.5 (StatSoft, США). Для оценки достоверности раз-
личий использовался 4-факторный метод дисперсион-
ного анализа ANOVA, апостериорные вычисления для 
сравнения показателей нескольких эксперименталь-
ных групп осуществлялись с использованием метода 
 Тьюки. Данные представлены в виде среднего арифме-
тического с указанием 95% доверительных интервалов. 
В том числе осуществлялся анализ совокупности мас-
сивов данных по срокам и зонам, а также по группам 
и зонам. Статистически значимыми считали различия 
при значении p≤0,05.

Результаты 
 В интактной m. gastrocnemius крысы площадь ги-

перхромных ядер составила 17,35 мкм2 (15,94; 18,77). 
В группе динамического контроля достоверные раз-
личия по сравнению с интактной группой не выявлены.

При сравнении групп лазерного воздействия с ди-
намическим контролем в 1-е сутки эксперимента 
в III группе животных (180 секунд) было обнаружено 
достоверное уменьшение площади гиперхромных ядер 
в интактной и перифокальной зонах мышечных воло-
кон, во II группе (60 секунд) изменения не наблюдались 
(табл. 1). На 3-и сутки опыта площадь гиперхромных 
ядер достоверно не изменялась ни в одной из опыт-
ных групп. 7-е сутки характеризовались достоверным 
ростом показателя у животных III группы в очаговой 
и перифокальной зонах, а на 30-е сутки в этой же груп-
пе увеличивалась площадь гиперхромных ядер в зоне 
интактных мышц.

Для оценки тенденций влияния лазерного облуче-
ния на площадь гиперхромных ядер вне зависимости 
от срока эксперимента было использовано сравнение 
массивов данных групп. При этом обнаружено, что пло-
щадь гиперхромных ядер в группе лазерного облучения 
с экспозицией 180 секунд превышает показатели всех 
остальных групп. Так, площадь гиперхромных ядер 
в III группе животных составляла 16,90 мкм2 (16,29; 
17,50), тогда как в группе динамического контроля этот 
показатель был 15,91 мкм2 (15,42; 16,40), р=0,0041, а во 
II группе животных 15,96 мкм2 (15,43; 16,49), р=0,0072. 
Достоверные различия между показателями группы 
динамического контроля и II группы не обнаружны. 
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Таблица 1 | Table 1
Площадь гиперхромных ядер в регенерирующей m. gastrocnemius, среднее (–95%; +95%) |  

The area of hyperchromic nuclei in the regenerating m. gastrocnemius, mean (–95%; +95%)

Группа | Group
Сутки | Day

1-е | Day 1 3-и | Day 3 7-е | Day 7 14-е | Day 14 30-е | Day 30

Интактная зона (и.) (мкм2) | Intact zone (i.) (µm2)

I группа (динамический контроль) | 
Group I (dynamic control)

17,59
(15,66; 19,53)

13,88
(11,81; 15,95)

14,23
(12,43; 16,04)

16,64
(15,46; 17,83)

14,88
(13,66; 16,11)

II группа (лазер 60 секунд) |  
Group II (60-second laser)

15,56
(13,78; 17,35)

12,17
(9,32; 15,02)

16,03
(13,74; 18,31)

17,53
(16,11; 18,95)

15,95
(14,88; 17,02)

III группа (лазер 180 секунд) | 
Group III (180-second laser)

13,26
(11,88; 14,64)

17,22
(14,83; 19,61)

14,06
(12,31; 15,82)

14,64
(13,32; 15,96)

19,23
(17,87; 20,59)

Перифокальная зона (п.) (мкм2) | Perifocal zone (p.) (µm2)

I группа (динамический контроль) | 
Group I (dynamic control)

16,22
(14,27; 18,19)

14,41
(13,77; 15,05)

13,36
(12,04; 14,68)

14,09
(12,65; 15,53)

18,69
(18,14; 19,25)

II группа (лазер 60 секунд) |  
Group II (60-second laser)

15,58
(14,31; 16,87)

11,25
(10,51; 12,00)

14,47
(12,81; 16,14)

15,27
(13,33; 17,22)

16,62
(15,14; 18,10)

III группа (лазер 180 секунд) | 
Group III (180-second laser)

13,15
(12,11; 14,20)

16,13
(14,17; 18,11)

19,82
(18,14; 21,52)

14,86 
(13,71; 16,01)

19,23
(17,38; 21,09)

Очаговая зона (о.) (мкм2) | Focal zone (о.) (µm2)

I группа (динамический контроль) | 
Group I (dynamic control)

16,90
(14,81; 19,00)

19,54
(16,53; 22,57)

14,26
(12,37; 16,17)

15,61
(13,89; 17,33)

18,30
(17,04; 19,57)

II группа (лазер 60 секунд) |  
Group II (60-second laser)

18,79
(17,22; 20,38)

19,66
(18,18; 21,15)

17,97 
(15,56; 20,38)

15,48
(14,16; 16,80)

17,00
(15,19; 18,82)

III группа (лазер 180 секунд) | 
Group III (180-second laser)

15,42
(13,42; 17,44)

17,87
(15,24; 20,50)

21,49
(17,75; 25,22)

17,55
(16,12; 18,98)

19,49 
(17,55; 21,43)

р-значение | p-value pи.(III)–и.(I) – 
0,0236

pп.(III)– п.(I) – 
0,0158

pп.(I)–п.( II) – 
0,0001

pп.(III)–п.(II) – 
0,0001

pп.(III)–п.(I) –
0,0002

pо.(III)–о.(I) – 
0,0001

pи.(III)–и.(I) –
0,023

pи.(III)–и.(II) –
0,031

Интактный контроль (мкм2) | Intact control (µm2): 17,35 (15,94; 18,77)

При сравнении групп лазерного воздействия между 
собой выявлено, что в очаговой зоне площадь гипер-
хромных ядер не отличалась (табл. 1). В то же время 
в перифокальной зоне обнаружено увеличение по-
казателя в мышцах с экспозицией лазера 180 секунд 
(III группа). В интактной зоне отмечалось увеличение 
площади гиперхромных ядер III группы на 3-и сутки 
по сравнению с показателем II группы.

 Следующим этапом работы являлся анализ плот-
ности расположения MyoD+ ядер, которые выявляются 
в активированных миосателлитоцитах, вставших на 
путь дифференцировки в собственные ядра скелетного 
мышечного волокна (рис. 1, 2). Было обнаружено до-
стоверное увеличение плотности расположения MyoD+ 
ядер при сравнении групп интактного и динамического 
контроля. Так, установлено увеличение плотности рас-
положения MyoD+ ядер в очаговой области на 7-е сутки 

(p=0,0371) и на 14-е сутки (p=0,0465) по сравнению со 
значениями группы интактного контроля.

Полученные данные свидетельствуют об увеличе-
нии плотности расположения MyoD+ ядер на 3-и сутки 
во II и III группах по сравнению с группой динамиче-
ского контроля (табл. 2). На 7-е сутки плотность рас-
положения MyoD+ ядер в скелетных мышцах II груп-
пы животных была выше по сравнению с III группой 
(p=0,038) (рис. 1). 

При сравнении совокупности массивов данных по 
группам отмечалось достоверное (р=0,0045) увеличе-
ние количества MyoD+ ядер в выборке применения 
лазерного облучения продолжительностью 60 секунд 
(1672,34 [1527,06; 1817,63]) относительно группы ди-
намического контроля (1399,92 [1288,04; 1511,79]). Для 
группы лазерного воздействия 180 секунд такая раз-
ница не обнаружена.
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Рис. 1.  Экспрессия MyoD на 1-е сутки (очаговая зона) (А), 
7-е сутки (очаговая зона) (В) и 30-е сутки (очаговая 
зона) (С). II группа. Стрелки указывают на MyoD+ 
ядра. ИГХ с антителами к MyoD, гематоксилин, 
×1000

Fig. 1. MyoD expression, day 1 (focal zone) (А), day 7 (focal 
zone) (В), and day 30 (focal zone) (С). Group II. 
MyoD+ nuclei (arrows). IHC with antibodies to MyoD, 
hematoxylin, ×1000

Рис. 2. Экспрессия MyoD в интактной (А), перифокальной (В) 
и очаговой (С) зонах регенерирующей скелетной 
мышечной ткани. 3-и сутки эксперимента. 
II группа. Стрелки указывают на MyoD+ ядра. 
ИГХ с антителами к MyoD, гематоксилин, ×1000

Fig. 2.  MyoD expression in the intact (А), perifocal (В), and focal 
(С) zones in the regenerating skeletal muscle tissue.  
Day 3 of the experiment. Group II. MyoD+ nuclei 
(arrows). IHC with antibodies to MyoD, hematoxylin, 
×1000

А B

C

А B

C
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Обсуждение
Гиперхромные ядра скелетных мышечных волокон 

являются неактивными или недавно активированны-
ми миосателлитоцитами, дифференцирующимися 
в светлые гипохромные собственные ядра скелетных 
мышечных волокон [1, 2, 7]. Однако при оценке мио-
сателлитоцитов в регенерирующей скелетной мышце 
по степени конденсации хроматина упускаются диф-
ференцирующиеся собственные ядра, еще экспресси-
рующие факторы, присущие миосателлитоцитам, но 
уже ими не являющиеся и имеющие светлое ядро [1, 
2, 6]. Увеличение площади гиперхромных ядер мо-
жет свидетельствовать о направлении их активности 
в сторону дифференцировки. В то же время увеличе-
ние количества MyoD+ ядер (активированных миоса-
теллитоцитов) указывает на активную пролиферацию 
и дифференцировку миосателлитоцитов [2, 6, 10]. При 
этом вновь вошедшие в G0 и прекратившие дифферен-
цировку миосателлитоциты не экспрессируют больше 
MyoD+ [1]. Таким образом, увеличение плотности рас-
пределения MyoD+ ядер на 3-и сутки после лазерного 
воздействия предшествует последующему увеличению 

площади гиперхромных ядер на 7-е сутки, поскольку 
увеличение количества активированных клеток может 
приводить к пополнению относительного дефицита 
ниши миосателлитоцитов при регенерации и увели-
чению количества дифференцирующихся ядер, что не-
обходимо для дальнейшего восстановления скелетных 
мышц. Выраженным влиянием на увеличение коли-
чества активированных миосателлитоцитов обладала 
короткая экспозиция лазера (60 секунд). 

Эксперимент показал, что после лазерного воз-
действия с экспозицией 180 секунд на рану скелетной 
мышцы площадь гиперхромных ядер миосателлитоци-
тов может меняться разнонаправленно. Первоначаль-
ное уменьшение площади ядер сменяется на 7-е сутки 
ее увеличением. Удлинение лазерного воздействия 
с 60 до 180 секунд приводит к более выраженному уве-
личению площади гиперхромных ядер (при сравнении 
массивов данных без учета срока опыта) [11, 12]. Полу-
ченные нами результаты свидетельствуют о дозозави-
симом влиянии инфракрасной фотобиомодуляции на 
показатель площади ядер, что согласуется с данными 
литературы [13, 14]. Выявленное увеличение площади 

Таблица 2 | Table 2
Плотность расположения MyoD+ ядер в регенерирующей m. gastrocnemius, среднее (–95%; +95%) |  

The density of MyoD+ cells in the regenerating m. gastrocnemius, mean (–95%; +95%)

Группа |
Group

Сутки | Day

1-е | Day 1 3-и | Day 3 7-е | Day 7 14-е | Day 14 30-е | Day 30

Интактная зона (n/мм2) | Intact zone (n/mm2)

I группа | Group I 1063,30
(767,72; 
1358,89)

939,75
(660,71; 
1218,79)

1603,38
(1259,47; 
1947,29)

1098,18
(701,84; 
1494,52)

1347,32
(1095,40; 
1599,23)

II группа | Group II 1046,22
(897,61; 
1194,82)

1238,58
(924,27; 
1552,89)

1874,16
(1516,93;  
2231,39)

1349,75
(1148,92; 
1550,57)

1544,91
(1316,77; 
1773,05)

III группа | Group III 1029,95
(822,21;  
1237,69)

865,64
(683,21; 
1048,07)

1411,24
(1198,76; 
1623,72)

1175,93
(949,48; 
1402,39)

1028,04
(806,42; 
1249,66)

Очаговая зона (n/мм2) | Focal zone (n/mm2)

I группа | Group I 1480,11
(1230,61; 
1729,61)

1192,03
(884,86; 
1499,19)

1921,428
(1415,832; 
2427,025)

1704,968
(1531,436; 
1878,499)

1648,69
(1102,01; 
2195,36)

II группа | Group II 1704,48
(1217,01; 
2191,96)

1952,32
(1573,24; 
2331,40)

2694,25
(1728,80; 
3659,71)

1700,72
(1339,36; 
2062,08)

1618,02
(1327,60; 
1908,45)

III группа | Group III 1384,52
(1225,80; 
1543,23)

1804,86
(1467,08; 
2142,64)

1796,69
(1618,52; 
1974,85)

1746,96
(1087,44; 
2406,48)

1291,99
(1145,94; 
1438,03)

р-значение | p-value pо.(II) – о.(I) – 0,0267
pо.(III) – о.( I) – 0,0436

pо.(II) – о.(III) – 0,0387

Интактный контроль (n/мм2) | Intact control (n/mm2): 1241,27 (1011,09; 1471,45) 
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гиперхромных ядер на 7-е сутки говорит о длительном 
стимулирующем влиянии однократного лазерного об-
лучения [15–17]. 

Временной отрезок с 1-х суток и до 7-х, на протя-
жении которого в разных зонах поврежденной мышцы 
происходят значимые изменения площади гиперхром-
ных ядер, отражает не только ответные реакции мио-
сателлитоцитов (деление, в том числе асимметричное, 
дифференцировку), но и процессы, происходящие 
в поврежденной мышце в целом. Так, в исследовании 
T. Compton et al. установлено, что лазерное воздействие 
с длиной волны 670 нм и экспозицией 5 минут приво-
дило к увеличению количества сосудов, уменьшению 
отека и инфильтрата в регенерирующей скелетной мы-
шечной ткани на 7-е сутки [14]. Подобный результат 
был получен при исследовании физиологической реге-
нерации скелетной мышечной ткани в ходе тренировоч-
ного процесса, при приеме BCAA (branched-chain amino 
acids/аминокислоты с разветвленной боковой цепью) 
и лазерном облучении (980 нм, 60 секунд) [6] и вли-
яния фотомодуляции на площадь ядер и количество 
миосателлитов в регенерирующей мышце у животных 
разных возрастных групп [7]. 

Обращает на себя внимание, что площадь гипер-
хромных ядер на 30-е сутки в группе фотомодуляции 
с экспозицией 180 секунд практически не отличается 
в очаговой, перифокальной и интактной зонах скелет-
ной мышечной ткани. Эти данные свидетельствуют 
о расширении области регенеративных процессов 
и могут указывать на более полноценную репарацию 
скелетных мышечных волокон [18, 19]. В то же время 
у животных контрольной группы площадь гиперхром-
ных ядер в перифокальной и очаговой зонах достовер-
но больше и не соответствует значению показателя 
в интактной зоне, что может указывать на более хро-
нологически ранний этап репаративного процесса, для 
которого характерно выраженное увеличение в зоне 
очаговых изменений, и меньшую степень его завер-
шенности [19, 20].

Заключение
 После применения инфракрасного лазера с экспо-

зицией 60 секунд преимущественно повышается плот-
ность расположения MyoD+ ядер, а более длительное 
лазерное воздействие (180 секунд) влияет на прирост 
площади гиперхромных ядер мышечной ткани.

 Так как инфракрасная фотобиомодуляция способ-
ствует увеличению количества и дифференцировки 
активированных миосателлитоцитов, это приводит 
к ускоренному восстановлению скелетных мышц на 
модели резаной раны.
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Влияние п-тирозола на морфофункциональные 
изменения сосудов слизистой оболочки губы в условиях 
экспериментального стоматита
А.Д. Коняева1, Н.Н. Байтингер1, Е.Ю. Варакута1, Л.Р. Мустафина1,  
С.В. Логвинов1, А.В. Герасимов1, А.В. Потапов1, М.Б. Плотников2
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Резюме. Введение. Неспецифическим патогенетическим звеном воспалительных заболеваний слизи-
стой оболочки полости рта является окислительный стресс, деструктивно влияющий на ее структуру 
и функцию. В связи с этим природные антиоксиданты, такие как п-тирозол, вызывают большой 
интерес у исследователей. Цель работы – изучение влияния п-тирозола на морфофункциональные 
изменения сосудов микроциркуляторного русла губы при экспериментальном стоматите. 
Материалы и методы. Эксперименты выполнены на 72 крысах линии Вистар, у которых модели-
ровали стоматит. Крыс поделили на четыре группы – контрольную (интактные животные) (n=18), 
с ожогом без лечения (n=18), с ожогом и последующей аппликацией п-тирозола (n=18), с ожогом 
и лечением (лидокаин + экстракт ромашки аптечной) (n=18).
Результаты. У животных с применением п-тирозола на 3-и, 7-е и 12-е сутки наблюдались наименьшие 
значения измененных сосудов, индекса перикапиллярной диффузии и индекса Керногана, а плотность 
неизмененных артериол, венул и капилляров была наибольшей. Выраженная экспрессия фактора роста 
эндотелия сосудов (VEGF) выявлена у животных 3-й группы на 7-е и 12-е сутки и 4-й группы на 12-е.
Заключение. На фоне аппликации п-тирозола происходило усиление кровоснабжения в зоне репа-
рации слизистой оболочки губы за счет увеличения плотности неизмененных микрососудов и, со-
ответственно, объема крови, поступающей в область раны, а также из-за прорастания имеющихся 
в регионе сосудов и индуцирования неоангиогенеза.
Ключевые слова: п-тирозол, Родиола розовая, слизистая оболочка губы, ангиогенез, антиоксидант
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Exploring the effect of p-tyrosol on vascular morphofunctional changes 
in lip mucous membrane during experimental stomatitis
A.D. Koniaeva1, N.N. Baitinger1, Е.Yu. Varakuta1, L.R. Mustafina1,  
S.V. Logvinov1, A.V. Gerasimov1, A.V. Potapov1, M.B. Plotnikov2

1 Siberian State Medical University, Tomsk, Russia
2 Goldberg Research Institute of Pharmacology and Regenerative Medicine – branch of Tomsk National Research Medical Center, 

Tomsk, Russia

Abstract. Introduction. Oxidative stress is a non-specific pathogenetic link in inflammatory diseases of the 
oral mucosa, which has a destructive effect on its structure and function. In this regard, natural antioxidants 
such as (p-tyrosol) are of great interest to researchers. The purpose of this paper was to study the effect of 
p-tyrosol on the morphofunctional changes in the microcirculatory during experimental stomatitis. 
Materials and methods. The experiment was carried out on 72 Wistar rats with experimental stomatitis. 
The animals were divided into four groups, each including 18 subjects: the control (intact rats; group 1), 
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Введение
Окислительный стресс – неспецифическое патоге-

нетическое звено воспалительных заболеваний слизи-
стой оболочки полости рта, деструктивно влияющее на 
ее структуру и функцию [1]. Антиоксидантная терапия 
способствует устойчивости организма против токсиче-
ских внутриклеточных реакций, индуцированных сво-
бодными радикалами [2]. Синтетические антиоксидан-
ты обладают целым рядом побочных эффектов, в связи 
с чем природные антиоксиданты вызывают большой 
интерес у исследователей [3]. Одним из представителей 
группы антиоксидантов природного происхождения 
является п-тирозол, выделенный из корневищ растений 
рода Родиола семейства Толстянковые [4]. Современ-
ные исследования выявили антиоксидантные, адап-
тогенные, антистрессовые, противомикробные, им-
муномодулирующие и ангиомодулирующие свойства 
соединений, выделенных из растения Родиола розовая 
(Rhodiola rosea) [5]. 

Важную роль в процессе заживления ран играет 
сосудистая система, вокруг которой происходят реге-
нераторные и гиперпластические процессы [6]. Тем 
не менее влияние антиоксиданта п-тирозола на изме-
нения сосудов микроциркуляторного русла не было 
исследовано [7]. 

Цель работы – изучить влияние п-тирозола на мор-
фофункциональные изменения сосудов микроцирку-
ляторного русла при экспериментальном стоматите.

Материалы и методы
Эксперимент выполнен на 72 половозрелых крысах – 

самцах линии Вистар в возрасте 3 месяцев массой 250–
300 граммов. Крысы были разделены на четыре группы: 
1-я группа (n=18) – контрольная (интактные животные), 
2-я группа (n=18) – контрольная, которой под внутримы-
шечным наркозом препаратом золетил был смоделирован 
стоматит аппликацией 5% раствора гидроксида нат рия 
(едкий натр) на 10 секунд в область губы на уровне ниж-
них резцов, 3-я группа (n=18) – экспериментальная, ко-

торой аналогичным образом был смоделирован стоматит 
и проведена коррекция гелем для местного применения 
на основе п-тирозола (25 мг/г), растворенного в крах-
мальной слизи, 4-я группа (n=18) – экспериментальная, 
которой после моделирования стоматита проводили лече-
ние гелем для местного применения на основе лидокаина 
+ экстракта ромашки аптечной (lidocaine + chamomillae 
recutitae floridis extract) (20 мг + 185 мг/г). Гели наноси-
ли на очаг воспаления 3 раза в сутки в течение 12 дней. 
Забор материала для морфометрического исследования 
осуществляли на 3-и, 7-е и 12-е сутки эксперимента. 
Работу с экспериментальными животными проводили 
в соответствии с директивой Европейского парламента 
№ 2010/63EU от 22.09.2010 «Европейская конвенция о 
защите позвоночных животных, используемых для экс-
периментов или в иных научных целях». Исследование 
одобрено локальным этическим комитетом от 27.03.2017, 
протокол № 5223/1. Животных выводили из эксперимен-
та, помещая их в CO2-камеру (ZOONLAB, Германия).

Проводку материала для гистологических препара-
тов выполняли по стандартной методике и окрашивали 
гематоксилином и эозином. После приготовления се-
рийных парафиновых срезов толщиной 4–6 мкм осу-
ществляли их депарафинизацию, затем иммуногисто-
химическое окрашивание, для которого использовали 
кроличьи рекомбинантные поликлональные антитела 
к фактору роста эндотелия сосудов (VEGF A) изотипа 
IgG (Abcam, США).

Для морфометрического исследования структур сли-
зистой оболочки использовали программу AxioVision 
Rel 4.8 фирмы Carl Zeiss (Carl Zeiss MicroImaging, 
Германия). На каждом гистологическом срезе изучали 
по 50 полей зрения в зоне ожога при помощи микро-
скопа (Leica Microsystems, Германия): объектив ×40 
и ×90, окуляры ×10. В очаге поражения определяли 
плотность сосудов (количество подчитываемых со-
судов в 1 мм2 среза) микроциркуляторного русла со 
сладжем или тромбозом и неизмененных микрососудов 
в 1 мм2 среза; зону перикапиллярной диффузии (ЗПкД) 

with the burn and no treatment (group 2), with the burn and subsequent administration of p-tyrosol (group 3), 
and with the burn and subsequent administration of Lidocaine + Chamomile flower extract (group 4). 
Results. The animals of group 3 had the smallest values   of the altered vessels, the precapillary diffusion 
index and the Kernogan index on days 3, 7, and 12. On the contrary, the numerical density of the unchanged 
arterioles, venules, and capillaries was the greatest. VEGF expression was detected in group 3 on days 7 and 
12, and in group 4, on day 12, thus indicating a more intense angiogenesis.
Conclusion. On the background of p-tyrosol administration, there is an increased blood supply in the treated 
area due to the following factors: a growing density of unchanged microvessels, the germination of the ves-
sels in the treated area, and induced angiogenesis.
Keywords: p-tyrosol, Rhodiola rosea, mucous membrane of the lip, angiogenesis, antioxidant
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( площадь ткани, которую крово снабжает один капил-
ляр) как соотношение среднего диаметра капилляров 
к их удельной площади, индекс Керногана (ИК) (пока-
затель пропускной способности микроциркуляторного 
русла) как соотношение толщины сосудистой стенки 
артериол к радиусу их просвета. Интенсивность им-
муногистохимической окраски оценивали по шкале, 
рекомендованной МакКарти: 0 – нет окрашивания, 
1 – слабое окрашивание, 2 – умеренное окрашивание, 
3 – сильное окрашивание [8, 9]. 

Статистическую обработку проводили в программе 
Statistica 10.0 (StatSoft, США). Для проверки статисти-
ческих гипотез на характер распределения признака 
использовали критерий Колмогорова–Смирнова. При 
обработке полученных результатов использовали ме-
тоды описательной и непараметрической статисти-
ки. Исследуемые параметры описывали как медиану 
и квартили, Мe (Q1; Q3). При сравнении независимых 
выборок использовали критерий Краскала–Уоллиса 
с медианным тестом, для парных сравнений – кри-

терий Вилкоксона. Различия считали статистически 
значимыми при р<0,05. 

Результаты 
На 3-и сутки при гистологическом исследовании 

биоптатов слизистой оболочки губы во всех группах 
в месте щелочного ожога обнаруживались полное слу-
щивание эпителиального пласта и некроз соединитель-
ной ткани до подслизистого слоя. Подслизистая основа 
была отечна, с очагами воспалительной инфильтрации 
вокруг раны. Микрососуды на периферии раневого 
дефекта характеризовались полнокровием с явлени-
ями периваскулярной воспалительной инфильтрации, 
сочетающимся с гемодинамическими нарушениями 
в виде сладжа или тромбоза, что приводило к разви-
тию ишемии (рис. 1 A). Количественный анализ плот-
ности сосудов показал, что у животных с коррекцией 
п-тирозолом достоверно наблюдались наименьшие по-
казатели измененных сосудов по сравнению с крысами 
2-й и 4-й групп (табл.). 

Таблица | Table 
Морфометрическая характеристика микрососудов слизистой оболочки губы, М (Q1; Q3) | 

Morphometric characteristics of the lip mucosa vessels, М (Q1; Q3)

Параметр |  
Parameter

Сутки | 
Days

2-я группа | Group 2 3-я группа | Group 3 4-я группа | Group 4 Контроль | 
Control

Плотность измененных 
артериол | Density 
of changed arterioles 

3 5,3 (3,3; 5,6)*# 3,3 (3,1; 3,8)*& 4,9 (4,4; 5,1)*#

07 3,9 (2,9; 4,1)*# 2,6 (2,5; 2,9)*& 3,38 (3,1; 4,1)*#

12 2,4 (2,2; 2,8)*#& 0& 1,9 (1,4; 2,3)*#

Плотность неизмененных 
артериол | Density  
of unchanged arterioles

3 31,2 (29,8; 33,4)*#& 54,4 (48,9; 56,4)*& 37,7 (32,4; 41,2)*#
65,3  

(63,2; 65,6)
7 33,3 (29,8; 35,3)*# 56,6 (51,3; 61,2)*& 39,8 (37,2; 41,2)*#

12 39,5 (37,4; 43,2)*# 67,2 (64,3; 71,2)& 42,3 (39,9; 45,3)*#

Плотность измененных 
венул | Density of changed 
venules

3 14,2 (10,1; 18,2)*# 10,4 (9,8; 12,2)*& 12,2 (10,1; 14,3)*#

07 10,6 (9,9; 12,2)*# 5,6 (4,5; 6,1)*& 9,5 (9,1; 11,1)*#

12 6,5 (5,9; 7,1)*#& 0& 3,4 (3,2; 3,6)*#

Плотность неизмененных 
венул | Density of unchanged 
venules

3 51,4 (47,7; 53,3)*# 68,8 (64,3; 72,2)*& 54,4 (51,2; 62,3)*#
86,1  

(85,0; 89,2)7 53,4 (45,2; 55,6)*# 76,6 (70,1; 81,2)*& 56,6 (51,2; 61,2)*#

12 55,1 (53,4; 61,3)*#& 88,2 (79,2; 93,5)& 63,8 (56,6; 68,2)*#

Плотность открытых 
капилляров | Density 
of open capillaries 

3 110,2 (109,2; 121,2)*# 139,4 (133,4; 141,3)*& 119,2 (116,7; 131,4)*#
172,0  

(161,9; 179,0)7 113,4 (107,4; 121,6)*# 145,6 (134,2; 149,2)*& 124,4 (119,4; 128,8)*#

12 116,5 (111,6; 124,3)*#& 175,7 (164,3; 178,3)& 132,3 (122,2; 136,5)*#

Индекс Керногана | 
Kernogan index

3 1,21 (1,17; 1,25)*#& 0,81 (0,77; 0,83)*& 1,05 (0,99; 1,11)*#
0,58 

(0,49; 0,6)7 1,08 (0,96; 1,13)*# 0,72 (0,68; 0,77)*& 1,04 (0,97; 1,08)*#

12 0,86 (0,82; 0,88)*#& 0,6 (0,54; 0,62)& 0,71 (0,68; 0,73)*#

Зона перикапиллярной 
диффузии | Pericapillary 
diffusion zone

3 3,3 (3,31; 4,12)*# 4,9 (4,05; 5,56)*& 3,8 (3,3; 3,9)*#

6,1(5,7; 6,3)7 4,3 (4,02; 4,5)*# 5,5 (5,2; 5,9)#& 4,5 (4,23; 4,8)*#

12 4,8 (4,56; 5,46)*# 6,4 (5,7; 6,9)& 5,2 (4,9; 5,4)*#

Статистически значимые (p<0,05) отличия:* – от контрольной группы, # – от 3-й группы с п-тирозолом, & – от 4-й группы
Statistically significant (p<0.05): * – from the control group, # – from group 3, & – from group 4
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Рис. 1.  Слизистая оболочка губы крысы. 
 А – гистологическая картина, характерная для всех 

экспериментальных групп. 3-я группа. 3-и сутки 
исследования. В – гистологическая картина, характерная 
для всех экспериментальных групп. 4-я группа.  
7-и сутки исследования. С – 3-я экспериментальная 
группа. 7-е сутки. D – гистологическая картина, 
характерная для 2-й и 4-й экспериментальных групп. 
2-я экспериментальная группа. 12-е сутки.  
Е – 3-я экспериментальная группа. 12-е сутки 
исследования.

 N – некротические ткани, Т – тромбоз, Sl – сладж форменных 
элементов, I – воспалительная инфильтрация,  
GT – грануляционная ткань, CT – соединительная ткань,  
Ed – периваскулярный отек, V – венула, о – неизмененный 
сосуд, * – новообразованный сосуд грануляционной ткани.

 Окраска гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 1.  The mucous membrane of the rat lips.
 A – histological picture characteristic of all experimental groups. Group 3. Day 3. B – histological picture characteristic of all 

experimental groups. Group 4. Day 7. C – Group 3. Day 7. D – histological picture characteristic of groups 2 and 4. Group 2. 
Day 12. E – Group 3. Day 12.

 N – necrotic tissues, T – thrombosis, Sl – sludge of blood elements, I – inflammation infiltration, GT– granulation tissue, CT – connective tissue, 
Ed – perivascular edema, V – venule, o – unchanged vessel, * – newly formed vessel of granulation tissue.

 H&E stain, ×400
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В очаге поражения у группы животных с коррекци-
ей п-тирозолом ЗПкД была в 1,3 раза (р=0,035) выше, 
чем у животных 4-й группы, и в 1,5 раза (р=0,029) боль-
ше, чем во 2-й группе, но при этом в 1,3 раза меньше, 
чем в группе контроля (р=0,031). Индекс Керногана до-
стоверно был меньше – в 1,5 раза у животных 3-й груп-
пы по сравнению с таковым во 2-й группе (р=0,015) 
и в 1,3 раза, чем в 4-й.

На 7-е сутки у животных 3-й группы в подслизи-
стой основе губы была умеренно выражена отечность 
с единичными очагами воспалительной инфильтрации 
вокруг раны. Микрососуды по большей части были рас-
ширенными и запустевшими, у крыс 2-й и 4-й групп 
вокруг раны выявлялась выраженная воспалительная 
инфильтрация, просвет большинства сосудов был рез-
ко сужен из-за периваскулярного отека, наблюдались 
явления тромбоза и сладжа (рис. 1 В). У животных 
3-й группы в зоне ожога превалировало разрастание 
созревающей грануляционной соединительной ткани 
с новообразованными сосудами (рис. 1 С). У живот-
ных 4-й группы наблюдалось увеличение плотности 
измененных артериол и венул в 1,3 и 1,7 раза (р=0,023, 
р=0,025), соответственно, по сравнению с показателями 
животных 3-й группы. У животных 2-й группы значимо 
увеличивалась плотность измененных артериол и ве-
нул, в 1,5 и 1,9 раза (р=0,044, р=0,043), соответственно, 
по сравнению с аналогичным показателем животных 
3-й группы. Плотность капилляров на периферии де-
фекта в 3-й группе была в 1,2 и 1,3 достоверно больше, 
чем в 4-й и 2-й группах (р=0,033, р=0,022), соответ-
ственно, но в 1,2 раза значимо меньше, чем в 1-й группе 
(р=0,046) (табл.). 

Применение п-тирозола оказывало положительный 
эффект на состояние сосудов слизистой оболочки губы, 
что на уровне количественного анализа выражалось 
в увеличении плотности неизмененных артериол, венул 
и капилляров. Наблюдалось достоверное увеличение 
ЗПкД в 1,2 раза (р=0,033) и уменьшение ИК в 1,5 раза 
(р=0,044), соответственно, у животных 3-й группы по 
сравнению с животными, не получавшими лечение. 
При этом ЗПкД в 3-й группе достигала контрольных 
значений (р=0,077) (табл.). 

Интенсивность реакции с антителами к VEGF на 
7-е сутки во 2-й и 4-й группах была слабоположитель-
ной, в 3-й – умеренной (рис. 2 A, B).

К 12-м суткам эксперимента у животных 3-й группы 
в очаге поражения наблюдались активные процессы 
замещения грануляционной ткани на зрелую соеди-
нительную ткань с созреванием сосудов микроцир-
куляторного русла (рис. 1 D), в то время как у крыс  
2-й и 4-й групп обнаруживались обширные очаги гра-
нуляционной ткани (рис. 1 E).

У животных 2-й и 4-й групп сохранялись патологи-
ческие изменения сосудов в виде сладжа и тромбоза 
по периферии от экспериментальной области (рис. 1). 
Так, плотность открытых артериол и венул у живот-
ных с коррекцией п-тирозолом была в 1,6 и 1,4 раза 

(р=0,025, р=0,023), соответственно, выше показателей 
4-й группы и в 1,7 и 1,6 раза (р=0,039, р=0,033), соответ-
ственно, больше аналогичных показателей 2-й группы. 
Также в группе с коррекцией п-тирозолом наблюдались 
максимальные значения плотности капилляров, которая 
в 1,5 раза значимо превышала аналогичные значения во 
2-й и 4-й группах – в 1,5 и 1,3 раза (р=0,034, р=0,029), 
соответственно (табл.).

Важно отметить, что показатели плотности неизме-
ненных капилляров, измененных сосудов, ИК и ЗПкД 
в 3-й группе соответствовали показателям группы кон-
троля (р>0,05), в то время как во 2-й и 4-й группах эти 
показатели по-прежнему имели достоверные отличия 
с интактной слизистой оболочкой (р>0,05) (табл.). 
Кроме того, в 3-й группе исчез периваскулярный отек, 
практически не обнаруживались очаги воспалительной 
инфильтрации вокруг сосудов.

Реакция с антителами к VEGF была умеренной у жи-
вотных 2-й группы и сильной у крыс 3-й и 4-й групп 
(рис. 2 С, D).

Обсуждение
По результатам данного исследования выявлены 

следующие закономерности восстановления микро-
циркуляторного русла в условиях экспериментального 
стоматита. У животных 2-й и 4-й групп наблюдались 
выраженное снижение плотности неизмененных мик-
ро сосудов и увеличение плотности артериол и ве-
нул с явлениями сладжа, тромбоза по сравнению 
с показателями животных 3-й группы, в которой все 
подсчитываемые показатели достигали контроль-
ных значений на 12-е сутки исследования. Сохране-
ние данных патологических изменений во 2-й и 4-й 
группах на момент окончания исследования сви-
детельствовало о нарушении микроциркуляции и, 
как следствие, об ишемии тканей в области раневой  
поверхности.

В нашей работе полнокровные сосуды с признака-
ми сладжа и тромбоза, окруженные воспалительной 
инфильтрацией, обнаруживались преимущественно 
в группе без коррекции п-тирозолом, что соответствует 
данным уже опубликованных исследований, которые 
доказали наличие у вещества способности улучшать 
деформируемость эритроцитов и снижать агрегацию 
тромбоцитов, на фоне которой уменьшаются дистро-
фические и воспалительные изменения в слизистой 
оболочке губы [10–12]. Также известно, что ожоговая 
травма сопровождается появлением продуктов пери-
кисного окисления липидов [13], п-тирозол, в свою 
очередь, обладает антиоксидантной активностью [5], 
что способствует стабилизации клеточных мембран 
эндотелиоцитов [14].

В очаге поражения у группы животных с коррек-
цией п-тирозолом наблюдалась положительная дина-
мика восстановления косвенных показателей гемоди-
намики, таких как ЗПкД и ИК, которые к 12-м суткам 
полностью соответствовали значениям показателей 
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интактных крыс в отличие от животных других экс-
периментальных групп, что свидетельствовало о более 
высокой микроциркуляции и, как следствие, лучшем 
кровоснабжении регенерируемой поверхности у крыс 
3-й группы.

Патологические изменения в виде тромбоза и слад-
жа вызывают отечные явления в межклеточном про-
странстве и выраженный ацидоз, приводят к гипоксии 
тканей, которая на начальных этапах необходима для 
активации неоангиогенеза [15]. Основную роль в ре-
гуляции процессов пролиферации эндотелиоцитов 
и активации физиологического и патологического ан-
гиогенеза играет VEGF [16]. Он экспрессируется как 
эндотелиоцитами, так и клетками воспалительной ин-
фильтрации, особенно макрофагами [17].

Анализ экспрессии VEGF на 7-е сутки выявил сла-
боположительную реакцию у животных 2-й и 4-й групп 
и умеренную у животных 3-й группы, а на 12-е сутки 
умеренную у животных в группе без коррекции и силь-
ноположительную у крыс в группах с коррекцией 
п-тирозолом и лидокаином + экстракт ромашки аптеч-
ной. Следовательно, неоангиогенез более интенсивно 
протекал в группах с лечением, в частности п-тирозолом. 

Выявленные на 3-и, 7-е и 12-е сутки наименьшие 
показатели плотности измененных сосудов, восста-
новление косвенных показателей гемодинамики, 
таких как ЗПкД и ИК, и положительная реакция на 
VEGF на 7-е и 12-е сутки у животных с коррекцией 
п-тирозолом, вероятно, объясняются его антиокси-
дантными свойствами. 

Рис. 2.  Реакция на VEGF в эндотелиоцитах грануляционной ткани, докрашивание ядер гематоксилином.
 А – картина, характерная для 2-й и 4-й групп. 2-я группа. 7-е сутки. B – 3-я группа. 7-е сутки.  

С – 2-я группа. 12-е сутки. D – картина, характерная для 3-й и 4-й групп. 3-я группа. 12-е сутки.  
+ – слабое окрашивание, ++ – умеренное окрашивание, +++ – сильное окрашивание, отражающие степень экспрессии 
VEGF, ×900

Fig. 2.  Reaction to VEGF in endothelial cells of granulation tissue, staining of nuclei with hematoxylin.
 A – picture characteristic of groups 2 and 4. Group 2. Day 7. B – group 3. Day 7. C – group 2. Day 12.  

D – picture characteristic of groups 3 and 4. Group 3. Day 12. 
 + – weak staining, ++ – moderate staining, +++ – strong staining, reflecting the degree of VEGF expression, ×900
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Заключение
Выявлено, что использование п-тирозола на фоне 

экспериментального стоматита положительно влияет 
на сосудистый компонент слизистой оболочки, что 
проявляется в усилении кровоснабжения поврежден-
ной области за счет увеличения плотности неизме-
ненных микрососудов, снижения плотности сосудов 
со сладжем, стазом и тромбозом и усиления неоанги-
огенеза, отражением которого являлось увеличение 
экспрессии VEGF. 
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Реакция Iba-1+ и CD68+ макрофагов печени  
лабораторных крыс на двухмесячное поступление 
водорастворимого кремния 
Е.А. Григорьева1, В.С. Гордова2, В.Е. Сергеева1, А.Т. Смородченко3

1 ФГБОУ ВО Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова, Чебоксары, Россия
2 ФГАОУ ВО Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта, Калининград, Россия
3 Медицинская школа Берлина – Университет здоровья и медицины, Берлин, Германия

Резюме. Введение. Соединения кремния широко используются в промышленном производстве, по-
этому вероятность постоянного контакта человека с этим микроэлементом чрезвычайно высока. 
Изучение реакции макрофагов печени позволит получить новые данные об их возможном участии 
в воспалительном процессе, индуцированном поступающим с водой кремнием. Цель исследова-
ния – изучить реакцию Iba-1+ и CD68+ клеток печени лабораторных крыс на поступление кремния 
с питьевой водой в концентрации 10 мг/л в течение 2 месяцев.
Материалы и методы. Лабораторные крысы были разделены на две группы: контрольная (n=5) 
получала питьевую бутилированную воду ad libitum, опытная (n=5) – ту же самую воду, но с добав-
лением девятиводного метасиликата натрия (Na2SiO3 × 9 H2O) в концентрации 10 мг/л в пересчете 
на кремний, что соответствовало предельно допустимой, согласно СанПиН 2.1.4.1074-01 «Питьевая 
вода. Гигиенические требования к качеству воды централизованных систем питьевого водоснабжения. 
Контроль качества», действующим на момент проведения исследования. Животные были выведены 
из эксперимента через 2 месяца. Печень извлечена и фиксирована в 10% нейтральном формалине 
и залита в парафин по стандартному протоколу. Для выявления Iba1+ и CD68+ структур использовали 
иммуногистохимический и иммунофлуоресцентный методы с применением специфических антител. 
Результаты. Сравнительный анализ экспрессии двух маркеров макрофагов показал, что медиана площа-
ди Iba-1+ клеток в печени крыс опытной группы уменьшилась в 0,87 раза по сравнению с печенью крыс 
контрольной группы (р=0,000006). В печени крыс опытной группы возрастало количество как Iba-1+ 
(р=0,02), так и CD68+ клеток (р=0,01). Выявлены уменьшение интенсивности иммунофлуоресценции 
в Iba-1+ клетках печени крыс опытной группы (р=0,01) и увеличение ее в CD68+ клетках (р=0,27).
Заключение. Поступление водорастворимого кремния в концентрации 10 мг/л приводит к активации 
макрофагов печени за относительно небольшой срок воздействия (2 месяца). В связи с этим следует 
придать большее значение изучению вопроса безопасности соединений кремния в условиях их по-
стоянного поступления.
Ключевые слова: кремний, водорастворимые силикаты, печень, СD68-позитивные клетки,  
Iba-1-позитивные клетки, макрофаги, М1-поляризованные макрофаги
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Effect of a two-month water-soluble silicon intake on Iba1+  
and CD68+ liver macrophages in laboratory rats 
E.A. Grigoreva1, V.S. Gordova2, V.E. Sergeeva1, A.T. Smorodchenko3

1 IN Ulyanov Chuvash State University, Cheboksary, Russia
2 Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia
3 Medical School Berlin – University of Health and Medicine, Berlin, Germany

Abstract. Introduction. Silicon compounds are widely used in industrial production; therefore, people are 
highly likely to have constant contact with this element. Hepatic macrophages are crucial in maintaining 
homeostasis in the liver; thus, investigating their reaction can provide new information on their possible 
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Введение
Кремний является вторым по распространенности 

микроэлементом в природе. Среднесуточная доза крем-
ния, поступающего в организм человека, варьирует от 
10–24 до 140–204 мг в сутки и зависит от рациона пи-
тания и региона проживания. В настоящее время раз-
личные соединения кремния активно используются 
в косметическом, пищевом и фармацевтическом про-
изводстве. Следовательно, человек получает кремний 
не только в составе воды и пищевых продуктов, таких 
как злаковые, овощи, морепродукты, но и в составе пи-
щевых добавок, лекарственных препаратов и других 
веществ [1]. 

Кремний, поступающий в организм человека в со-
ставе разных его соединений, под воздействием соля-
ной кислоты желудка способен расщепляться до биодо-
ступной формы – ортокремниевой кислоты. Последняя 
обладает свойством диффундировать через мембраны 
эпителия слизистой оболочки кишечника и попадать 
в кровоток [2]. 

Макрофаги – многочисленная группа клеток, от-
личающихся друг от друга по онтогенезу, морфоло-
гии, распределению в тканях и функциям, трансфор-
мирующихся с дифференцированием в различные 
фенотипы, необходимые для иммунного ответа. Они 
играют важную роль в патогенезе многих заболеваний 
печени. Резидентными макрофагами печени являются 
клетки Купфера. В ответ на воздействие разных про-

воцирующих воспаление факторов макрофаги печени 
активируются, высвобождают цитокины и хемокины 
и привлекают циркулирующие в крови моноциты. В ре-
зультате этого происходит либо усугубление симптомов 
того или иного заболевания, либо, наоборот, активация 
репарации [3–5]. 

Изучение роли макрофагов в воспалении позволило 
разделить их на две противоположные по функциям по-
пуляции – М1 и М2, где М1-поляризованные макрофаги 
реализуют цитотоксичность, поддерживая воспаление, 
а М2-поляризованные ответственны за процессы ре-
парации [6, 7]. Фенотипически M1-поляризованные 
макрофаги экспрессируют MHC II клaсса, CD68, CD80, 
CD86 [8]. В то же время Iba-1-позитивные клетки могут 
менять поляризацию с М1 на М2 [9]. 

Антитело к белку Iba-1, относящемуся к кальций-
связывающим пептидам, обычно используется для 
идентификации клеток микроглии в тканях головного 
мозга. Тем не менее Iba-1-позитивные клетки выявля-
ются и в других тканях и органах, например в печени. 
При этом они, как правило, участвуют в процессах вос-
паления, миграции клеток, пролиферации и передачи 
сигнала посредством продукции цитокинов. Экспрессия 
Iba-1 и CD68 в разных клетках может отличаться. Бе-
лок Iba-1 обнаруживается на поверхности всех клеток 
моноцитарно-макрофагального происхождения, в том 
числе макрофагов, которые экспрессируют на своей по-
верхности CD163, CD16 и CD68. Известно, что средние 

participation in the inflammation induced by silicon supplied with water. The aim was to explore how Iba1+ 
and CD68+ liver cells in laboratory rats respond to the intake of silicon with drinking water at a concentra-
tion of 10 mg/l during two months.
Materials and methods. Laboratory rats were divided into 2 groups: the control group (n=5) received drink-
ing bottled water ad libitum, whereas the experimental one was given the same water with addition of 
sodium metasilicate nonahydrate (Na2SiO3 × 9 H2O) at a concentration of 10 mg/l in terms of silicon. This 
corresponded to the maximum allowable concentration, according to SanPiN 2.1.4.1074-01 in force at the 
time of the experiment. The animals were withdrawn from the experiment 2 months after had begun. The 
liver was removed and fixed in 10% neutral formalin and embedded in paraffin according to the standard 
protocol. Iba1+ and CD68+ structures were detected with immunohistochemical and immunofluorescence 
methods using specific antibodies.
Results. We compared the expression patterns of the two macrophage markers and detected that in the experi-
mental group, the median area of Iba1-positive cells in the livers of rats had a 0.87-time decrease compared to 
that in the control group (p=0.000006). The experimental group showed an increase in the number of Iba1+ and 
CD68+ cells (p=0.02 and p=0.01, respectively). We revealed that in the experimental group, immunofluorescence 
in Iba-1+ liver macrophages decreased (p=0.01), whereas that in CD68+ macrophages increased (p=0.27).
Conclusion. The intake of water-soluble silicon at a concentration of 10 mg/l activates liver macrophages 
in a relatively short period of exposure (two months). Therefore, the safety of silicon compounds in the 
conditions of their constant supply should be studied more thoroughly.
Keywords: silicon, water-soluble silicates, liver, CD68-positive cells, IBA1-positive cells, macrophages, 
M1-polarized macrophages
Сorresponding author: Evgeniia A. Grigoreva. E-mail: shgrev@yandex.ru
For citation: Grigoreva E.A., Gordova V.S, Sergeeva V.E., Smorodchenko A.T. Effect of a two-month water-
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размеры Iba-1-позитивных клеток печени могут умень-
шаться при воспалительных процессах этого паренхима-
тозного органа, в том числе их морфология коррелирует 
со стадиями фиброза печени. В то же время CD68 экс-
прессируется преимущественно только на поверхности 
активированных макрофагов [4, 10, 11]. Маркер CD68 – 
представитель семейства скавенджер-рецепторов, сле-
довательно, его экспрессия повышается на макрофагах, 
отвечающих за воспалительные стимулы [6]. 

В исследованиях H.L. Herd et al. выявлено, что 
наибольшее поглощение наночастиц кремнезема на-
блюдалось клетками печени, относящимися к М1-
поляризованным макрофагам [12]. Эксперимент с вну-
трибрюшным введением мезопористых наночастиц 
кремнезема (50 мг/кг) показал, что активированные 
клетки Купфера печени способны высвобождать ци-
токины (IL-1β, TNF-α), приводящие к развитию вос-
палительного процесса и образованию силикотических 
узелков в печени, подобно механизму развития сили-
коза легких [13]. 

Наши ранние гистологические исследования, свя-
занные с изучением реакции CD68+ клеток печени 
лабораторных крыс, получавших кремний с питьевой 
водой в течение 9 месяцев, показали, что хроническое 
поступление этого микроэлемента приводит к увели-
чению количества данных клеток в поле зрения, умень-
шению площади макрофагов за счет роста доли клеток 
малого размера, а также повышению экспрессии CD68 
на их поверхности [2].

Цель исследования – изучить реакцию Iba-1- 
и CD68-позитивных клеток печени лабораторных крыс 
на поступление кремния с питьевой водой в концентра-
ции 10 мг/л в течение 2 месяцев. 

Материалы и методы
Эксперимент проведен на лабораторных нелиней-

ных крысах – самцах 3-месячного возраста, содержав-
шихся в обычных условиях вивария при естественном 
освещении. Крысы были разделены на группы – кон-
трольную (n=5) и опытную (n=5). Первые получали 
питьевую бутилированную воду ad libitum в течение 
2 месяцев, вторые – ту же самую воду, но с добавлени-
ем девятиводного метасиликата натрия в концентрации 
10 мг/л в перерасчете на кремний. Данная концентра-
ция кремния в питьевой воде соответствовала пре-
дельно допустимой, согласно СанПиН 2.1.4.1074-01, 
действующим на момент эксперимента. Исследование 
проводилось в соответствии с Европейской конвенци-
ей о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях (Страс-
бург, 1986). Дизайн исследования одобрен этическим 
комитетом медицинского факультета Чувашского госу-
дарственного университета имени И.Н. Ульянова (про-
токол № 3 от 12.11.2021).

Через 2 месяца крысы были выведены из экспе-
римента путем цервикальной дислокации, после чего 
извлекалась печень, которую в дальнейшем фиксиро-

вали в 10% нейтральном формалине, обезвоживали 
и заливали в парафин по стандартной методике [2]. 
Для выявления Iba1+ и CD68+ структур использовали 
иммуногистохимический метод и непрямой иммуно-
флуоресцентный метод с применением специфических 
антител (АТ): первичные (кроличьи АТ против белка 
Iba-1 (1:500, Wako, Япония) и мышиные АТ против 
белка CD68 (1:500, Abcam, Великобритания); вторич-
ные (биотилинированные АТ (1:500, goat anti-rabbit 
IgG, goat anti-mouse IgG, Vector Laboratories, США) 
и АТ с флуоресцентной меткой (1:500, goat anti-rabbit 
IgG (H+L) Alexa 594, goat anti-mouse IgG (H+L) Alexa 
488, Thermo Fischer Scientific, КНР). Парафиновые 
срезы толщиной 6 мкм приготовлены с помощью 
микротома Leica SM2010 (Leica Biosystems, Герма-
ния) и депарафинированы. Демаскирование антигена 
проводили путем кипячения срезов в 1% цитратном 
буфере в течение 10 минут с последующим охлаж-
дением их до комнатной температуры. Эндогенную 
пероксидазную активность подавляли в 3% растворе 
перекиси водорода в течение 30 минут. После этого 
препараты трехкратно промывали в 0,1 М фосфатном 
буфере. Блокирование неспецифического связывания 
АТ осуществляли с помощью инкубации срезов в тече-
ние 60 минут с 10% козьей сывороткой при комнатной 
температуре. Для иммуногистохимического окрашива-
ния инкубацию с первичными АТ проводили в течение 
18 часов при +4°C, со вторичными АТ – 60 минут при 
комнатной температуре. Потом срезы обрабатывали 
авидин-пероксидазным комплексом (ABC Standard, 
Vector Laboratories, США). Далее проводили инкуба-
цию с 3,3-диаминобензидин тетрахлоридом (Sigma-
Aldrich, США), придававшим детектирующимся 
структурам темно-коричневый цвет. Для непрямого 
иммуно флуо ресцентного анализа срезы были инку-
бированы с теми же первичными АТ, но в качестве 
вторичных использовались АТ с флуоресцентной 
меткой (60 минут при комнатной температуре). По-
сле очередного трехкратного промывания в 0,1 М 
фосфатном буфере срезы были покрыты покровным 
стеклом и хранились в темноте при температуре +4°C 
до микроскопического исследования.

Флуоресцентную микроскопию проводили с помо-
щью микроскопа BX51 Olympus microscope (Olympus, 
Япония). Для подсчета маркированных иммуногисто-
химическим методом Iba-1- и CD68-позитивных клеток, 
измерения площади, занимаемой ими на микрофото-
графиях (площадь микрофотографии = 93119,06 мкм2), 
использовали микроскоп МИКМЕД-6 (АО «ЛОМО», 
Россия) при увеличении объектива ×40 и цифро-
вой камеры с программным обеспечением MU1000 
(AmScope, США). Интенсивность флуоресценции из-
меряли с применением программы ImageJ [14, 15]. 

Статистическую обработку данных проводили 
в программе Statistica 7.0. Площадь Iba-1 и CD68-
позитивных клеток распределяли автоматически на 
десять категорий на гистограмме. Среди них выделя-
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ли три наиболее многочисленные категории: малые, 
средние и большие макрофаги. Площадь клеток, со-
ставляющих правый хвост гистограммы, объединяли 
в группу очень больших макрофагов. Кроме того, для 
определения формы измеряемых клеток была исполь-
зована методика, апробированная на ядрах клеток [16]. 
Базируясь на этом методе, были измерены коэффициент 
формы (КФ) (КФ = 4 × π × Sя/Pя2) и индекс контура 
(ИК) клетки, отражающий рельеф его поверхности  
(ИК = Pя/√Sя, где Sя – площадь клетки, Pя – периметр 
клетки). При этом круг имеет коэффициент формы, ко-
торый равняется 1, и индекс контура – 3,54. 

Полученные в ходе измерения выборки проверя-
ли на нормальность распределения с использованием 
критериев Шапиро–Уилка и Колмогорова–Смирнова. 
В случае нормального распределения изучаемого при-
знака данные представляли как среднюю арифмети-
ческую со стандартной ошибкой среднего значения, 
в виде M±m. Статистическую значимость отличий 
определяли с помощью t-критерия Стьюдента для не-
зависимых выборок. При ненормальном распределе-
нии выборок данные представлялись как медиана (Me) 
и интерквартильный размах (Q1; Q3). В этом случае для 
определения статистической значимости использовали 
U-критерий Манна–Уитни. Различия в обоих случаях 
считали статистически достоверными при р<0,05. 

Результаты
Микроскопическое изучение печени крыс контроль-

ной и опытной групп, находившихся в эксперименте 

в течение 2 месяцев, показало, что морфологическая 
картина изучаемого органа в обеих эксперименталь-
ных группах не сильно отличалась. Обращало на себя 
внимание некоторое расширение центральных вен пе-
ченочных долек в печени крыс опытной группы. 

Iba-1+ и CD68+ клетки при иммуногистохимиче-
ском окрашивании имели разную степень интенсивно-
сти коричневой окраски и разную форму (от округлой 
до вытянутой с отростками). Они располагались около 
центральных вен печеночных долек, между печеноч-
ными балками и в области портальных трактов. При 
визуальном осмотре микрофотографий было отмече-
но, что в печени крыс опытной группы Iba-1+ клетки 
имели преимущественно светло-коричневую окраску, 
следовательно, интенсивность реакции в этих клет-
ках по сравнению с контрольной группой была ниже. 
Iba-1+ клетки в сравнении с CD68+ клетками имели 
визуально бóльшие размеры и были более отростча-
тыми (рис. 1). 

Результаты морфометрии подтвердили наши визу-
альные наблюдения (табл. 1). Так, медиана площади 
Iba-1+ клеток в печени крыс опытной группы умень-
шилась в 0,87 раза (p=0,000006), а медиана их пери-
метра – в 0,96 раза (p=0,08). Распределение клеток по 
площади на малые, средние, большие и очень большие 
выявило, что среди Iba-1+ клеток наблюдается увели-
чение доли малых и средних, а также статистически 
значимое уменьшение доли больших по размеру кле-
ток (р=0,03) (табл. 2). Медиана площади CD68+ клеток 
печени крыс опытной группы в сравнении с контроль-

Таблица 1 | Table 1
Сравнение количественных и качественных характеристик Iba-1+ и СD68+макрофагов печени лабораторных крыс | 

Comparison of quantitative and qualitative characteristics of Iba1+ and CD68+ liver macrophages in laboratory rats 

Параметры |  
Parameters

Iba-1+ макрофаги | Iba1+ macrophages СD68+ макрофаги | СD68+ 
macrophages

контрольная 
группа |  

control group

опытная группа |  
experimental group

контрольная 
группа | control 

group

опытная группа |  
experimental group

Площадь макрофагов, мкм2 |  
Area of macrophages, µm2

43,44  
(26,61; 69,83)

37,87  
(23,33; 58,95)*

29,95  
(17,69; 47,30)

29,85  
(18,23; 48,36)

Периметр макрофагов, мкм | Perimeter  
of macrophages, µm

28,61  
(20,21; 41,01)

27,50  
(19,65; 38,43)*

22,88  
(15,44; 31,69)

21,87  
(15,75; 29,89)

Площадь, занимаемая макрофагами, 
относительно площади 
микрофотографии, % |  
Area occupied by macrophages relative 
to the area of photographs, %

1,23  
(0,94; 1,95)

1,43  
(1,23; 1,90)

1,01  
(0,90; 1,18)

1,25  
(0,95; 1,85)*

Индекс контура клетки | Cellular contour 
index

4,34  
(3,93; 4,89)

4,48  
(4,07; 5,00)*

4,19  
(3,68; 4,59)

3,99  
(3,67; 4,30)*

Коэффициент формы клетки | Cellular 
form 

0,66  
(0,52; 0,81)

0,63  
(0,50; 0,75)*

0,71  
(0,59; 0,92)

0,79  
(0,31; 1,31)*

* статистически значимые различия p<0,05
* significant differences at p<0.05
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Рис. 1.  Iba-1+ и CD68+ клетки печени лабораторных крыс, выявленные иммуногистохимическим методом, ×400. 
 А, В – Iba-1+ клетки печени крыс, С, D – CD68+ клетки печени крыс. А, C – печень крыс контрольной группы.  

B, D – печень крыс опытной группы
Fig. 1.  Iba1+ and CD68+ rat liver cells detected by immunohistochemistry, ×400. 
 A, B – Iba1+ rat liver cells, С, D – CD68+ rat liver cells. A, C – livers of the rats from the control group.  

B, D – livers of the rats from the experimental group

ной практически не изменялась (р=0,63). Отмечено не-
большое увеличение доли макрофагов очень больших 
размеров. Уменьшалось значение медианы периметра 
клеток в 0,95 раза (p=0,10). При определении коэффи-
циента формы и индекса контура клеток выявлено, 
что CD68+ макрофаги крыс опытной группы имели 
наиболее приближенные показатели к значениям иде-
ального круга. 

Среднее количество Iba-1+ и CD68+ клеток пече-
ни крыс на микрофотографию составило 26,38±0,62 
и 26,53±1,75 для контрольной группы, 34,24±2,59 

и 32,87±1,64 для опытной. Следовательно, наблюдалось 
возрастание Iba-1+ клеток в 1,29 раза (p=0,02), CD68+ 
клеток в 1,32 раза (p=0,01) в печени крыс опытной груп-
пы. Медиана площади, занимаемой Iba-1+ и CD68+ ма-
крофагами, относительно площади микрофотографии 
увеличивалась в 1,16 (р=0,38) и 1,23 (р=0,01) раза, со-
ответственно. 

С помощью программы ImageJ была замерена ин-
тенсивность иммунофлуоресценции каждой Iba-1+ 
и CD68+ клетки отдельно. Выявлено уменьшение ин-
тенсивности иммунофлуоресценции в Iba-1+ клетках 

А B

DC



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 13  № 1  2024 55

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Таблица 2 | Table 2
Распределение популяций Iba1+ и CD68+ макрофагов по размеру клеток, % |  

Distribution of Iba1+ and CD68+ macrophage populations by cell size, % 

Размеры макрофагов |  
Macrophage sizes 

Площадь, 
мкм2 | 

Area, µm2

Доля Iba-1+ макрофагов |  
Proportion of Iba1+ 

macrophages Площадь, 
мкм2 | 

Area, µm2

Доля СD68+ макрофагов |  
Proportion of CD68+ 

macrophages

контрольная 
группа, % | 

control group, 
%

опытная 
группа, % | 
experimental 

group, %

контрольная 
группа, % | 

control group, 
%

опытная 
группа, %| 

experimental 
group, %

Малые макрофаги | Small 
macrophages 

4,45–35,46 39 47 1,85–19,79 30 28

Средние макрофаги | Medium 
macrophages

35,46–66,48 33 36 19,79–37,73 33 35

Большие макрофаги | Large 
macrophages 

66,48–97,49 17 11* 37,63–55,67 20 18

Очень большие макрофаги |  
Very large macrophages 

>97,49 11 6 >55,67 17 19

* статистически значимое различие между контрольной и опытной группами p=0,03
* significant differences between the control and experimental groups at p=0.03

(красная флуоресценция) печени крыс опытной груп-
пы в 0,89 раза (p=0,01) и увеличение ее в CD68+ струк-
турах (зеленая флуоресценция) в 1,05 раза (p=0,27). 
Полученные данные были представлены в виде графи-
ков, построенных с использованием плагина Graphics 
RGB Profile Plot программы ImageJ по микрофото-
графиям препарата печени крыс контрольной и опыт-
ной групп с одновременной реакцией на Iba-1 и CD68 
(рис. 2).

Обсуждение
При сравнении наших предыдущих результатов [2], 

полученных при изучении реакции CD68+ клеток пе-
чени лабораторных крыс в эксперименте с поступле-
нием кремния в течение 9 месяцев, были выявлены 
некоторые схожие реакции, а именно увеличение ко-
личества CD68+ клеток в поле зрения у крыс опыт-
ной группы. Площадь CD68+ клеток печени крыс, 
находившихся в эксперименте в течение 9 месяцев, 
была несколько больше, чем у крыс, находивших-
ся в эксперименте 2 месяца. Мы предполагаем, что 
данные различия отчасти связаны как с возрастными 
особенностями животных, так и с длительностью воз-
действия водорастворимого кремния. Например, в ис-
следованиях макрофагов перитонеальной жидкости 
мышей разных возрастных групп выявлены увели-
чение содержания липофусцина с возрастом и усиле-
ние окислительных процессов в организме животных, 
в которых фагоциты играют ключевую роль, способ-
ствуя иммуностарению [17]. 

Известно, что макрофаги, экспрессирующие Iba-1, 
способны также экспрессировать CD68 [11]. Наши ре-
зультаты показывают, что медиана последних входит 
в состав доли Iba-1+ макрофагов малых размеров, а 
квартильный размах (Q1; Q3) – в долю малых и средних 
по размеру. Это же подтверждает коэкспрессия красной 
(Iba-1) и зеленой (CD68) флуоресценции в одних и тех 
же клетках (рис. 2 A, B). Увеличение среднего количе-
ства Iba-1+ и CD68+ клеток в печени крыс опытной 
группы, скорее всего, происходит за счет привлечения 
из циркулирующей крови моноцитов, что вполне объ-
ясняет также увеличение доли Iba-1+ клеток малого 
размера и уменьшение их медианы площади. Графи-
ки интенсивности флуоресценции Iba-1+ и CD68+ 
структур печени крыс (рис. 2 С, D) наглядно показы-
вают усиление интенсивности флуоресценции CD68 
и уменьшение интенсивности флуоресценции Iba-1 
в печени крыс опытной группы. Возможно, что некото-
рые макрофаги с коэкспрессией из-за развивающегося 
воспалительного процесса в печени в большей степени 
экспрессируют маркер CD68 на своей поверхности, 
перекрывающий флуоресценцию Iba-1. Известно, что 
наночастицы кремнезема могут вызывать активацию 
клеток Купфера и способствовать высвобождению 
ими воспалительных цитокинов (TNF-α, IL-1β) [13]. 
Hаблюдаемые изменения, в целом, подтверждают наши 
предположения об активации CD68+ макрофагов, кото-
рые, в свою очередь, способны индуцировать воспали-
тельный процесс. Исходя из сведений о том, что Iba-1+ 
клетки могут менять свою поляризацию и могут быть 
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как М1-поляризованными, так и М2-поляризованными 
макрофагами [9], вполне вероятно, что Iba-1+ клетки, 
не экспрессирующие CD68, участвуют в процессах 
репарации печени или также поддерживают воспа-
лительный процесс, но уже в коэкспрессии с другим 
маркером [18]. 

Заключение
Поступление кремния с питьевой водой в течение 

2 месяцев в концентрации 10 мг/л приводит к увели-
чению количества Iba-1+ и CD68+ макрофагов печени 
лабораторных крыс и уменьшению площади Iba-1+ ма-
крофагов за счет увеличения доли малых макрофагов; 
вызывает изменение интенсивности иммунофлуорес-
ценции Iba-1+ и CD68+ клеток в сторону уменьшения 
реакции на Iba-1 и, напротив, увеличение реакции на 
CD68. Обнаруженные нами изменения свидетельству-
ют о том, что водорастворимый кремний приводит к ак-

тивации макрофагов, а значит, и иммунной системы 
даже при относительно небольшом сроке (2 месяца) 
воздействия. Следовательно, водорастворимые формы 
кремния, так же, как и наночастицы кремнезема, могут 
оказывать провоспалительное действие. 
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Рис. 2.  A, B – иммунофлуоресценция Iba-1+ и CD68+ клеток печени крыс. ×400. Iba-1 – красная флуоресценция; CD68 – зеленая 
флуоресценция. C, D – графики интенсивности флуоресценции Iba-1+ и CD68+. Красная линия графика отображает 
интенсивность иммунофлуоресценции Iba-1+ клеток, зеленая линия – CD68+ клеток. 

 А, С – печень крыс контрольной группы. В, D – печень крыс опытной группы
Fig. 2.  A, B – immunofluorescence of Iba1+ and CD68+ rat liver cells. ×400. Iba1 – red fluorescence; CD68 – green fluorescence.  

C, D – fluorescence intensity plots for Iba1+ and CD68+. The intensity of immunofluorescence of Iba1+ cells (red line),  
CD68+ cells (green line).

 A, C – livers of the rats from the control group. B, D – livers of the rats from the experimental group
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Гиперплазия эндометрия: патогенетические лечебные подходы 
(экспериментальное исследование)
Н.И. Волоцкая1, Т.П. Макалиш1, Г.И. Подгорный2, М.А. Кальфа1,  
Н.С. Прасолов1, А.В. Кубышкин1, Е.П. Коваленко1, Е.Ю. Зяблицкая1

1  Ордена Трудового Красного Знамени Медицинский институт имени С.И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский федеральный 
университет имени В.И. Вернадского», Симферополь, Россия

2  ГБУ РО «Городская больница № 6» в г. Ростове-на-Дону, Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Введение. Высокая частота встречаемости гиперплазии эндометрия, удобство ее модели-
рования и морфологической диагностики ставят важную задачу экспериментальной медицине по 
разработке способов ее патогенетической коррекции. Цель работы – провести комплексное иммуно-
морфологическое исследование при гиперплазии эндометрия на фоне избытка эстрогенов, подобрать 
патогенетическую терапию и оценить ее эффективность.
Материалы и методы. В исследовании использовали лабораторных крыс Вистар (n=45), которых раз-
делили на контрольную (n=5) и экспериментальную (n=40) группы. Нами создана и морфологически 
верифицирована модель гиперплазии эндометрия при овариэктомии и трансдермальном введении 
эстрогенов. В экспериментальной группе выполнена коррекция индолом, мелоксикамом и полиок-
сидонием. При иммуногистохимическом изучении экспрессии маркеров пролиферации, апоптоза, 
различных пулов иммунных клеток, фактора роста сосудов были получены данные о механизмах 
развития гиперплазии. 
Результаты. В данной модели иммунофенотипические изменения отличаются в отделах для вы-
нашивания (рог матки) и изгнания плода (аналог шейки матки женщины). Выявлены разно нап-
равленные нарушения клеточного цикла эпителиоцитов и топографии иммунокомпетентных клеток. 
Мелоксикам нормализует большинство данных показателей – число иммунокомпетентных клеток, 
кинетику клеточных популяций, индол оказывает антиэстрогенный эффект, увеличивает экспрес-
сию рецепторов к прогестерону, а полиоксидоний менее эффективен в коррекции гиперплазии 
эндометрия.
Заключение. Динамика экспрессии изученных маркеров может быть рекомендована для диагностики 
гиперплазии, а выявленные эффекты лекарственных препаратов для комплексной патогенетической 
терапии.
Ключевые слова: гиперплазия эндометрия, иммуноморфология, воспаление, диагностика, лечение
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Endometrial hyperplasia: pathogenetic therapeutic approaches 
(experimental study)
N.I. Volotskaya1, T.P. Makalish1, G.I. Podgorny2, M.A. Kalfa1,  
N.S. Prasolov1, A.V. Kubyshkin1, E.P. Kovalenko1, E.Yu. Zyablitskaya1

1 Order of the Red Banner of Labor S.I. Georgievsky Medical Institute, V.I. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Russia
2 Rostov-on-Don City Hospital No. 6, Rostov-on-Don, Russia

Abstract. Introduction. The high incidence of endometrial hyperplasia and the convenience of its model-
ing and morphological diagnosis pose an important task for experimental medicine to develop methods 
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Введение
За несколько десятилетий частота встречаемости 

патологии эндометрия многократно возросла. Преиму-
щественно это гиперплазия эндометрия (ГЭ) и реже 
рак [1, 2]. На наш взгляд и по мнению экспертов, есть 
прямая связь ГЭ с ограничением рождаемости, бло-
кирующим фертильность и полные гормональные 
репродуктивные циклы женщин, а также с поступле-
нием эстрогенов извне, избыточным весом, нездоро-
выми алиментарными привычками, усугубляющими 
гиперэстрогению, поступлением провоспалительных 
цитокинов, что особенно остро проявлено в стадии ме-
нопаузального перехода [3–6] и при нарушениях систем 
генов и кодируемых ими белков [7].

По данным, полученным в нашей клинической мор-
фологической лаборатории и опубликованным други-
ми авторами, атипическая ГЭ связана с хроническим 
воспалением и ростом экспрессии CD45 [4, 8], уходом 
клеток от иммунного надзора и ингибированием их 
программируемой гибели через FAS-рецепторы, что 
приводит к бесконтрольной пролиферации в условиях 
нарушения репарации ДНК [9]. Клетки базального слоя 
эндометрия получают стимулы к делению [10] гипер-
продукцией эстрогенов и индукцией ангиогенеза, что 
на фоне недостаточности прогестерона стимулирует 
развитие ГЭ и рака [11]. Диагноз «гиперплазия эндо-
метрия» верифицируют морфологически при наличии 
разрастания эндометриальных желез, роста железис-
то-стромальных соотношений, высоты эпителиоцитов 
в железах [12]. Прогнозирование течения ГЭ проводят 

на основании выраженности клинических проявлений, 
степени морфологических изменений, наличия ядер-
ной атипии [13–15]. 

Высокая частота встречаемости ГЭ, удобство мор-
фологической диагностики, доступность эксперимен-
тальных моделей [16], патогенетической коррекции 
ГЭ и профилактики развития рака явились стимулом 
выполнения этой работы для решения задач медицины, 
прежде всего амбулаторного звена.

Цель работы – провести комплексное иммуномор-
фологическое исследование при ГЭ на фоне избытка 
эстрогенов, подобрать патогенетическую терапию 
и оценить ее эффективность.

Материалы и методы
Исследования выполнены в центральной научно-

исследовательской лаборатории и виварии Медицин-
ского института имени С.И. Георгиевского Крымского 
федерального университета имени В.И. Вернадского, 
подтвердившего приемлемость исследований с биоэти-
ческих позиций. Содержание и использование живот-
ных соответствовали Закону РФ от 14.05.1993 № 4979-1 
«О ветеринарии», Правилам проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных, Конвен-
ции Совета Европы о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или в иных научных 
целях (Страсбург, 1986). На проведение исследования 
получено разрешение комитета по этике  Медицинского 
института имени С.И. Георгиевского Крымского фе-
дерального университета имени В.И. Вернадского 

for its pathogenetic correction. The paper aimed to conduct a comprehensive immunomorphological study 
for endometrial hyperplasia against the background of excessive estrogens, select pathogenetic therapy, and 
evaluate its effectiveness.
Materials and methods. We used laboratory Wistar rats (n=45), which were divided into the control (n=5) 
and experimental (n=40) groups. We created and verified a model of endometrial hyperplasia during ovari-
ectomy and transdermal administration of estrogens. In the experimental group, the correction with indole, 
meloxicam, and polyoxidonium was performed. Immunohistochemical study of the expression of proliferation 
markers, apoptosis, various pools of immune cells, and vascular growth factor provided data on hyperplasia 
development mechanisms.
Results. In this model, immunophenotypic changes differ in the parts responsible for gestation (the uterine 
horn) and expulsion of the fetus (analogous to the human cervix). Divergent disruptions of the cell cycle of 
epithelial cells and the topography of immunocompetent cells were revealed. Meloxicam normalizes most 
of these indicators (the number of immunocompetent cells and the kinetics of cell populations); indole has 
an antiestrogenic effect and increases the expression of progesterone receptors; and polyoxidonium is less 
effective in the correction of endometrial hyperplasia.
Conclusion. The dynamics of the expression of the studied markers can be recommended for diagnosis, 
whereas the identified effects of drugs can be used for complex pathogenetic therapy.
Keywords: endometrial hyperplasia, immunomorphology, inflammation, diagnosis, treatment
Corresponding author: Evgenia Yu. Zyablitskaya. E-mail: evgu79@mail.ru
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( протокол № 4 от 12.04.2022). Все болезненные манипу-
ляции (оперативное вмешательство при овариэктомии 
и выведение из эксперимента методом декапитации) 
выполнены под эфирным наркозом.

Эксперимент проведен на 45 зрелых самках белых 
крыс линии Вистар весом 170–190 граммов, являю-
щихся полиэстральными животными. После адапта-
ции с контролем цикла по картине вагинальных мазков 
с целью гормональной стандартизации и исключения 
воздействия эндогенных гормонов в лютеиновую 
фазу у 40 крыс провели билатеральную овариэкто-
мию с применением анестезии поясничным доступом 
в ди эструсе. Контрольную группу составили 5 самок 
крыс после ложной овариэктомии (разрез без удале-
ния яичника). Модель гиперэстрогении создали у жи-
вотных с удаленными яичниками путем ежедневного 
введения эстрогенов через кожу живота курсом дли-
тельностью 4 недели в виде аппликации геля, содер-
жащего эстрадиол 0,1% из расчета 1 мг на 1 кг веса. 
Этот способ введения безболезненный и удобен для  
эксперимента. 

Гель наносили лопаточкой на кожу живота площа-
дью 4 см2 и втирали пальцем в виниловой перчатке. 
Животные не слизывали гель, он впитывался под кожу. 
Исходя из расчета, наносили около 0,2 мг эстрадиола, 
что является большой дозой, эффективной для созда-
ния модели гиперэстрогении.

Отмечен комплекс прямых морфологических и фи-
зиологических эффектов гиперэстрогении: 1) у крыс 
экспериментальной группы на основании цитологии 
вагинальных мазков со второй недели введения эстра-
диола выявлена персистенция эструса, 2) при операции 
и выведении из эксперимента визуально толщина ма-
точных рогов в несколько раз превосходила контроль-
ные показатели, 3) на тканевом уровне это проявлено 
морфометрическими признаками увеличения соотно-
шения площади желез к строме. На наш взгляд, эти 
данные подтверждают эффективность модели и явля-
ются более значимыми по сравнению с определением 
уровня гормонов в крови крыс. 

Далее животных экспериментальной группы ран-
домно и поровну разделили на четыре подгруппы по 
10 особей в каждой, в одной из которых не выполняли 
лечебные мероприятия, а в трех дифференцированно 
проводили патогенетическую коррекцию ГЭ тремя 
способами: 1) нестероидным противовоспалительным 
препаратом избирательным ингибитором циклоокси-
геназы-2 (внутримышечное введение раствора мелок-
сикама 0,02 мг 1 раз в сутки на протяжении 7 дней); 
2) иммуномодулятором азоксимера бромидом (полиок-
сидоний в таблетках по 0,08 мг энтерально через зонд 
2 раза в сутки на протяжении 14 дней); 3) растительной 
биологически активной добавкой с антиэстрогенной 
и антиоксидантной активностью (индол форте в кап-
сулах энтерально через зонд 1 раз в сутки на протяже-
нии 14 дней). Препараты дозировали путем пересчета 
дозы человека на массу тела крысы. Таким образом, 

сформированы две группы: крысы контрольной группы 
в фазе эструса (n=5) и экспериментальная группа ГЭ, 
которая включала четыре подгруппы: без терапевти-
ческой коррекции (n=10) и три подгруппы с коррек-
цией – мелоксикам (n=10), полиоксидоний (n=10), 
индол (n=10). Животных выводили из эксперимента с 
помощью декапитации под эфирным наркозом спустя 
4 недели (4 недели – введение эстрогенов, из которых 
2 последние недели – введение индола и полиоксидо-
ния, а мелоксикама – последние 7 дней).

Для гистологического исследования выполняли 
фиксацию, проводку, заключение в парафин. Пропи-
тывание тканей парафином осуществляли в гистопро-
цессоре Logos (Millestone, Италия). Изготавливали па-
рафиновые мультиблоки, позволяющие монтировать на 
стекло фрагменты тканей крыс разных групп соглас-
но схеме расположения. Стандартизация обеспечена 
равной глубиной заливки, погружением идентичных 
участков и анализом контрольных образцов. Готовили 
срезы толщиной 4 мкм, которые окрашивали гемато-
ксилином и эозином по стандартным методикам.

Иммуногистохимию (ИГХ) выполняли согласно ре-
комендованным протоколам. Преаналитический этап 
проводили в соответствии с требованиями молеку-
лярной иммунодиагностики [17]. Постановку реакции 
ИГХ осуществляли в полуавтоматическом иммуноги-
стостейнере Bond-MAX (Leica Microsystems, Германия) 
с использованием режимов демаскировки и инкубации, 
рекомендованных производителями антител к эстроге-
ну (ER), прогестерону (PR), Ki-67, FAS, Bcl-2, VEGF, 
CD4, CD8, CD138. Протокол окрашивания включал де-
парафинизацию, блокировку эндогенной пероксидазы, 
детекцию продуктов реакции с помощью системы Bond 
Polimer Refine Detection (Leica Biosystems, Германия). 
Препараты сканировали на микроскопе Aperio CS2 
(Leica, Microsystems, Германия) и оценивали реакцию 
при помощи программного обеспечения Aperio Image 
Scope v.11.0.3. 

Подсчитывали высоту эндометрия и эпителиаль-
ных клеток в железах, соотношение площади желез 
и стромы, их дилатацию и клеточную инфильтрацию. 
Методом ИГХ определяли экспрессию рецепторов к 
прогестерону и эстрогену с маркерами ER (клон 6F11 
в разведении 1:100, Leica Biosystems, Германия), PR 
(клон 16 в разведении 1:100, Leica Biosystems, Герма-
ния), пролиферативную активность клеток эндомет-
рия – маркером G-фазы митоза Ki67 (клон MM1 в раз-
ведении 1:50, Leica Biosystems, Германия), состояние 
систем апоптоза с антителами к FAS-рецептору (клон 
133619 в разведении 1:200, Abcam, США) и антиапоп-
тотическому белку Bcl-2 (клон BCL-2/100/D5 в разве-
дении 1:200, Leica Biosystems, Германия), активность 
ангиогенеза с маркером VEGF (клон RB-9031-P1 в раз-
ведении 1:200, Thermo Scientific, США), а воспаления – 
с лимфоцитарными маркерами CD4 (клон 4B12, RTU, 
Leica Biosystems, Германия), CD8 (клон 4B11, RTU, 
Leica Biosystems, Великобритания), CD138 (клон MI15, 
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RTU, Leica Biosystems, Германия), CD20 (L26 в разве-
дении 1:100, Leica Biosystems, Германия).

Оценивали интенсивность реакции при 20-кратном 
увеличении в 10 полях зрения отдельно в строме эн-
дометрия и в железистых клетках в теле матки и роге. 
Для Bcl-2, FAS, VEGF, ER, PR, Ki67 интенсивность 
реакции оценивали в баллах по шкале: 0 – отсутствие, 
1+ – 0–25% клеток имеют позитивное окрашивание, 
2+ – 25–75% и 3+ – более 75%. Для CD4, CD8, CD20, 
CD138 подсчитывали количество позитивных клеток 
на 1 мм2 среза. 

Статистическую обработку данных выполнили с ис-
пользованием программного обеспечения Statistica 10.0 
(StatSoft, США) после оценки нормальности распреде-
ления признака с помощью критерия Шапиро–Уилка 
или t-критерия Стьюдента. Для определения различий 
между экспериментальной и контрольной группами 
применяли непараметрический метод по U-критерию 
Манна–Уитни. Для сравнения относительных показа-
телей в независимых выборках применяли критерий 
ꭓ2 Пирсона с поправкой на непрерывность Йейтса. 
Поскольку распределение признаков в группе отлича-
лось от нормального, данные статистики представлены 
в виде медианы и первого и последнего квартилей Me 
(Q1; Q3). При нормальном распределении признака 
данные представляли как среднее значение и средне-
квадратическое отклонение (M±SD).

Результаты 
Статистически значимое увеличение железисто-

стромальных соотношений (рост железистого компо-

нента при p<0,05), увеличение высоты эпителиальных 
клеток в железах (р<0,001) и высоты просветных эпи-
телиальных клеток (p<0,05) в роге матки в экспери-
ментальной группе с моделируемой ГЭ без коррекции 
в сравнении с нормальным пролиферативным эндо-
метрием верифицирует адекватность созданной моде-
ли ГЭ (табл. 1). 

В аналитической части работы оценивали экспрес-
сию рецепторов, регуляторных белков, маркеров диф-
ференцировки лимфоцитов в доминантном правом роге 
матки (аналог тела матки женщины – место плацентации 
и вынашивания потомства у многоплодных животных) 
и теле матки (аналог шейки матки женщины – часть мат-
ки крысы, предназначенная для проникновения спермы 
и изгнания плодов). Результаты ИГХ анализа показали 
динамику исследованных маркеров (табл. 2).

Реакция на PR низкая во всех группах, лишь при 
коррекции гиперплазии индолом строма рога матки 
приобретает умеренно повышенную рецепторную ак-
тивность. Наоборот, интенсивность реакции на рецеп-
торы к эстрогену в роге матки достоверно снижается 
при моделировании ГЭ, а в теле матки крысы нет. Это 
можно объяснить эффективной активацией внутри-
клеточных систем ауто регуляции клеток-мишеней 
овариальных гормонов в зоне имплантации. Важно, 
что в группе с коррекцией мелоксикамом в аналоге 
шейки матки выявлено снижение числа эстрогеновых 
рецепторов.

Маркеры апоптоза неодинаково проявлены в тка-
нях крыс разных групп. Интенсивность реакции к FAS 
в модели ГЭ высокая по сравнению с контролем во всех 

Таблица 1 | Table 1
Морфометрические характеристики эителия в рогах и теле матки крыс в норме и при моделировании гиперплазии |  

Morphometric characteristics of the epithelium in the horns and uterine bodies of rats in hyperplasia model and normal conditions

Измеряемый параметр |  
Measured parameter

Экспериментальная 
группа | Hyperplasia 

group (n=10)

Контрольная группа |  
Control group

(n=5)

Строма в поле зрения, площадь, мкм2 | Stroma in the field of view, µm2 366610,9±3185,1* 301641,6±62059,3

Железы в поле зрения, площадь, мкм2 | Glands in the field of view, µm2 145159,3±1761,2* 39645,39±21442,7

Отношение площади, занимаемой железами, к площади, занимаемой 
стромой | Ratio of the area occupied by the glands to the area occupied  
by the stroma 

0,39±0,007* 0,14±0,07

Высота просветных эпителиальных клеток, мкм | Luminal epithelial cell 
height, µm

42,3±9,6* 21,4±4,1

Высота эпителиальных клеток в железах, мкм | Height of epithelial cells  
in glands, µm

34,5±13,4* 17,4±3,2

* статистически значимые отличия от контрольной группы; значимость отличий определяли с использованием t-критерия 
Cтьюдента при вероятности ошибки р≤0,05
* statistically significant differences from the control group; the significance of differences was determined using Student’s t-test 
with p≤0.05
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Таблица 2 | Table 2
Интенсивность ИГХ реакции к рецепторам овариальных гормонов, маркерам пролиферации, апоптоза,  

фактора роста сосудов и клеток воспаления в матке крыс экспериментальной и контрольной групп |  
Intensity of IHC reaction to ovarian hormone receptors, proliferation markers, apoptosis, vascular growth factor,  

and inflammatory cells in the uterus of rats in the experimental and control groups

Показатель | Indicator

Экспериментальная группа | Experimental group

Контрольная 
группа | 

Control group
коррекция 
индолом |  

indole correction

коррекция 
полиоксидонием |  

polyoxidonium 
correction 

коррекция 
мелоксикамом |  

meloxicam 
correction 

ГЭ без 
коррекции | 
EH without 
correction

PR рог жел. | PR corn gl 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)

PR рог стр. | PR corn str. 1,0 (1,0; 1,0)*# 0,0 (0,0; 1,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)

PR тело жел. | PR corpus gl. 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)

PR тело стр. | PR corpus str. 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)

ER рог жел. | ER corn gl. 3,0 (3,0; 3,0)# 3,0 (3,0; 3,0) 2,0 (2,0; 2,0)* 2,0 (2,0; 2,0)* 3,0 (3,0; 3,0)

ER рог стр. | ER corn str. 3,0 (3,0; 3,0)# 2,0 (2,0; 2,0)* 2,0 (2,0; 2,0)* 2,0 (2,0; 2,0)* 3,0 (3,0; 3,0)

ER тело жел. | ER corpus gl. 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 1,0 (1,0; 1,0)*# 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0)

ER тело стр. | ER corpus str. 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 1,0 (1,0; 1,0)*# 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0)

VEGF рог жел. | VEGF corn gl. 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0)

VEGF рог стр. | VEGF corn str. 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0)

VEGF тело жел. | VEGF corpus gl. 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0)

VEGF тело стр. | VEGF  
corpus str.

3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0) 3,0 (3,0; 3,0)

FAS рог жел. | FAS corn gl. 3,0 (3,0; 3,0)* 3,0 (3,0; 3,0)* 1,0 (1,0; 1,0)# 3,0 (3,0; 3,0)* 0,0 (0,0; 0,0)

FAS рог стр. | FAS corn str. 3,0 (3,0; 3,0)* 3,0 (3,0; 3,0)* 0,0 (0,0; 0,0)# 3,0 (3,0; 3,0)* 0,0 (0,0; 0,0)

FAS тело жел. | FAS corpus gl. 3,0 (3,0; 3,0)* 3,0 (3,0; 3,0)* 0,0 (0,0; 0,0)# 3,0 (3,0; 3,0)* 0,0 (0,0; 0,0)

FAS тело стр. | FAS corpus str. 3,0 (3,0; 3,0)* 3,0 (3,0; 3,0)* 0,0 (0,0; 0,0)# 3,0 (3,0; 3,0)* 0,0 (0,0; 0,0)

Bcl2 рог жел. | Bcl2 corn gl. 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)

Bcl2 рог стр. | Bcl2 corn str. 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)

Bcl2 тело жел | Bcl2 corpus gl. 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)

Bcl2 тело стр | Bcl2 corpus str. 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)

Ki-67 рог жел. | Ki-67 corn gl. 2,0 (2,0; 3,0)# 1,0 (1,0; 1,0)* 1,0 (1,0; 2,0) 0,0 (0,0; 1,0)* 2,0 (2,0; 2,0)

Ki-67 рог стр. | Ki-67 corn str. 1,0 (1,0; 1,0) 1,0 (1,0; 1,0) 1,0 (1,0; 2,0) 1,0 (1,0; 1,0) 1,0 (1,0; 1,0)
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зонах. Группа с коррекцией мелоксикамом практически 
не отличается от контрольной группы и имеет также 
низкую экспрессию этого маркера, за исключением 
умеренного повышения в эпителии желез рога матки. 
Другие группы с терапевтической коррекцией значи-
тельно отличаются от группы коррекции мелоксика-
мом, показавшим свою эффективность по сравнению 
с полиоксидонием и индолом.

При гиперплазии повышается интенсивность ре-
акции к маркеру Ki-67 в теле матки, при этом она не 
поддается коррекции выбранными нами препаратами: 
в эпителии желез количество клеток, готовых к проли-
ферации, больше варьирует среди подгрупп и не всегда 
статистически значимо. Этот показатель в железах при-
ближается к аналогичным значениям крыс контрольной 

группы и при коррекции индолом. Динамика экспрес-
сии Ki-67 в железах не имеет закономерностей. 

У крыс группы контроля лимфоциты с кластерами 
дифференцировки CD138, CD20, CD4 и CD8 пред-
ставлены достаточно равномерно (рис.). При модели 
ГЭ CD138+ клетки в роге матки и CD8+ в теле встре-
чаются редко. Все используемые нами препараты 
меняют соотношение клеточных популяций в эндо-
метрии, приближая их к показателям крыс контроль-
ной группы, однако мелоксикам более эффективен 
в отношении Т-, В-клеток, плазмоцитов и Т-хелперов 
в роге и теле матки, а полиоксидоний преимуществен-
но в роге. Использование всех препаратов смеща-
ет соотношение CD4+/CD8+ лимфоцитов в сторону  
Т-хелперов.

Показатель | Indicator

Экспериментальная группа | Experimental group

Контрольная 
группа | 

Control group
коррекция 
индолом |  

indole correction

коррекция 
полиоксидонием |  

polyoxidonium 
correction 

коррекция 
мелоксикамом |  

meloxicam 
correction 

ГЭ без 
коррекции | 
EH without 
correction

Ki-67 тело жел. | Ki-67 corpus gl. 2,0 (2,0; 2,0) 0,0 (0,0; 0,0) 1,0 (1,0; 1,0) 0,0 (0,0; 1,0) 1,0 (1,0; 1,0)

Ki-67 тело стр. | Ki-67 corpus str. 1,0 (1,0; 1,0)* 1,0 (1,0; 1,0)* 1,0 (1,0; 1,0)* 1,0 (1,0; 1,0)* 0,0 (0,0; 0,0)

CD138 рог | CD138 corn 3,0 (3,0; 4,0) 3,5 (3,0; 5,0) 5,0 (3,0; 6,0)# 1,5 (0,0; 3,0)* 6,0 (5,0; 8,0)

CD138 тело | CD138 corpus 0,0 (0,0; 0,0)* 0,0 (0,0; 1,0)* 4,0 (3,0; 5,0)# 0,0 (0,0; 0,0)* 4,5 (3,0; 6,0)

CD20 рог | CD20 corn 4,5 (3,0; 8,0) 6,5 (5,0; 8,0) 8,5 (5,0; 12,0) 5,0 (4,0; 6,0) 6,0 (4,0; 8,0)

CD20 тело | CD20 corpus 2,5 (2,0; 3,0) 0,0 (0,0; 1,0)* 8,0 (6,0; 10,0)# 2,0 (0,0; 3,0) 5,0 (4,0; 6,0)

CD4 рог | CD4 corn 6,5 (5,0; 7,0) 18,5 (12,0; 20,0)*# 13,5 (7,0; 30,0)# 4,0 (3,0; 9,0) 4,5 (4,0; 7,0)

CD4 тело | CD4 corpus 3,0 (2,0; 4,0) 5,5 (4,0; 8,0)# 5,5 (5,0; 8,0)# 2,0 (1,0; 3,0) 3,5 (2,0; 5,0)

CD8 рог | CD8 corn 6,0 (5,0; 6,0) 13,5 (9,0; 24,0) 8,5 (6,0; 19,0) 7,0 (5,0; 8,0) 6.0 (5,0; 8,0)

CD8 тело | CD8 corpus 1,5 (1,0; 2,0)* 6,0 (5,0; 6,0)# 15,5 (9,0; 18.0)# 2,0 (0,0; 3,0)* 5.0 (4,0; 6,0)

жел. – интенсивность реакции к рецепторам и регуляторным белкам в железах; стр. – в строме; для маркеров клеток воспаления 
активность определяли только в строме; 
* статистически значимые отличия от контрольной группы; 
# – статистически значимые отличия от группы ГЭ без коррекции; значимость отличий определяли с использованием 
U-критерия Манна–Уитни при вероятности ошибки р≤0,05
gl. – intensity of reaction to receptors and regulatory proteins in the glands; str. – expression in the stroma; for inflammatory cell markers, 
activity was determined only in the stroma; 
* statistically significant differences from the control group; 
# – statistically significant differences from the EH group without correction. The significance of differences was determined using the 
Mann–Whitney U-test at p≤0.05
Значения интенсивности реакции к маркерам PR, ER, VEGF, FAS, Bcl2 и Ki67 приведены в баллах, для маркеров CD138, CD20, 
CD4, CD8 – число клеток в поле зрения
The intensity of reaction to markers PR, ER, VEGF, FAS, Bcl2, and Ki67 is given in points; for the markers CD138, CD20, CD4, 
and CD8 is provided the number of cells in the field of view

Таблица 2 (окончание) | Тable 2 (end)
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Рис. Интенсивность ИГХ реакции на маркеры воспаления в роге матки экспериментальной и контрольной групп. 
Иммуногистохимическое окрашивание, система детекции Bond Plimer Refine Detection System, ×400

Fig. Intensity of IHC reaction to inflammatory markers in the uterine horn of the experimental and control groups. 
Immunohistochemical staining, detection system Bond Polymer Refine Detection System, ×400
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Обсуждение
Важно отметить, что эпителий тела матки крысы 

по аналогии с шейкой матки женщины по сравнению 
с зонами вынашивания плода не только является про-
лиферативно, метапластически и трансформационно 
более опасной зоной, но и больше подвержен инфи-
цированию вследствие контакта через влагалище с 
внешней средой. В связи с этим максимальный эффект 
мелоксикама в данной зоне представляет терапевти-
ческий интерес в качестве противовоспалительного 
препарата, опосредованно (через простагландины и 
цитокины) снижающего чувствительность клеток к 
избытку эстрогенов. Динамика лимфоцитов различ-
ных популяций в эндометрии не противоречит базовым 
понятиям патофизиологии воспаления, поскольку мы 
работаем с моделью не воспаления, а гиперплазии и эн-
докринной дизрегуляции, где изменения воспалитель-
ных маркеров носят характер вторичных, а ингибиторы 
циклооксигеназы-2 нормализуют гистофизиологию 
матки опосредованно. При этом присутствие иммуно-
компетентных клеток в умеренном количестве является 
базой иммунного гомеостаза, о чем свидетельствуют 
результаты измерений в тканях крыс контрольной 
группы. Описанные разными авторами общие пато-
логические закономерности ГЭ требуют дальнейшего 
изучения, однако все они созвучны теории Д. Ханахана 
и Р. Вайнберга, выделяющей ряд признаков трансфор-
мации клеток [18]. 

Заключение
При гиперплазии эндометрия компенсаторно сни-

жаются количество рецепторов эстрогена, активность 
пролиферации в железах и число В-лимфоцитов, но 
резко активируется апоптоз. При этом индол оказывает 
антиэстрогенный эффект за счет роста чувствительно-
сти к прогестерону и приближает экспрессию марке-
ра пролиферации в железах к значениям контрольной 
группы, а мелоксикам – к норме число рецепторов 
апоптоза, маркеров пролиферации и инфильтрации 
иммунными клетками. В эффекте мелоксикама об-
ращает на себя внимание то, что он нормализует все 
показатели рога матки, за исключением экспрессии 
рецепторов эстрогенов, на которую он влияет лишь 
в теле матки крыс. В наиболее опасной в плане про-
лиферации и метаплазии зоне изгнания плода (аналоге 
шейки матки женщины) динамика иная: на модели ги-
перплазии эндометрия увеличивается активность ре-
цепторов апоптоза и пролиферации и снижается число 
Т- и В-лимфоцитов, при этом мелоксикам оказывает 
выраженное антиэстрогенное действие, нормализу-
ет показатели числа иммунокомпетентных клеток и, 
как и в других участках матки, нормализует кинетику 
клеточных популяций, что проявляется нормализацией 
экспрессии маркера апоптоза, а индол и полиоксидоний 
не оказывают такого эффекта.

Выявленные закономерности взаимосвязанных ги-
перпластических и иммунных изменений эндометрия 

представляют интерес для продолжения исследования 
их как диагностических критериев и патогенетической 
коррекции в практической медицине.
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Оптимизация протокола макроскопического исследования 
почки после нефрэктомии при новообразовании
Т.А. Гаркуша1,2

1 КГБУЗ Красноярское краевое патологоанатомическое бюро, Красноярск, Россия
2 ФГБОУ ВО Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого  

Минздрава России, Красноярск, Россия

Резюме. Введение. Чаще показанием к нефрэктомии является опухоль почки. По данным литературы, 
при злокачественных новообразованиях могут развиваться паранеопластические гломерулопатии и на-
рушения обмена веществ, проявляющиеся в том числе нефропатиями. Наряду с этим гломерулопатии 
и нарушения обмена веществ могут быть не связаны с опухолью. Цель исследования – разработать 
методику макроскопического анализа препарата почки с опухолью, полученного после нефрэктомии, 
с забором материала для проведения иммунофлуоресцентной и электронной микроскопии.
Материалы и методы. Проанализирован 171 образец почки с опухолью после нефрэктомии с про-
ведением эксперимента по определению оптимального расстояния для забора образцов паренхимы 
почки от опухоли.
Результаты. Представлен оптимизированный протокол макроскопического исследования препарата 
почки с опухолью, полученного после нефрэктомии. Оценено оптимальное расстояние от опухоли 
для забора образцов паренхимы почки (3 см).
Заключение. Гломерулопатии характеризуются двусторонним поражением независимо от происхожде-
ния. Протекая нередко бессимптомно или малосимптомно, они приводят к снижению функции почки. 
Таким образом, одномоментная диагностика гломерулярной патологии у пациентов с опухолью почки 
может стать единственной возможностью для диагностики гломерулопатий. Описанный метод по-
зволяет достоверно диагностировать гломерулопатии у данной категории пациентов, что способствует 
своевременному назначению терапии и предотвращению быстрого прогрессирования заболевания.
Ключевые слова: почка, опухоль, гломерулопатии, операционный материал, макроскопическое 
исследование
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Optimization of the protocol for kidney gross examination 
after nephrectomy due to neoplasm
T.A. Garkusha1,2

1 Krasnoyarsk Regional Pathoanatomical Bureau, Krasnoyarsk, Russia
2 V.F. Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, Russia

Abstract. Introduction. Nephrectomy is most often performed to treat kidney cancer. Literature suggests 
that malignant neoplasms can develop paraneoplastic glomerulopathies and metabolic disorders, including 
nephropathies. Moreover, glomerulopathies and metabolic disorders may not be associated with a tumor. 
The aim of the study was to develop a method for gross examination of the kidney with a tumor obtained after 
nephrectomy, with attention being paid to sample collection for immunofluorescence and electron microscopy.
Materials and methods. I analyzed 171 kidney samples after nephrectomy due to tumors to detect the ap-
propriate distance for kidney parenchyma sampling from the tumor on a pilot basis.
Results. I present an optimized protocol for kidney gross examination after nephrectomy due to a neoplasm. 
I estimated the appropriate distance from the tumor for sampling the kidney parenchyma to be at 3 cm.
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Введение
Нефрэктомию в большинстве случаев выполняют 

при наличии опухоли. Наиболее часто встречающи-
мися опухолями почки, по данным Международной 
гистологической классификации опухолей мочевы-
делительной системы и мужских половых органов, 
являются светлоклеточная, папиллярная и хромо-
фобная почечно-клеточная карциномы. Реже встре-
чаются доброкачественные опухоли почки, например 
онкоцитома и ангиомиолипома [1]. В литературе име-
ются данные о развитии при злокачественных ново-
образованиях паранеопластических гломерулопатий, 
а также нефропатий, связанных с нарушением метабо-
лизма [2–12]. Наряду с этим у пациентов могут быть 
гломерулопатии и нарушения обмена веществ, не свя-
занные с опухолью [13]. Паранеопластические и пер-
вичные гломерулопатии не имеют морфологических 
отличий и независимо от происхождения характери-
зуются двусторонним поражением. Гломерулопатии 
часто протекают бессимптомно или только с измене-
нием лабораторных показателей, в связи с чем они 
длительное время остаются недиагностированными. 
Нефропатии при длительном течении без лечения мо-
гут приводить к нефросклерозу.

Чаще при исследовании образцов почки с опухолью 
онкоморфолог делает акцент на изучении новообра-
зования, оставляя без внимания другие заболевания 
почек. Вместе с этим для пациента, которому была 
выполнена нефрэктомия, одномоментная диагнос-
тика неопухолевого заболевания почек может стать 
единственной возможностью установления диагноза 
и назначения терапии, направленной на лечение гло-
мерулопатий.

Имеющиеся в доступной литературе описания эта-
пов морфологического исследования операционного 
материала почки, резецированной по поводу опухоли, 
направлены преимущественно на диагностику новооб-
разования, при этом забор материала для проведения 
иммунофлуоресцентной и электронной микроскопии 
не проводится [14–15]. В рекомендациях H.W. Westra 
et al. имеются упоминания о возможности забора мате-
риала для проведения дополнительных исследований 
без описания этапов забора и обработки [16].

Цель исследования – разработать методику макро-
скопического анализа препарата почки с опухолью, по-
лученного после нефрэктомии, с забором материала 
для проведения иммунофлуоресценции и электронной 
микроскопии, для одномоментной диагностики опу-
холевого процесса и гломерулопатий.

Материалы и методы
В исследование был включен 171 образец почки 

с опухолью, полученный после проведения нефрэк-
томии. Возраст пациентов находился в диапазоне 24–
85 лет, медиана возраста составила 63 года. Все про-
цедуры, выполненные в исследовании, соответствуют 
этическим требованиям, Хельсинкской декларации 
Всемирной медицинской ассоциации 1964 года и ее 
последующим изменениям. От каждого включенно-
го в исследование участника получено добровольное 
инфор мированное согласие.

Проведен эксперимент по определению оптималь-
ного расстояния от опухоли для забора образцов парен-
химы почки с целью оценки ее гломерулярного аппара-
та. Забор образцов выполнялся по периферии опухоли, 
на расстоянии 1 см, 2 см, 3 см и более. Проводили не-
зависимую слепую оценку получаемых образцов тремя 
опытными патологоанатомами. Определяли наличие 
и выраженность изменений ткани почки, обусловлен-
ных механическим воздействием опухоли, – сдавление 
структур почки, их склероз (табл.).

Гистологические препараты окрашивали гематок-
силином и эозином, Конго красным, были выполнены 
ШИК (PAS) реакция, импрегнирование препаратов 
почки метенамин серебром и трихромная окраска по 
Массону. Реакция иммунофлуоресценции выполнена 
с применением меченых антител IgA-FITC – поликло-
нальные (Diagnostic BioSystems, Испания), IgG-FITC, 
поликлональные (Diagnostic BioSystems, Испания), 
IgM-FITC, поликлональные (Diagnostic BioSystems, 
Испания), C3c-FITC, поликлональные (Diagnostic 
BioSystems, Испания), C1q-FITC, поликлональные 
(Diagnostic BioSystems, Испания), Kappa light chain-
FITC, поликлональные (Diagnostic BioSystems, Ис-
пания) и Lambda light chain-FITC, поликлональные 
(Diagnostic BioSystems, Испания). Оценку препаратов 

Conclusion. Glomerulopathies are characterized by bilateral lesions, regardless of their origin. Often being 
asymptomatic or oligosymptomatic, they lead to a decreased kidney function. The simultaneous morphologi-
cal diagnosis of glomerular pathology in patients with a kidney tumor may be the only option to diagnose 
glomerulopathies in time. The described method allows a reliable diagnosis of glomerulopathy in these 
patients. This, in turn, will help health care providers to initiate therapy in good time and prevent rapid 
disease progression.
Keywords: kidney, tumor, glomerulopathies, surgical sample, gross examination
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выполняли с применением флуоресцентного микро-
скопа Zeiss Axio Imager Z2 (Zeiss, Германия). Фиксацию 
и проводку материала для электронной микроскопии 
осуществляли по стандартной методике с контрасти-
рованием срезов 0,1% раствором цитрата свинца. 
Электронномикроскопическое исследование образцов 
проводилось с применением трансмиссионного элек-
тронного микроскопа Libra 120 PLUS (Zeiss, Германия) 
при разном увеличении и с выполнением картирования 
изображения для формирования обзорных снимков. 
Оценивали снимки изображения, полученные камерой 
Dual Speed 220V 50-60Hz, SN 441/13 (TRS, Германия).

Морфометрический анализ изображений выполня-
ли с применением программного обеспечения iTEM 
Olympus (Olympus, Япония). Оценку качества полу-
чаемых образцов для различных методов исследова-
ния по предлагаемому протоколу проводили путем 
независимого слепого пересмотра препаратов тремя 
опытными патологоанатомами по шкале: оптимально, 
субоптимально, плохо. Под оптимальным понимали 
результат, отвечающий всем критериям морфологи-
ческой диагностики. Под субоптимальным понимали 
результат, при котором определялись дефекты морфо-
логической картины, не влияющие на качество досто-
верной диагностики. К плохому результату относили 
случаи, в которых дефекты морфологической картины 
не позволяли провести исследование.

Результаты
Для исследования предложен протокол, согласно 

которому операционный материал необходимо до-
ставлять в лабораторию без фиксирующего раствора 
в течение 1 часа после нефрэктомии. В направлении 
на прижизненное патологоанатомическое исследование 
должны быть указаны соответствующие паспортные 
и клинические данные, в том числе общий анализ мочи, 
биохимический анализ крови, анамнестические дан-
ные, сведения о наличии коморбидных заболеваний.

Для правильной ориентации образца в направле-
нии на патологоанатомическое исследование хирург 
должен указать сторону поражения. В определении 
верхнего и нижнего полюсов помогают мочеточник 
и надпочечник. Мочеточник направлен вниз, надпо-
чечник располагается у верхнего полюса почки. Пато-
логоанатом определяет расположение структур синуса 
(артерия, вена, мочеточник), вводит в вену металли-
ческий зонд.

На следующем этапе проводится осмотр достав-
ленного образца на наличие повреждений капсулы, 
представленной фасцией Герота. При наличии по-
вреждений до совершения разрезов проводится мар-
кирование дефектов гистологическими красителями. 
Маркирование края резекции всего образца нецеле-
сообразно, так как обычно опухоль не выходит за 
пределы фасции Герота. Маркирование краев резек-
ции проводится в участках дефектов фасции Герота. 
Первый разрез проводят вдоль длинной оси почки для 
визуализации чашечно-лоханочной системы, сосудов. 
Наличие инвазии должно быть отражено в протоколе 
исследования. Затем проводят разрезы по ходу зонда, 
установленного в устье почечной вены, для выявления 
инвазии в венозную систему.

Для проведения реакции иммунной флуоресценции 
осуществляют забор фрагмента паренхимы почки на 
расстоянии не менее 3 см от опухоли. Фрагмент дол-
жен содержать корковое и мозговое вещество почки, 
жировая клетчатка удаляется для улучшения качества 
препаратов, изготавливаемых при помощи криостатно-
го микротома (рис. 1 A, B). Фрагмент толщиной 0,3–
0,5 см помещают в матричную среду для криотомии 
и замораживают в течение 2–3 минут при температу-
ре –60ºС. Изготавливают срезы толщиной 5–6 мкм. На 
гистологическое стекло помещают 1–2 среза. Полу-
ченные препараты хранят в холодильной камере при 
температуре от +2 до +4оС. Хранить препараты можно 
в течение 5 дней.

Таблица | Table
Информативность образцов ткани почки в зависимости от расстояния от опухоли | Informative value of kidney tissue 

samples based on the distance from the tumor

Забор образцов  
по периферии опухоли |  

Sampling at the tumor 
periphery

Забор образцов на расстоянии 
1 см от опухоли |  

Sampling at a 1-cm distance  
from the  tumor

Забор образцов на расстоянии 
2 см от опухоли | Sampling  
at a 2-cm distance from the 

tumor

Забор образцов на расстоянии 
3 см и более от опухоли | 

Sampling at a distance of 3 cm  
or more from the tumor
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Фрагмент для электронной микроскопии должен 
быть получен из участка коркового вещества почки, 
расположенного на расстоянии не менее 3 см от опу-
холи и на расстоянии 1 мм от капсулы почки. Забор 
фрагмента размерами 0,1×0,1×0,5–1,0 см производят 
из коркового вещества вдоль капсулы почки. При помо-
щи стереомикроскопа полученный образец разделяют 
на фрагменты площадью не более 1 мм2 и помещают 
в 1,5–2% раствор глутарового альдегида, изготовлен-
ного ex tempore, на 1–2 часа при температуре +25оС или 
в холодильную камеру при температуре +2 до +4ºС на 
1–2 недели.

Образец почки с продольным разрезом оставляют 
фиксироваться в 10% нейтральном забуференном фор-
малине на 24 часа.

После фиксации образец взвешивают и проводят 
измерение присланного образца почки с опухолью 
и жировой тканью; измеряют почку с опухолью без 
жировой клетчатки.

Далее необходимо описать локализацию и измерить 
размер опухоли. При наличии нужно отразить в про-
токоле инвазию в почечный синус, венозную систему 
почки, чашечно-лоханочную систему, паранефральную 
клетчатку и другие окружающие структуры. Очаги ин-
вазии в паранефральную клетчатку и жировую клетчат-
ку почечного синуса должны быть включены в размер 
опухоли, тогда как очаги отсева и массы в почечной 
вене в размер опухоли не включают. Для точного изме-
рения размера опухоли выполняют перпендикулярные 
разрезы к длинной оси почки.

Характеристика опухоли также должна быть отра-
жена в протоколе: форма, консистенция, цвет, наличие 
кровоизлияний и некрозов, а также объем последних 
(имеет прогностическое значение при светлоклеточ-
ной почечно-клеточной карциноме). При неоднород-
ности опухолевого узла фрагменты забирают из раз-
ных участков, что может помочь в постановке диагноза 
и градации опухоли.

Рис. 1.  Макроскопическое исследование почки с опухолью после нефрэктомии.
 A – схема вырезки образца почки, B – макрофотография почки после нефрэктомии с разметкой.  

Обозначения на рисунках: A – фрагмент ткани почки для проведения реакции иммунофлуоресценции, B – фрагмент ткани почки 
для электронной микроскопии, C – фрагмент ткани почки для светооптического исследования, D – фрагмент опухоли и ткани почки,  
E – фрагмент опухоли почки с паранефральной жировой клетчаткой, F – фрагмент опухоли почки с почечным синусом, G – линия 
забора образцов для исследования ткани почки

Fig. 1.  Gross examination of the kidney with a tumor after nephrectomy.
 A – sampling scheme. B – close-up of the kidney with a tumor after nephrectomy.  

Legend:  A – a fragment of the kidney parenchyma for immunofluorescence reaction, B – fragment of the kidney parenchyma for electron 
microscopy, C – fragment for light microscopy, D – fragment of the tumor and kidney parenchyma, E – fragment of the kidney tumor with 
perirenal adipose tissue, F – fragment of the kidney tumor with renal sinus, G – sampling line for examination of the kidney parenchyma
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При описании паренхимы почки вне опухоли необ-
ходимо измерить толщину коркового и мозгового слоев, 
оценить четкость границ между ними, зафиксировать 
кровоизлияния и другие изменения.

Надпочечник измеряют, отмечают его цвет, при на-
личии узлового образования его описывают по схеме 
макроскопического исследования опухоли почки.

Проводя вырезку материала, необходимо взять для 
исследования по одному фрагменту опухоли на каждый 
сантиметр ее максимального размера и, при гетероген-
ности узла, из разных участков. При опухоли размером 
до 2 см ее забирают для исследования целиком. Обяза-
телен забор фрагментов опухоли, находящихся рядом 
с чашечно-лоханочной системой, жировой клетчаткой 
почечного синуса и паранефральной клетчаткой. Если 
инвазия в окружающие структуры неочевидна, реко-
мендуется забор минимум трех фрагментов из подо-
зрительного участка.

При мультифокальном поражении исследуются ми-
нимум пять наибольших по размеру опухолей.

Отдельные узлы в жировой клетчатке почечного 
синуса, как правило, представлены очагами инвазии 
опухоли в венозную систему почки.

Проводят забор минимум одного фрагмента парен-
химы почки на расстоянии не менее 3 см от опухоли.

На исследование берут края резекции артерии, 
вены и мочеточника, даже если макроскопических из-
менений в них нет. Далее вену, артерию и мочеточник 
рассекают продольно и проводят забор измененных 
участков.

При исследовании жировой клетчатки забирают все 
лимфатические узлы с описанием структуры и размера.

Из надпочечника берут по одному фрагменту не-
измененной ткани и опухолевого образования (при их 
наличии).

Полученные фрагменты укладывают в гистологи-
ческие кассеты и помещают в 10% нейтральный за-
буференный формалин на 24 часа.

Был проведен анализ 171 образца резецированной 
почки по поводу опухоли с забором материала для 
иммунной флуоресценции и электронной микроско-
пии. Механическое воздействие опухоли на паренхиму 
почки характеризуется сдавлением структур нефрона, 
сопровождающимся глобальным и сегментарным скле-
розом клубочков, перигломерулярным склерозом со 
сдавлением капиллярных петель клубочка, склерозом 
интерстиция и атрофией канальцев. 

В части случаев по периферии опухоли имелась 
воспалительная инфильтрация интерстиция разной 
степени выраженности, у некоторых пациентов с во-
влечением канальцев и клубочков. Описанные изме-
нения неизменно присутствовали в образцах ткани 
почки, забранных на расстоянии до 3,0 см, и носили 
вторичный компрессионный по отношению к опухоли 
характер (табл.).

Оценку структур нефрона проводили на срезах 
толщиной 2,5–3 мкм с применением гистохимическо-
го окрашивания (рис. 2 A, B). Это позволило оценить 
клеточность клубочков, структуру гломерулярной ба-
зальной мембраны, изменения стенки сосудов и нали-
чие в просвете тромбов, эпителий канальцев, склероз 
и инфильтрацию интерстиция.

При оценке препаратов, полученных после прове-
дения реакции иммунофлуоресценции, при наличии 
отложения иммунных комплексов имелось свечение 
в мезангии или по базальной мембране (рис. 3).

Полученные для электронной микроскопии образцы 
не отличались от образцов, полученных при пункци-
онной нефробиопсии (рис. 4). Образцы позволили оце-
нить гломерулярные базальные мембраны, мезангий, 

Рис. 2.  Микрофотографии образцов почки.
 A – диффузное утолщение базальной мембраны у пациента с мембранозной нефропатией, B – диффузное утолщение 

базальной мембраны с формированием шипиков у пациента с мембранозной нефропатией. A – окраска гематоксилином 
и эозином, ×400. B – окраска метенамин серебром, ×400

Fig. 2.  Microscopic images of kidney parenchyma samples. 
 A – diffuse basement membrane thickening in a patient with membranous nephropathy, B – diffuse basement membrane 

thickening with spine formation in a patient with membranous nephropathy. A – H&E stain, ×400. B – methenamine  
silver stain, ×400

А B
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а также визуализировать депозиты иммунных комплек-
сов при их наличии.

При независимой оценке полученных препаратов, 
включая результаты электронномикроскопического 
исследования, среди независимых врачей-патолого-

анатомов получена полная конкордантность мнений 
с оценкой всех образцов как «оптимально».

Обсуждение
Гломерулярная патология носит двусторонний ха-

рактер и может протекать бессимптомно или мало-
симптомно. Гломерулопатии могут представлять со-
бой проявление паранеопластического синдрома либо 
являться самостоятельным заболеванием. Они при-
водят к снижению функции почки, в части случаев 
с развитием терминальной почечной недостаточности. 
При этом выраженное снижение скорости клубочковой 
фильтрации является противопоказанием для назначе-
ния некоторых химиотерапевтических лекарственных 
препаратов. Примененная в настоящем исследовании 
методика позволила наряду с опухолевыми процессами 
убедительно диагностировать гломерулярную патоло-
гию в 39,8% случаев.

При изучении доступной литературы не найдено 
описания методики одномоментного забора материала 
для иммунофлуоресценции и электронной микроско-
пии при макроскопическом исследовании почек после 
проведения нефрэктомии по поводу опухолевых про-
цессов. В то же время одномоментная диагностика гло-
мерулопатий для данной категории пациентов может 
являться единственной возможностью установления 
диагноза неопухолевого заболевания почек.

Заключение
Описанный метод позволяет проводить достовер-

ную одномоментную диагностику заболеваний почек 
у пациентов, которым была выполнена нефрэктомия 
в связи с опухолью почки. Ранняя диагностика нефро-
патий дает возможность своевременно начать их ле-
чение и предотвратить быстрое снижение функции 
единственной оставшейся почки.
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Практический опыт применения цито-гистологической 
корреляции как способ обеспечения контроля качества 
исследований при диагностике патологии шейки матки
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Резюме. Введение. В России в условиях проведения скрининга рака шейки матки при помощи ци-
тологического метода исследования становится актуальной проблема контроля качества. При этом 
необходимо стандартизировать методику сопоставления результатов морфологических методов. 
Цель исследования – сопоставление результатов цитологических и гистологических исследований 
при диагностике патологии шейки матки с последующей классификацией несоответствий и расчетом 
показателей эффективности цитологического метода. 
Материалы и методы. Проведен сравнительный ретроспективный анализ цитологического иссле-
дования с последующим гистологическим исследованием у 2739 пациенток. 
Результаты. Совпадения обоих методов были определены в 57,9% случаев, незначительное несоот-
ветствие в 29%, значительное несоответствие в 13,1%. Чувствительность цитологического метода со-
ставила 79,3%, специфичность 77,6%, положительная прогностическая ценность 80%, отрицательная 
прогностическая ценность 76,9%. Число истинно положительных результатов статистически значимо 
было выше при использовании метода жидкостной цитологии, в то время как число ложно отрица-
тельных результатов оказалось ниже по сравнению с традиционным методом. Наибольший процент 
истинно положительных результатов и наименьший ложно отрицательных выявлен при интервале 
между цитологическим и гистологическим исследованием до 2 месяцев. 
Заключение. Сопоставление результатов морфологических методов – наилучший вариант обеспечения 
контроля качества. Это должен быть задокументированный и регламентированный протокол с по-
следующим пересмотром препаратов при наличии расхождений и анализом причин несоответствий, 
а также расчетом эффективности метода.
Ключевые слова: цито-гистологическое сопоставление, интраэпителиальное поражение шейки 
матки, рак шейки матки, цервикальный скрининг, контроль качества
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Application of cyto-histological correlation as a quality control 
in diagnosing cervical pathology 
M.I. Pakharukova1,2, E.E. Lysak1, K.V. Ryzhankova1, M.A. Kotugina1,  
L.N. Rebrikova1, P.E. Ermolaeva3, Ya.B. Beikin 1,2

1 Ya.B. Beikin Clinical and Diagnostic Center, Yekaterinburg, Russia
2  Institute of Immunology and Physiology of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russia
3  Central City Clinical Hospital No. 23 of Yekaterinburg, Yekaterinburg, Russia

Abstract. Introduction. In Russia, cervical cancer screening with cytological techniques faces a problem 
of quality control. Currently, it is necessary to standardize the methodology for comparing the results 
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Введение 
Несмотря на доступность диагностики, рак шейки 

матки (РШМ) остается важной медицинской, социаль-
ной и экономической проблемой не только в России, но 
и в мире в целом. На территории Российской Федера-
ции данная нозология занимает пятое место в структу-
ре злокачественных новообразований у женщин. При 
этом тенденции к снижению выявляемости данной 
патологии не отмечается [1, 2]. В странах с высоким 
уровнем экономического развития внедрены програм-
мы массового скрининга женского населения с при-
менением тестирования на вирус папилломы человека 
высокого канцерогенного риска (ВПЧ ВКР) методом 
полимеразной цепной реакции. Преимущества данной 
методики в простоте получения материала с возможно-
стью самозабора и высокой чувствительности метода. 
Однако по сравнению с цитологическим исследовани-
ем метод имеет более низкую специфичность и высо-
кую себестоимость [3, 4]. Согласно приказу Минздрава 
России от 13.03.2019 № 124н «Об утверждении по-
рядка проведения профилактического медицинско-
го осмотра и диспансеризации определенных групп 
взрослого населения» на территории страны действует 
программа скрининга рака шейки матки, реализуемая 
посредством цитологического исследования. Данный 
тест является недорогим, высокоспецифичным, но в то 
же время сильно зависит от уровня подготовки персо-
нала и правильности проведения преаналитического 
этапа [3–5].

В России контроль качества цитологических иссле-
дований реализуется с помощью федеральной системы 
оценки качества, а также предложена модель внутрен-
него контроля качества, прописанная в ГОСТ 57005-
2016 «Диагностика в онкологии. Скрининг. Рак шейки 
матки». Обе системы рекомендательны. При этом со-
поставление результатов цитологического и гистоло-
гического методов (цито-гистологическая корреляция) 
является одним из наиболее информативных способов 
обеспечения качества исследований [6]. Для стандар-
тизации методики и возможности межлабораторного 
сравнения Коллегией американских патологов пред-
ложены система оценки сопоставления цито-гистоло-
гических пар, критерии включения образцов, а также 
рекомендации по предоставлению расхождений. Золо-
той стандарт – гистологическое исследование, которое 
имеет неоспоримые преимущества, хотя и обладает не-
которыми недостатками, такими как субъективность 
при оценке гистологического материала и нарезке опре-
деленного участка патологом, а также правильный вы-
бор участка шейки матки для получения биопсийного 
материала клиницистом [4]. Несоответствие между 
результатами цитологического и гистологического ис-
следования предложено оценивать как незначительное 
или значительное с последующим пересмотром всех 
дискордантных пар [6–8].

Цель работы – сопоставление результатов цитоло-
гических и гистологических исследований при диаг-
ностике патологии шейки матки с последующей клас-

of  morphological methods. The aim of the paper was to compare the findings of cytological and histologi-
cal studies when diagnosing cervical pathology, classify discrepancies, and evaluate the effectiveness of the 
cytological method. 
Materials and methods. A comparative retrospective analysis of cytological examination followed by his-
tological examination was carried out in 2,739 patients.
Results. Both methods showed coincidence in 57.9% of cases. Minor and major discrepancies were de-
termined in 29% and 13.1% of cases, respectively. The cytologic technique showed the following figures: 
sensitivity of 79.3%, specificity of 77.6%, positive prognostic value of 80%, and negative predictive 
value of 76.9%. When using the liquid-based cytology method, the number of true positive results was 
significantly higher, while that of false negative results was lower. The interval of up to 2 months between 
cytological and histological examinations yielded the highest rate of true positive and the lowest rate of 
false negative results. 
Conclusion. Comparing the results of morphological methods is most likely to be the best option for ensuring 
quality control of laboratory tests. This should be a guideline with a subsequent revision of samples in the 
presence of discrepancies, analysis of their causes, and evaluation of method effectiveness.
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сификацией несоответствий и расчетом показателей 
эффективности цитологического метода.

Материалы и методы
Проведен сравнительный ретроспективный на-

блюдательный анализ результатов цитологического 
исследования 2739 мазков, взятых с шейки матки, тра-
диционным методом (n=2297) и методом жидкостной 
цитологии (n=442), c последующей гистологической 
верификацией диагноза. Пациентки подписывали до-
бровольное информированное согласие на обследова-
ние и проведение диагностических и хирургических 
процедур в соответствии с клиническими рекомен-
дациями Минздрава России «Цервикальная интра-
эпителиальная неоплазия, эрозия и эктропион шейки 
матки». Исследование выполнено на базе государ-
ственного автономного учреждения здравоохранения 
Свердловской области «Клинико-диагностический 
центр» в период с 2018 по 2021 год. Медиана возраста 
пациенток составила 38 лет (31; 47). Критерии включе-
ния: цитологическое исследование, предшествующее 
гистологическому; интервал между исследованиями не 
более 6 месяцев (медиана составила 56 дней [33; 88]); 
адекватность материала цитологического и гистологи-
ческого препаратов.

Цитологические заключения даны в соответствии 
с терминологией Bethesda 2014. Гистологические за-
ключения сформулированы согласно классификации 
опухолей женских репродуктивных органов (ВОЗ, 
2019, 5-е издание). При сопоставлении заключений 
пары с идентичными диагностическими категориями 
были оценены как соответствие, расхождения – как 
незначительные и значительные несоответствия. Для 
расчета показателей эффективности цитологического 
метода в диагностике патологии шейки матки все ре-
зультаты сопоставлений были также классифицирова-
ны по категориям: ИП (истинно положительный); ИО 
(истинно отрицательный), ЛП (ложно положительный); 
ЛО (ложно отрицательный). Обе системы сопоставле-
ния заключений представлены в таблице 1. Произведен 
расчет показателей эффективности цитологического 
метода по формулам [9]:

Se (чувствительность) = [ИП / ИП + ЛО] ×100% 

Sp (cпецифичность) = [ИО / ИО + ЛП] ×100%

PPV (положительная прогностическая ценность) = 
=  [ИП / ИП + ЛП] ×100% 

NPV (отрицательная прогностическая ценность) = 
= [ИО / ИО + ЛО] ×100%

При расхождении результатов цитологического 
и гистологического методов более чем в одну ступень 
дисплазии все доступные цитологические препараты 
были пересмотрены.

Статистический анализ проводился с использовани-
ем программы StatTech v. 2.8.8 (ООО «Статтех», Рос-
сия). Категориальные данные описывались с указанием 
абсолютных значений и процентных долей. Сравнение 
процентных долей при анализе многопольных таблиц 
сопряженности выполнялось с помощью критерия 
χ2 Пирсона. Статистически значимыми считались раз-
личия при р<0,05.

Результаты
Согласно проведенному исследованию, значи-

тельные несоответствия выявлены в 13,1% случаев 
(n=359), незначительные несоответствия составили 
29% (n=794). Совпадение результатов обоих методов 
обнаружено в 57,9% случаев (n=1586). В соответствии 
с классификацией результатов по категориям получены 
следующие данные: ИП – 40,7% (n=1116), ИО – 26,2% 
(n=717), ЛО – 17,5% (n=478), ЛП – 15,6% (n=428). Ре-
зультаты сопоставления согласно обеим классификаци-
ям и число случаев в каждой из анализируемых групп 
представлены в таблице 1.

При расчете показателей эффективности цитоло-
гического метода исследования получены следующие 
результаты: Se (СIN 2+) = 79,3%, Sp (СIN 2+) = 77,6%, 
PPV (СIN 2+) = 80%, NPV (СIN 2+) = 76,9%.

При анализе сопоставления результатов в зависимо-
сти от метода цитологического исследования выявлено, 
что число истинно положительных результатов стати-
стически значимо было выше при использовании ме-
тода жидкостной цитологии, в то время как число лож-
но отрицательных результатов было ниже (p<0,001). 
В категориях совпадения и несоответствий не было 
выявлено статистически значимых отличий (p=0,551). 
Результаты представлены в таблице 2.

Таким образом, для традиционного метода ци-
тологического исследования Se (СIN 2+) составила 
75,9%, Sp (СIN 2+) = 82,4%, PPV (СIN 2+) = 80,9%,  
NPV (СIN 2+) = 77,8%. Расчеты показателей эф-
фективности для метода жидкостной цитологии:  
Se (СIN 2+) = 91,9%, Sp (СIN 2+) = 34,4%, PPV  
(СIN 2+) = 77,5%, NPV (СIN 2+) = 63,3%.

При цито-гистологическом сопоставлении в за-
висимости от интервала между исследованиями наи-
больший процент истинно положительных результатов 
и наименьший ложно отрицательных был выявлен при 
интервале до 2 месяцев. Различия показателей стати-
стически значимы (p=0,001) (табл. 3).

Для анализа ошибок интерпретации при первичной 
оценке цитологических препаратов был проведен пере-
смотр стекол с несоответствиями результатов между 
цитологическим и гистологическим методами исследо-
вания (555 случаев). В категории ложно отрицательных 
результатов (n=287) в 37% случаев допущена ошибка 
интерпретации клеточных изменений (гиподиагности-
ка). В категории ложно положительных результатов 
(n=268) погрешность интерпретации отмечалась в 13% 
случаев (гипердиагностика).
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Таблица 2 | Table 2
Сопоставления результатов в зависимости от метода цитологического исследования |  

Comparison of the results depending on the cytological method 

Результаты сопоставления |
Results

Метод исследования |
Cytological method

Р
традиционный | 

traditional
N (%)

жидкостный | 
 liquid-based

N (%)

Совпадение | Coincidence 1334 (58,1%) 252 (57,0%) 0,551

Незначительное несоответствие | Minor discrepancy 669 (29,1%) 125 (28,3%)

Значительное несоответствие | Significant discrepancy 294 (12,8%) 65 (14,7%)

Таблица 1 | Table 1 
Сопоставление результатов цитологического и гистологического методов исследования при диагностике патологии 

шейки матки | Comparison of the results of cytological and histological evaluations in cervical pathology diagnosis

Цитологическое 
заключение |  

Сytological diagnosis
N (%)

Гистологическое заключение | Histological diagnosis

без патологии | 
negative for SIL and 

cancer
N (%)

LSIL 
N (%)

HSIL  
(CIN I–II, II) 

N (%)

HSIL  
(CIN II–III, III, CIS) 

N (%)

SCC 
N (%)

NILM
1066 (38,9)

646 (59,2)
С, ИО | C, TN

260 (43,1)
НН, ЛО |  
MD, FN

121 (27,2)
ЗН, ЛО | SD, FN

32 (8,8)
ЗН, ЛО | SD, FN

7 (3,0)
ЗН, ЛО | SD, FN

ASCUS
111 (4,1)

70 (6,4)
С, ИО | C, TN

22 (3,6)
С, ИП

14 (3,1)
НН, ИП

5 (1,4)
НН, ЛО

0 (0,0)
ЗН, ЛО | SD, FN

LSIL
574 (21,0)

222 (20,3)
НН, ЛП | MD, FP

217 (36,0)
С, ИП | C, TP

99 (22,2)
НН, ИП | MD, TP

29 (8,0)
НН, ЛО | MD, FN

7 (3,0)
НН, ЛО | MD, FN

ASC-H
55 (2,0)

12 (1,1)
ЗН, ЛП | SD, FP

6 (1,0)
НН, ЛП | MD, FP

16 (3,6)
С, ИП | C, TP

10 (2,8)
С, ИП | C, TP

11 (4,6)
НН, ИП | MD, TP

HSIL (CIN I–II, II)
334 (12,2)

82 (7,5)
ЗН, ЛП | SD, FP

57 (9,5)
НН, ИП | MD, TP

111 (24,9)
С, ИП | C, TP

72 (19,9)
С, ИП | C, TP

12 (5,1)
НН, ЛО | MD, FN

HSIL (CIN II–III, III, CIS)
375 (13,7)

50 (4,6)
ЗН, ЛП | SD, FP

29 (4,8)
НН, ЛП | MD, FP

77 (17,3)
С, ИП | C, TP

175 (48,3)
С, ИП | C, TP

44 (18,6)
НН, ИП | MD, TP

SCC
224 (8,2)

10 (0,9)
ЗН, ЛП | SD, FP

12 (2,0)
ЗН, ЛП | SD, FP

7 (1,6)
НН, ЛП | MD, FP

39 (10,8)
НН, ИП | MD, TP

156 (65,8)
С, ИП | C, TP

С – совпадение, НН – незначительное несоответствие, ЗН – значительное несоответствие, ИП – истинно положительный,  
ЛО – ложно отрицательный, ЛП – ложно положительный, ИО – истинно отрицательный; NILM – интраэпителиальные 
изменения и злокачественные процессы отсутствуют, CIN – цервикальная интраэпителиальная неоплазия, LSIL – 
интраэпителиальное поражение низкой степени, HSIL – интраэпителиальное поражение высокой степени, SCC – инвазивная 
плоскоклеточная карцинома, ASC – клетки плоского эпителия с атипией неясного значения, ASCUS – вероятнее LSIL,  
ASC-H – вероятнее HSIL
C – coincidence, MD – minor discrepancy, SD – significant discrepancy, TP – true positive, FN – false negative, FP – false positive, 
TN – true negative; NILM – no intraepithelial changes or malignant processes, CIN – cervical intraepithelial neoplasia, LSIL – low-
grade intraepithelial lesion, HSIL – high-grade intraepithelial lesion, SCC – invasive squamous cell carcinoma, ASC – atypical squamous 
epithelial cells of undetermined significance, ASCUS – most likely LSIL, ASC-H – most likely HSIL
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Обсуждение
Система оценки и категории сопоставления резуль-

татов цито-гистологических пар, предложенная Кол-
легией американских патологов, представляет собой 
понятный и доступный алгоритм действий [4, 6, 7]. 
Сегодня гистологическое исследование не может счи-
таться настоящим золотым стандартом, поскольку име-
ет ряд существенных ограничений и вариабельность 
интерпретации между патологами [10, 11]. От качества 
забора материала зависит итоговая результативность 
гистологического диагноза [12]. По итогам сопоставле-
ния результатов цито-гистологических пар совпадение 
заключений обоих методов составило 57,9%. Незна-
чительные несоответствия были обнаружены в 29% 
случаев, категория значительных несоответствий со-
ставила 13,1%. Согласно проведенным ранее иссле-

дованиям, показатели для данных категорий варьи-
руют в диапазоне 46,74–73%, 18,8–46%, и 6,4–7,6%, 
соответственно [5, 8, 13]. В первых двух категориях 
полученные нами результаты соответствуют общим 
тенденциям, однако число значительных расхождений 
превышает средние значения.

При расчете показателей эффективности цитоло-
гического метода Se для традиционной цитологии со-
ставила 75,9%, Sp – 82,4%. Наши данные сопоставимы 
с данными других исследователей, согласно которым 
Se для традиционного метода составляет диапазон от 
42,2 до 87,2%, а Sp – от 69,2 до 99,4% [13–17]. По-
казатели эффективности для жидкостной цитологии: 
Se – 91,1%, Sp – 34,4%. Аналогичные параметры для 
чувствительности метода согласно данным литературы 
составляют от 36,7 до 83,4%; для специфичности – от 

Таблица 3 | Table 3
Анализ сопоставления результатов в зависимости от интервала между цитологическим и гистологическим методом 

исследования | Comparing the results depending on the interval between the cytological and histological studies 

Результат |
Result

Интервал | Interval

Pменее 2 месяцев | 
<2 months

N (%)

2–4 месяца | 
2–4 months

N (%)

4–6 месяцев | 
4–6 months

N (%)

Истинно отрицательный | True negative 374 (25,2) 268 (28,0) 75 (25,3)

0,001*
Истинно положительный | True positive 655 (44,1) 347 (36,3) 114 (38,5)

Ложно отрицательный | False negative 224 (15,1) 197 (20,6) 57 (19,3)

Ложно положительный | False positive 233 (15,7) 145 (15,2) 50 (16,9)

* различия показателей статистически значимы (p< 0,05) 
* differences are statistically significant (p <0.05)

Таблица 2 (окончание) |Тable 2 (end)

Результаты сопоставления |
Results

Метод исследования |
Cytological method

Р
традиционный | 

traditional
N (%)

жидкостный | 
 liquid-based

N (%)

Истинно отрицательный | True negative 685 (29,8) 32 (7,2) <0,001*

Истинно положительный | True positive 836 (36,4) 280 (63,3)

Ложно отрицательный | False negative 439 (19,1) 39 (8,8)

Ложно положительный | False positive 337 (14,7) 91 (20,6)

* различия показателей статистически значимы (p< 0,05) 
* differences are statistically significant (p <0.05)
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38,3 до 99,5% [14–18]. В нашем исследовании показа-
тель чувствительности оказался выше общемировых 
значений, а специфичности, наоборот, ниже. По резуль-
татам сопоставления процент ложно положительных 
результатов был выше при методе жидкостной цито-
логии (20,6%) по сравнению с традиционным мето-
дом (14,7%). Вероятнее всего, эти различия связаны 
с выборкой обследуемых пациенток, поскольку иссле-
дование методом жидкостной цитологии в клинико-
диагностическом центре имени Я.Б. Бейкина проводят 
преимущественно пациенткам с подозрением на па-
тологию шейки матки, а также отсутствием возмож-
ности корректировки гистологического заключения. 
Стоит отметить, что результаты цитологии подтверж-
дались параллельным обнаружением ДНК ВПЧ ВКР 
в повышенной концентрации. Число истинно отрица-
тельных результатов значительно меньше в результа-
те исследования жидкостной цитологии по сравнению 
с традиционным методом (7,2 против 29,8%), так как 
в большинстве случаев при отрицательном результате 
цитологии и отсутствии ДНК ВПЧ не показано выпол-
нение биопсии. Указанные причины могли привести 
к полученной более низкой специфичности для метода 
жидкостной цитологии по сравнению с традиционной.

В руководстве по алгоритму цито-гистологической 
корреляции [4–8] авторы предлагают рассчитывать 
показатель PPV для уменьшения доли ложно положи-
тельных результатов цитологии и контроля качества ги-
стологического метода, особенно при малых образцах 
биопсийного материла. Сегодня не существует строгих 
общепринятых рамок для данного показателя, однако 
проведенные ранее исследования продемонстрирова-
ли, что PPV, как правило, составляет от 60 до 95%. 
Королевский колледж патологов Австралии установил 
стандарт ≥65% для CIN 2+ [19–21]. Данный показатель 
по результатам нашего исследования составляет 80% 
(для традиционной цитологии – 80,9%, для метода жид-
костной цитологии – 77,5%).

Все препараты с расхождениями, полученные в ходе 
сопоставления, рекомендовано пересматривать ретро-
спективно, как минимум двумя специалистами или ве-
дущими сотрудниками для анализа ошибок, связанных 
с интерпретацией цитологической картины [4, 7, 8]. Для 
достижения данной цели необходимо длительное хра-
нение всех цитологических препаратов, в том числе без 
выявленной патологии (NILM). В лаборатории цитоло-
гии клинико-диагностического центра имени Я.Б. Бей-
кина при двухступенчатом просмотре препаратов все 
препараты, просмотренные фельдшером-лаборантом, 
сохраняются в течение 6 месяцев, а препараты, просмо-
тренные врачом или биологом, в течение 1 года. Таким 
образом, при ретроспективной цито-гистологической 
корреляции каждые 6 месяцев нами пересматриваются 
все препараты с расхождениями относительно гисто-
логии. Результаты пересмотра заносятся в базу данных 
для последующего анализа в конце отчетного периода. 
В нашем исследовании пересмотр расхождений был 

возможен в 555 случаях, поскольку практика систем-
ного каталогизирования результатов пересмотров была 
внедрена в 2020 году. В категории ложно отрицатель-
ных результатов (n=287) в 37% случаев была допущена 
цитологическая гиподиагностика клеточных измене-
ний. В категории ложно положительных результатов 
(n=268) погрешность интерпретации отмечалась в 13% 
случаев (гипердиагностика). В большинстве рассмо-
тренных несоответствий цитологическое заключение 
осталось прежним.

Следует отметить, что на сопоставимость резуль-
татов в значительной степени влияет интервал между 
проведенными исследованиями. Чем он больше, тем 
меньше вероятность совпадения. Оптимально резуль-
тативным оказался временной интервал, не превыша-
ющий 2 месяца. Согласно ранее проведенным исследо-
ваниям, большинство авторов также приходят к выводу 
о предпочтительном интервале между цито-гистоло-
гическим исследованием от 2–3 месяцев и не более 
6 месяцев во избежание несоответствий из-за регресса 
или прогресса поражения [4–8].

Преимуществами проведенного нами исследования 
можно считать достаточно крупную и репрезентатив-
ную когорту обследованных пациенток (2739 случаев), 
а также подробный анализ расхождений в зависимости 
от цитологического метода и интервала между исследо-
ваниями. Ограничением нашего исследования являлось 
отсутствие возможности пересмотра гистологических 
препаратов и получения дополнительных срезов ма-
териала для исключения ошибки на этапе гистологи-
ческого исследования. Таким образом, диагноз, уста-
новленный на основании биопсии, был окончательным 
при сопоставлении результатов. Отметим, что критерии 
оценки результатов согласно категориям ИП, ЛО, ЛО, 
ЛП не регламентированы. Отсутствие стандартизации 
данных категорий может влиять на межлабораторное 
сравнение показателей эффективности цитологиче-
ского метода, и данный вопрос требует дальнейшего 
рассмотрения. Также цито-гистологическое сопостав-
ление можно было бы сделать эффективнее, включив 
дополнительные методы обследования, такие как им-
муноцитохимическое (p16/ki67) или иммуногистохи-
мическое (p16).

Заключение
Сопоставление результатов цитологического и ги-

стологического методов – наилучший вариант обеспе-
чения контроля качества лабораторных исследований 
при диагностике патологии шейки матки. Данный 
процесс может быть адаптирован под ресурсы лабо-
ратории, возможности персонала и рабочего процесса. 
Это должен быть задокументированный и регламен-
тированный протокол с последующим пересмотром 
препаратов при наличии расхождений и анализом при-
чин несоответствий, а также расчетом эффективности 
метода. Пересмотр несоответствий позволит прорабо-
тать ошибки интерпретации при просмотре препаратов 
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или выявить погрешности преаналитического метода. 
Таким образом, данная работа может существенно 
улучшить ситуацию со своевременным выявлением 
и лечением рака шейки матки, а также интраэпители-
альных изменений, предшествующих ему.
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ИНФОРМАЦИЯ

II Российский конгресс лабораторной гистотехнологии 
с международным участием
22–23 марта 2024 года 
г. Москва

22–23 марта 2024 года в Москве на базе город-
ской клинической больницы им. С.С. Юдина прошел 
II Российский конгресс лабораторной гистотехнологии 
с международным участием. В нем приняли участие 
более 400 специалистов из разных регионов Россий-
ской Федерации, а также спикеры из Китайской На-
родной Республики. Открыл конгресс главный врач 
ГКБ им. С.С. Юдина – доктор медицинских наук про-
фессор В.Н. Галкин. Участников приветствовали пре-
зидент Ассоциации специалистов в области лаборатор-
ной гистотехнологии, председатель аккредитационной 
комиссии специалистов со средним медицинским обра-
зованием Т.Ю. Юнусов, президент Российского обще-
ства патологоанатомов, главный внештатный специа-
лист ФМБА России профессор Ф.Г. Забозлаев, главный 
специалист по патологической анатомии Департамента 
здравоохранения города Москвы, заведующий кафед-

рой патологической анатомии МГМСУ им. А.И. Евдо-
кимова профессор О.В. Зайратьянц, научный руководи-
тель НИИ морфологии человека им. акад. А.П. Авцына 
РНЦХ им. акад. Б.В. Петровского член-корреспондент 
РАН Л.В. Кактурский, заведующая Центром патолого-
анатомической диагностики и молекулярной генетики 
ГКБ им. С.С. Юдина А.Б. Семенова. 

В рамках программы с докладами выступили ве-
дущие эксперты по патологической анатомии, а также 
специалисты направлений, неразрывно связанных с па-
тологоанатомическими исследованиями. 

Конгресс включал в себя также мастер-классы, 
занятия с разбором ошибок и артефактов в работе 
лаборантов, заслушивание отчета и планов работы 
Ассоциации в области лабораторной гистотехноло-
гии, вручение премий за вклад в развитие гистотех-
нологии. 

XIV пленум Российского общества патологоанатомов
24–25 мая 2024 года 
г. Уфа

24–25 мая 2024 года в Уфе на базе Башкирско-
го государственного медицинского университета 
Минздрава России состоится XIV пленум Россий-
ского общества патологоанатомов. Основной вопрос 
программы пленума  – роль патологоанатомической 
службы в реализации приоритетных направлений 
развития здравоохранения Российской Федерации. 

В числе обсуждаемых проблем будут вопросы разви-
тия и внедрения инновационных методов патологоана-
томической диагностики, участия службы в контроле 
качества оказания медицинской помощи, внедрения 
информационных технологий, управления развитием 
патологической анатомии, совершенствования норма-
тивно-правовой базы службы.


