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Резюме: В статье показаны возможности использования цитологического материала при диагностике рака легкого на при-
мере работы онкологического диспансера в течение одного года. Световая микроскопия использована при изучении цитоло-
гических препаратов различного материала у 729 больных. Метод позволил установить диагноз рака легкого в большинстве 
наблюдений с определением гистологического типа в 89 %. При сопоставлении цитологического заключения с окончатель-
ным диагнозом расхождения в определении гистотипа опухоли составляют менее 1 %. Иммуноцитохимические исследования 
использованы при исследовании плевральных жидкостей у 40 пациентов без установленного первичного очага. Иммуноци-
тохимические исследования позволили уточнить принадлежность клеток опухоли к метастазу из легкого, повысить точность 
диагностики до 96 %. Цитологический материал 62 пациентов, полученный при бронхоскопическом исследовании, пункций 
лимфатических узлов, плевральной жидкости и мокроты с наличием достаточного количества клеток опухоли (не менее 200) 
является полноценным материалом для молекулярно-генетических исследований. Использование цитологического матери-
ала для поиска соматических мутаций оправдано для онкологических пациентов с местнораспространенным или диссемини-
рованным процессом, у которых цитологический материал является единственно доступным морфологическим материалом 
для исследования.
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Введение

Рак легких является наиболее значимой проблемой 
в  онкологии во  всем мире. В  Алтайском крае в  структу-
ре онкологической заболеваемости он занимает первое 
место. В  2016  г. показатели заболеваемости рака лег-
кого составили 61,0 на  100 тыс. населения, у  мужчин  – 
112,3, у  женщин – 17,0. Морфологическая (гистологи-
ческая и  цитологическая) верификация составила 78,6 % 
(РФ 2016 г. 76,2 %).

Рак легких объединяет разные по  морфологической 
форме заболевания, объединенные в одну группу по ор-
ганной принадлежности. Определяющим начало лечения 
пациентов при раке легкого является морфологический 
диагноз (гистологический и / или цитологический). Боль-
шая часть пациентов (до 70 %) поступает в клинику, имея 
поздние стадии заболеваний, что  значительно снижает 
вероятность оперативного лечения. Основным методом 
морфологического подтверждения опухолевого про-
цесса для большинства пациентов с подозрением на рак 
легкого является использование малого диагностиче-
ского материала – биопсии и цитологических образцов.

В  классификациях ВОЗ 1967, 1981 и  1999  гг. морфо-
логическая диагностика рака легких основывалась лишь 
на  образцах резецированного материала [1–4]. Иммуно-
гистохимический метод впервые введен в классификацию 
ВОЗ при раке легкого в 1999 г.

Значимость цитологических исследований впервые 
в классификации ВОЗ оценена в 2004 г. [5]. Однако прак-
тические вопросы диагностики рака легких при  неболь-
ших биопсиях и цитологических образцах не рассматри-
вались. И  только в  классификации заболеваний легкого 
2015 г. особое внимание уделено диагностике рака легких 
по материалу небольших биопсий и / или цитологическому 
материалу. Данная классификация была основана на науч-
ных открытиях молекулярной биологии опухолей легкого, 
которые появились в последнее десятилетие.

Одной из главных рекомендаций в этой классификации 
является то, что диагноз рака легкого теперь является ме-
ждисциплинарной проблемой. Новая классификация забо-
леваний легкого разработана совместными усилиями Меж-
дународной ассоциации по изучению рака легких (IASLC), 
Американского торакального общества (ATS) и Европейско-
го респираторного общества (ERS). При разработке новой 
международной классификации принимали участие патоло-
ги, онкологи, пульмонологи, радиологи, молекулярные био-
логи и торакальные хирурги. Междисциплинарный подход 
главной задачей ставил решение проблем диагностики и ле-
чения заболеваний легкого [4]. В данной классификации при 
диагностике заболеваний легкого определены возможно-
сти и ограничения использования малого диагностического 
материала. Все специалисты, занимающиеся диагностикой 
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пациентов с заболеванием легкого, должны тесно сотруд-
ничать для достижения правильного диагноза.

По  сравнению с  операционным материалом возмож-
ности диагностики рака легкого по цитологическим пре-
паратам ограничены. По  цитологическому материалу 
невозможно определять инвазию опухоли. Небольшое ко-
личество клеточного материала опухоли затрудняет рас-
познавание злокачественности процесса в целом, что при-
водит к  ложноотрицательным и  ложноположительным 
интерпретациям. Согласно литературным данным, такие 
ошибки отмечаются у  15 % пациентов [6]. Ложноотри-
цательные заключения цитологической диагностики не-
редко обусловлены некачественным забором материала: 
наличием единичных опухолевых клеток в  препарате, 
присутствием примеси крови, слизи, бесструктурных масс 
детрита, воспалительных элементов. Из-за  проблемы ге-
терогенности злокачественных опухолей легкого при ци-
тологическом исследовании нередко затруднительно 
высказываться о гистотипе опухоли в связи с тем, что оце-
нивается материал, полученный из  небольшого участка 
опухоли при пункции или бронхоскопии.

Особое значение в  практической работе имеет опыт 
врача-цитолога. Уверенные цитологические заключения 
о наличии опухоли возможны при условии просмотра ис-
следователем не  менее 3000 образцов злокачественных 
опухолей легкого, в  приоритете заключения о  наличии 
злокачественности процесса от  врачей цитологических 
лабораторий онкологических диспансеров.

В исследовании ученых Пизанского университета в Ита- 
лии [7] проведены цито-гистологические параллели при 
оценке цитологических заключений и гистологических ди-
агнозов рака легкого. Авторы сопоставили результаты ис-
следования клинического материала 941 пациента и при-
шли к  выводу, что  диагноз рака легкого и  указание типа 
опухоли в цитологическом материале сопоставим с гисто-
логическим диагнозом, что не требует более инвазивных 
процедур при диагностике [7]. По литературным данным, 
точность цитологического диагноза в сравнении с гисто-
логическим заключением исследования операционного 
материала составила 96 %. При дифференцировании аде-
нокарциномы и плоскоклеточного рака расхождения ци-
тологического и гистологического заключений составили 
3 %, при использовании иммуноцитохимии констатирова-
ли точность 100 % [8].

Точная диагностика заболеваний легкого на основе ци-
тологического материала возможна при  использовании 
световой микроскопии, применении цитохимических, им-
муноцитохимических и молекулярно-генетических иссле-
дований.

Исследователями было обнаружено, что  у  пациентов 
(10–20 % от всех больных немелкоклеточным раком лег-
ких), получающих эффект от лечения гефитинибом и эр-
лотинибом, в  ткани опухоли обнаружены мутации гена 
EGFR [9, 10, 11]. Открытие соматических мутаций гена 

EGFR явилось ключевым моментом в разработке страте-
гии лечения немелкоклеточного рака легкого и  привело 
к  появлению нового молекулярного показателя чувстви-
тельности опухоли легкого к ингибиторам тирозинкиназы 
[9, 10]. Назначение таргетных препаратов показано только 
тем больным, у которых в опухолевых клетках выявляется 
мишень действия этих препаратов [9, 12].

Научные разработки, связанные с открытием соматиче-
ских мутаций гена EGFR, явились основополагающим фак-
тором для поиска других механизмов воздействия, приво-
дящих к эффективной терапии рака легкого. Следующим 
этапом молекулярно-генетических исследований при от-
сутствии мутации в гене EGFR является поиск транслока-
ции ALK. Для аденокарциномы с наличием транслокации 
ALK отмечена эффективность лечения кризотинибом [13–
16]. В  настоящее время определение мутаций гена EGFR 
и  ALK у  больных аденогенным раком легкого является 
обязательной диагностической процедурой, клинически 
и экономически обоснованной.

В последнее время появились данные о значении мута-
ций ROS1 и RET в аденокарциномах легкого, идентифици-
рующие еще  одну подгруппу пациентов, для  которых су-
ществует эффективная целенаправленная терапия [17, 18].

В контексте новой классификации для назначения тар-
гетной терапии молекулярные исследования являются 
основополагающими. Безусловно, наилучшим биологиче-
ским материалом для  получения ДНК является операци-
онный материал. Тем не менее различный цитологический 
материал, включая плевральные жидкости, может исполь-
зоваться для молекулярных исследований [19, 20]. Клеточ-
ный материал, полученный при  пункции опухоли легкого 
и ее метастазов (в том числе плеврального выпота) и брон-
хоскопическом исследовании, может иметь гораздо больше 
опухолевых клеток, чем небольшая биопсия. В связи с этим 
фактом любые цитологические образцы с наличием доста-
точного количества опухолевых клеток являются пригод-
ными для проведения молекулярно-генетических исследо-
ваний и должны быть сохранены в виде клеточных блоков, 
цитоспинов, цитологических препаратов [21].

Цель исследования

Цель исследования состоит в  оценке возможности ис-
пользования цитологического материала для комплексной 
диагностики рака легкого в контексте новой классификации.

Материалы и Методы

В  основе работы – данные пролеченных больных 
с  диагнозом «рак легкого» (n=729), установленным ци-
тологическим методом в  КГБУЗ «Алтайский краевой 
онкологический диспансер» в  2016  г. При  диагностике 
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использовали цитологический материал, полученный 
различными способами. При  исследовании жидкостно-
го материала изготавливали препараты традиционным 
центрифугированием и  с  использованием центрифуги 
Cytospin-4, окрашивали по методу Паппенгейма. При не-
обходимости применяли иммуноцитохимический метод 
с использованием стандартного протокола исследования. 
Для  визуализации реакции антиген / антитело применяли 
тест-систему REALTM EnVisionTM («ДАКО»). В  качестве 
хромогена – DAB (3,3 – diaminobenzidine), после прове-
дения реакции препараты докрашивали гематоксилином. 
В  работе применяли дискриминантный анализ, кото-
рый проводили с  использованием программы Statistica 
Microsoft Windows версия 10.0. С  применением дискри-
минантного анализа статистически определяли признаки, 
которые позволили установить максимальные различия 
в  группах больных с плевральным выпотом рака легкого 
и метастазирующего рака различных органов.

Еженедельно проводили сопоставление цитологиче-
ских и гистологических результатов исследования диагно-
стики рака легкого.

В части наблюдений проводили молекулярно-генетиче-
ские исследования, используя клеточный материал опухоли 
с цитологических препаратов. Оценивали количество опу-
холевых клеток на стеклопрепаратах и их процентное соот-
ношение с остальным клеточным материалом. Отобранные 
комплексы клеток опухоли, отмеченные маркером, исполь-
зовали для  получения ДНК. Клеточный материал раство-
ряли лизирующим раствором и отбирали пипеткой в про-
бирку типа Эппендорф. Выделяли ДНК с помощью набора 
«QIAamp DNA Mini Kit» (Qiagen, Германия) по стандартному 
протоколу в автоматическом режиме на станции QIAcube. 
Определение статуса гена EGFR осуществляли методом 
аллель-специфической ПЦР в режиме реального времени 
с помощью набора EGFR RGQ PCR Kit (Германия) на при-

боре CFX-96 (США). Исследовали мутации: 18 ex. (G719X); 
del19 ex.; 20 ex. (T790M, S768I, ins); 21 ex. (L858R, L861Q).

Результаты исследования

Пациенты направлялись в  КГБУЗ «Алтайский краевой 
онкологический диспансер» в большинстве своем с пред-
варительным клиническим диагнозом «рак легкого». Пер-
вичный рак легкого из  2241 пациента, направленного 
на обследование и лечение в онкологический диспансер, 
установлен у  507 (22,7 %) больных по  цитологическому 
материалу, полученному при бронхоскопии; в 34 (51,5 %) 
случаях из 66 – по материалу трансторакальной пункции; 
в мокроте обнаружены опухолевые клетки у 8 (7,1 %) паци-
ентов из 113 образцов. В числе метастатических пораже-
ний легкого диагностированы метастазы в лимфатические 
узлы, мягкие ткани, печень, плевральную полость у 98, 27, 
9 и 46 больных соответственно.

Метод световой микроскопии позволил в  649 (89 %) 
наблюдениях определить гистологический тип опухоли, 
который соответствовал плоскоклеточному раку легко-
го у  344 (53 %) больных, мелкоклеточному – у 162 (25 %) 
и аденогенному – в 143 (22 %) наблюдениях. Без уточне-
ния гистологического варианта опухоли диагностирован 
«рак БДУ» у 80 (11 %) пациентов в связи с недостаточным 
количеством клеточного состава, дистрофическими изме-
нениями клеток, а также в связи с отсутствием достовер-
ных клеточных признаков (критериев) для интерпретации 
формы рака.

Плоскоклеточный рак является наиболее частой фор-
мой рака легкого. В цитологических препаратах при пло-
скоклеточном ороговевающем раке преобладающим ком-
понентом является клеточный детрит. Опухолевые клетки 
плоскоклеточного ороговевающего рака имеют причуд-
ливую форму: ракеткообразную, ладьевидную, поли- 
гональную; ядра клеток опухоли с  четко очерченными 
контурами, плотные, гиперхромные; нуклеолы в  ядрах 
небольшой величины, отмечаются лишь в  единичных 
клетках; цитоплазма с  признаками ороговения (рис.  1). 
Плоскоклеточный неороговевающий рак состоит из 
округлых, овальных опухолевых клеток, которые форми-
руют скопления клеток с  центрально расположенными 
ядрами. В  некоторых случаях определенные трудности 
возникают при  дифференцировании плоскоклеточного 
неороговевающего и  аденогенного рака. В  этих случаях 
основным критерием для дифференциальной диагности-
ки является центральное расположение ядер в  клетках 
опухоли при  плоскоклеточном раке и  эксцентричное – 
при  аденогенном раке. Тем  не  менее в  цитологическом 
материале, полученном при  бронхоскопии, а  также в 
большинстве метастатических поражений клеточные 
признаки плоскоклеточного рака позволяют определить 
гистотип опухоли.

Рисунок 1. Цитологический препарат материала, полученного  
при трансторакальной пункции. Клеточные элементы  
плоскоклеточного ороговевающего рака легкого.  
Окрашивание по Паппенгейму. Увеличение × 200 
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Аденогенный рак легкого в цитологических препаратах 
характеризуется железистоподобными и  папиллярны-
ми комплексами, розетками, состоящими из  опухолевых 
клеток овальной и округлой формы (рис. 2). По перифе-
рии комплексов аденогенного рака прослеживается «ча-
стокол», или «кайма», клеток с полярным расположением 
ядер; хроматин ядер сетчатый, мелкопетлистый, равно-
мерно распределен под ядерной мембраной; отмечаются 
нуклеолы, которые отчетливо просматриваются; цито-
плазма большинства клеток гомогенна, однако встреча-
ются мелкие и крупные вакуоли, содержащие слизь.

Для  мелкоклеточного рака легких в  цитологических 
препаратах характерны опухолевые клетки, тесно приле-
гающие друг к другу, словно «фасетки» (рис. 3). Опухоле-
вые клетки мелкоклеточного рака легкого располагаются 
небольшими группами, скоплениями и  цепочками; ядра 
занимают большую часть клеточных тел, имеют оваль-
ную или бобовидную форму; хроматин ядер интенсивно 
окрашен; цитоплазма скудная, базофильная; нуклеолы 
не просматриваются. Опухолевые клетки мелкоклеточно-
го рака легкого в некоторых наблюдениях имеют сходство 
с  лимфоидными элементами и  представляют трудности 
для правильной интерпретации. Обнаружение комплексов 
с характерным признаком тесного прилегания клеток друг 
к  другу и  особенности опухолевого диатеза позволяет 
установить опухолевую природу клеток.

Крупноклеточный рак легкого в цитологическом мате-
риале обнаружен не был.

При  бронхоскопическом исследовании забор мате-
риала на  гистологическое исследование в  большинстве 
случаев происходит совместно с  забором материала 
на цитологическое исследование. В этих случаях возмож-
но сопоставление данных двух методов исследований, 
которые дополняют друг друга. При  рецидивах опухоли 

и  метастатических поражениях при  раке легких нередко 
используется только цитологический материал.

Во  всех возможных наблюдениях проводилось сопо-
ставление результатов цитологического и  гистологиче-
ского заключений о  наличии клеток опухоли в  препара-
тах, совпадение результатов отмечалось в 100 % случаев. 
При сопоставлении определения гистотипа опухоли в ци-
тологических и  гистологических исследованиях (n=528) 
отмечено совпадение в  99,1 % наблюдений. Расхождение 
при немелкоклеточном раке легкого отмечено в 5 (0,9 %) 
случаях, при  которых в двух случаях установлена при-
надлежность клеток опухоли к аденогенному раку вместо 
плоскоклеточного рака и в трех – наоборот.

Клеточный состав в  жидкостной среде в  зависимости 
от  времени нахождения в  плевральной полости значи-
тельно изменяется. В связи с чем наиболее сложно устано-
вить гистотип клеток опухоли при метастазе рака легкого 
в  плевральную полость. Для  уточнения органной принад-
лежности опухоли у пациентов без установленного первич-
ного очага использовали иммуноцитохимический метод.

По  результатам наших исследований установлено, 
что  при  цитологическом исследовании плевральной 
жидкости при  обнаружении клеток аденогенного рака 
убедительных специфических критериев принадлежно-
сти к  раку легкого по  данным только световой микро-
скопии (с  использованием дискриминантного анализа) 
не  обнаружено. Доли правильной диагностики больных 
при  аденогенном раке легкого в  плевральной жидкости 
составляют 38,0 %, что свидетельствует о том, что данные 
клеточные признаки статистически не значимы и цитоло-
гическое заключение не может быть установлено без при-
влечения дополнительных цитологических методик [22].  
При иммуноцитохимическом исследовании использование  
TTF-1 позволило установить принадлежность клеток  

Рисунок 2. Цитологический препарат материала,  
приготовленного из мокроты. Клеточные комплексы  
дифференцированного аденогенного рака легкого.  
Окрашивание по Паппенгейму.  
Увеличение × 100 

Рисунок 3. Цитологический препарат материала, полученного  
при бронхоскопическом исследовании. Скопления клеток 
мелкоклеточного рака легкого. Окрашивание по Паппенгейму. 
Увеличение × 400
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опухоли к  аденогенному раку легкого у  36 больных 
(рис.  4). Иммуноцитохимические исследования повыси-
ли точность диагностики метастаза аденогенного рака 
легкого в  плевральной жидкости (по  данным дискрими-
нантного анализа) до 86,5 %. Следует учитывать тот факт, 
что  20–25 % первичных аденогенных раков легких нега-
тивны для TTF-1. Совместное использование антител TTF-
1 и Napsin А является высокоспецифичным для этой фор-
мы рака легкого.

Уточняющие иммуноцитохимические реакции исполь-
зовали при  дифференциальной диагностике мелкокле-
точного рака в плевральной жидкости в трех наблюдени-
ях и  плоскоклеточного – в  одном. Для  мелкоклеточного 
рака легкого наиболее значимы иммуноцитохимические 
реакции с  TTF-1, хромогранином А, нейрон-специфиче-
ской энолазой. Иммуноцитохимические исследования 
позволили повысить точность диагностики мелкоклеточ-
ного рака легкого (по данным дискриминантного анализа) 
до 87,6 %, при световой микроскопии она составляла 80 %. 
Для  плоскоклеточного рака легкого значимы иммуноци-
тохимические реакции на  CK5 / 6. Точность диагностики 
плоскоклеточного рака легкого в  плевральной жидкости 
при  иммуноцитохимических исследованиях (по  данным 
дискриминантного анализа) составила 96 % (световая ми-
кроскопия – 86,1 %) [22].

При  проведении молекулярно-генетических исследо
ваний изучали статус гена EGFR у  пациентов с  цитоло-
гическим заключением «аденогенный рак легкого». Мо-
лекулярно-генетические исследования проводили для 
возможности подбора индивидуальной терапии пациен-
там с  местнораспространенным и  метастатическим ра- 
ком легкого, у которых цитологический материал являл-
ся единственно доступным морфологическим материа-
лом для исследования.

Для  молекулярно-генетических исследований исполь-
зовали цитологические образцы, полученные при  брон-
хоскопии (n=52), из мокроты (n=1), плевральной жидко-
сти (n=7) и лимфатических узлов (n=2). Цитологический 
материал с  наличием достаточного количества клеток 
опухоли (не менее 200) являлся полноценным материалом 
для молекулярно-генетических исследований.

Мутации гена EGFR обнаружены в 7 (11,3 %) из 62 на-
блюдений, в  числе которых выявлена точечная мутация 
L858R (3 наблюдения) и  делеции 19 экзона (4 наблюде-
ния) (рис. 5, 6).

Заключение

В результате выполненной работы установлено, что ис-
пользование цитологического метода является высокоин-
формативным. Данный метод позволяет при  различных 
способах забора материала на  исследование со  100 %-й 
вероятностью устанавливать диагноз рака. Достоверность 

Рисунок 4. Цитологический препарат плеврального выпота.  
Аденогенный рак легкого. Позитивная ядерная реакция  
на маркер Тhyroid transcription factor-1 Clone 8G7G3/1  
с умеренной (2+) и выраженной (3+) интенсивностью  
окрашивания. Использование полимерной системы

Рисунок 5. Цитологический препарат материала, полученного  
при трансторакальной пункции. Клеточные комплексы 
аденогенного рака легкого низкой дифференцировки.  
Окрашивание по Паппенгейму. Увеличение × 400

Рисунок 6. Мутация гена EGFR del. 19 ex., выявленная 
посредством аллель-специфической ПЦР в режиме реального 
времени на приборе CFX-96. ДНК выделена с цитологического 
препарата, микрофото которого представлено на рис. 5
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определения гистологического типа цитологическим ме-
тодом исследования составляет 89 %. Расхождения в опре-
делении гистотипа опухоли в цитологическом и гистологи-
ческом заключениях отмечаются менее чем в 1 % случаев.

Необходимость применения иммуноцитохимических 
исследований возникает, прежде всего, при  метастазах 
рака в плевру. Иммуноцитохимические исследования по-
вышают точность диагностики метастазов рака легкого 
в плевру с указанием гистотипа опухоли до 87–96 %.

По результатам молекулярно-генетических исследо-
ваний цитологического материала мутации гена EGFR 

обнаружены в 11,3 % наблюдений, в числе которых вы-
явлена точечная мутация L858R (3 наблюдения) и  де-
леции в  экзоне 19 (4 наблюдения). В  контексте новой 
классификации при  комплексной диагностике рака 
легкого использование молекулярно-генетических ис-
следований для  поиска соматических мутаций позво-
ляет подобрать целенаправленную терапию пациентам 
с  местнораспространенным или  диссеминированным 
процессом, у  которых цитологический материал явля-
ется единственно доступным морфологическим мате-
риалом для исследования.
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Abstract: The article shows the possibilities of the usage of cytological material for diagnostics of lung cancer at the example of work 
of an oncological outpatient clinic during one year. Light microscopy was used to study of cytological specimens of various material 
of 721 patients. The method has allowed to determine the diagnosis of lung cancer in majority of the observed cases with definition 
of histological type in 89 %. When comparing the results of cytology with the final diagnosis the difference of determination of the 
tumor histological types is less than 1%. The immunocytochemical test is used at the examination of pleural fluid of 40 patients 
without determined primary locus. The immunocytochemical research has allowed specifying the inhering of the tumor cells to the 
metastasis from the lung, elevating the precision of the diagnostics to 96 %. The cytological material of 62 patients obtained during 
the bronchoscopic examination, puncture of lymphatic nodules, pleural fluid and sputum with presence of a sufficient quantity of 
tumor cells (not less than 200) represents appropriate material for molecular-genetic research. The usage of cytological material for 
search of somatic mutations is justified for oncological patients with locally advanced or disseminated process, whose cytological 
material is the unique accessible morphological material for research.
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