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В статье приведены результаты собственных исследований обнаружения циркулирующих клеток в крови 
у 48 онкологических больных с использованием гемоцитофильтрации. Обнаруженные циркулирующие клет-
ки (21 наблюдение, 43,8%) представлены тремя вариантами: чаще всего в виде «голых» атипизированных 
ядер (76,2% наблюдений), а также одиночными сохранными опухолевыми клетками (14,3%) и крупными бес-
форменными одиночными клетками, вероятно, неэпителиальной природы (9,5%). Обсуждаются трудности 
идентификации полученных клеток при световой микроскопии и технические аспекты использования иммуно- 
цитохимических методик.
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This article presents the outcomes of our own research of the detection of circulating cells in the peripheral blood 
of 48 patients with oncological diseases, using hemocytofiltration. The observed circulating cells (21 cases, 43.8%) 
have been represented by three variants: more often in the form of “bare” atypical nuclei (76.2% cases), also single 
conserved tumor cells (14.3%) and large shapeless single cells, probably of non-epithelial nature (9.5%). The difficul-
ties of identifying the obtained cells in light microscopy and technical aspects of the usage of immunocytochemical 
techniques have been discussed.
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 BASIC ReSeARCH – PRACTICAl MeDICINe

Попавшие в кровь клетки злокачественного ново-
образования, которые начинают мигрировать в кро-
ви, получили название циркулирующих опухолевых 
клеток – ЦОК (circulating tumor cells, CTC). Факт 
обнаружения опухолевых клеток в кровяном русле 
известен давно. Учёные-онкологи и медицинские 
лабораторные работники неоднократно в мировой и 
отечественной практике возвращались к научным ис-
следованиям по обнаружению и оценке опухолевых 
клеток в кровяном русле. ЦОК представляют собой 
популяцию гетерогенных клеток опухоли, попавших 
в кровяное русло. Проникнуть в кровяное русло опу-
холевые клетки могут при условии их эпителиаль-
но-мезенхимальной трансформации, когда они утра-
чивают межклеточную адгезию и приобретают спо-
собность аномальной подвижности и инвазивности 
[1–4]. Предполагается, что именно эти клетки явля-
ются основой для развития метастазов в различных 
органах [1–4]. Феномен эпителиально-мезенхималь-
ного перехода встречается в физиологических усло-
виях (эмбриональный морфогенез), при различных 
видах воспаления, формировании фиброза, а также 
является неотъемлемой частью канцерогенеза (3-й 
тип по классификации R. Weinberg). ЦОК в пери-
ферической крови изучаются в клинических иссле-
дованиях для определения их роли в канцерогенезе, 
как прогностические и предиктивные показатели в 
клинической практике, а также как потенциальный 
маркёр, позволяющий оценивать эффективность си-
стемного лечения [5–7].

В научной литературе имеется множество работ, 
посвящённых изучению и оценке ЦОК в крови он-
кологических больных. Наибольшее число иссле-
дований оценки ЦОК отмечено при раке молочной 
железы [1, 8–10]. Исследователи пришли к выводу, 
что динамика ЦОК в процессе лекарственного лече-
ния пациенток с диагнозом «рак молочной железы» 
является перспективным направлением в контек-
сте раннего прогнозирования ответа на предопера-
ционную терапию у пациенток с местно-распро-
странёнными формами заболевания, что является 
дополнительным объективным критерием оценки 
эффективности лечения [8–10]. Имеются работы по 
исследованию ЦОК при раке лёгких, желудка, пря-
мой кишки, яичника, мочевого пузыря, меланоме 
и других опухолях [2, 11–13]. Практически во всех 
клинических исследованиях указывается, что нали-
чие ЦОК в крови коррелирует с неблагоприятными 
патологическими особенностями и является ценным 
прогностическим и предиктивным маркёром, позво-
ляющим прогнозировать выживаемость пациентов. 
Изменение количества ЦОК, рассчитанное до и по-
сле лечения, является показателем ответа на терапию 
и прогноз, мощным инструментом для мониторинга 
прогрессирования заболевания и выживаемости [2, 
11–14].

Существует множество различных методов обна-
ружения ЦОК в крови больных [15]. Однако даже в 
настоящее время клинические исследования, посвя-
щённые изучению ЦОК, ограничены отсутствием 
доступных технологий их обнаружения. Методоло-
гических стандартов выявления ЦОК не существует, 
а методики, доступные для применения в практиче-
ской онкологии, не обладают надежной технологи-
ческой платформой, высокой пропускной способ-
ностью, чувствительностью и специфичностью, а 

также сложны в воспроизведении и дороги, т. е. не 
полностью отвечают задачам клиники [2, 16, 17]. 
Чувствительное и точное обнаружение ЦОК остаёт-
ся сложной проблемой в клинической онкологии [18, 
19].

Новая эффективная технология – жидкостная  
биопсия (CancerIntercept) значительно отличается от 
методики определения самих ЦОК, в основе которой 
лежит анализ следовых количеств ДНК опухолевых 
клеток, свободно циркулирующих в крови. Техноло-
гия автоматической цифровой микроскопии (ADM) 
позволяет оптическим методом оценивать количе-
ство ЦОК в образце [1]. Процесс занимает доста-
точно много времени при сканировании больших по 
площади цитологических препаратов, что для прак-
тического применения не пригодно, поэтому техно-
логию усовершенствовали и разработали массивное 
оптоволоконное сканирование (FAST). Новый под-
ход позволяет просканировать за то же время в 500 
раз большую площадь по сравнению с технологией 
ADM без потери чувствительности [1]. Использо-
вание FAST и ADM совместно позволяет выявить 
редкие опухолевые клетки после предварительной 
обработки флуоресцентно-меченными антителами 
к цитокератинам [20]. Другой метод обнаружения 
ЦОК под названием MAINTRAC заключается в ис-
пользовании сканирующей лазерной цитометрии об-
разцов крови, прошедших процедуру окрашивания 
антителами против клеток, экспрессирующих эпи-
телиальные молекулы клеточной адгезии (EpCAM), 
и против лейкоцитов (CD45) [1, 21]. Одним из наи-
более популярных методов определения ЦОК в кро-
ви является система CellSearch компании Veridex 
[22]. Система является полуавтоматической, в её 
основе лежат методы иммунофлуоресценции, им-
муномагнитного разделения и проточной цитомет- 
рии [23]. Данная технология прошла экспертизу и 
была одобрена для выявления уровня ЦОК у паци-
ентов с метастазами (Food and Drug Administration, 
FDA, США), однако разрешения для клиническо-
го использования система до сих пор не получила.  
Система CellSearch позволяет не только отделить 
лейкоциты от эпителиальных опухолевых клеток, 
но и подсчитать последние. Предел чувствительно-
сти прибора составил 5 ЦОК и более на 7,5 мл крови 
[22, 24]. Следует отметить, что исследование ЦОК 
на оборудовании CellSearch дорогостоящее и трудо-
затратное, что ограничивает возможности более ши-
рокого его использования.

Кроме описанных методов определения ЦОК, 
также в научных исследованиях используют имму-
номагнитные методы, примером которых служат 
системы MACS, RosseteSep, OncoQuick+, AdnaGen 
[25, 26]. Обнаружение ЦОК напрямую зависит от 
технических характеристик метода, используемого 
для их выделения. В настоящее время технологии 
совершенствуются в сторону получения недеформи-
рованных, более сохранных клеток, поскольку часто 
при выделении ЦОК они деформируются и разруша-
ются [27].

Одной из самых сложных задач является точ-
ное определение характера циркулирующих клеток 
(ЦК), выделенных из крови. Необходим немалый 
опыт исследователя, изучающего ЦК. Также необ-
ходимо использование дополнительных методик для 
подтверждения злокачественной природы и типа 
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выделенных клеток [28, 29]. Феномен эпителиаль-
но-мезенхимального перехода оказывает влияние на 
формирование гетерогенности ЦОК, создаёт техни-
ческие трудности их обнаружения и фенотипирова-
ния. Во время эпителиально-мезенхимального пере-
хода происходят морфологические трансформации, 
проявляющиеся изменением размера и формы кле-
ток, наблюдаются полиморфизм клеток и ядер, ги-
перхроматоз и гиперплоидность, а также отмечается 
увеличение их митотической активности. Большая 
часть ЦОК теряет свои эпителиальные антигены и 
начинает экспрессировать мезенхимальные антиге-
ны [30–32]. Цитологическое обнаружение ЦОК в за-
висимости от размера (выделение по размеру эпите-
лиальных опухолевых клеток [ISET]) представляет-
ся очень эффективной процедурой, обеспечивающей 
высокую точность и чувствительность в дополнение 
к её простоте, быстроте и низкой стоимости. Хотя 
цитологический анализ предсказуемо более точен, 
чем антиген-опосредованный ЦОК-захват, основан-
ный на отсутствии специфичности антител для опу-
холевых клеток, всё же необходимо уточнение воз-
можности распознавания ЦОК с помощью цитоло-
гических критериев злокачественности, которые уже 
используются в традиционной цитологии. При вы-
делении крупных клеток из крови возможно выделе-
ние редких гематологических (таких как мегакарио-
циты или крупные моноциты) или мезенхимальных 
(как эндотелиальные) клеток, которые невозможно 
определить с помощью существующих гематологи-
ческих анализов и трудно отличить от эпителиаль-
ных опухолевых клеток [30].

Исходя из вышесказанного, мы запланировали 
провести сравнительное цитологическое исследова-
ние образцов крови пациентов, обратившихся в он-
кологический диспансер, у которых цитологическим 
или гистологическим методом диагностирована зло-
качественная опухоль.

Цель работы – оценить возможность цитологиче-
ской идентификации клеток, полученных из крови 
онкологических пациентов при гемоцитофильтра-
ции.
Материал и методы

Материалом для исследования служила кровь 48 
пациентов с установленным онкологическим заболе-
ванием (38 мужчин и 10 женщин) в возрасте от 34 
до 84 лет. У всех пациентов было морфологическое 
подтверждение злокачественной опухоли. Для про-
ведения гемофильтроцитологического исследования 
использовали устройство для микропросеивания ве-
нозной крови (патент на изобретение № 2414710, за-
регистрированный в Государственном реестре изо-
бретений РФ 20.03.2011 года). Для выделения цир-
кулирующих клеток всем пациентам производился 
забор не менее 7,5 мл венозной крови в пробирки с 
этилендиаминтетрауксусной кислотой, после чего в 
течение 30–60 мин кровь доставлялась в лаборато-
рию. При пропускании цельной крови через фильтр 
с порами 6000 нм в диаметре выделяются циркули-
рующие клетки, которые задерживаются на фильтре. 
В результате микропросеивания крови на фильтре 
остаются клетки (или фрагменты клеток), отличи-
мые от клеточных компонентов крови по размеру. 
Из осадка на фильтре готовили цитологические пре-
параты в количестве 4–5 мазков-отпечатков, которые 

окрашивали по методу Паппенгейма. В некоторых 
случаях проводили иммуноцитохимические иссле-
дования с применением стандартных методик про-
ведения иммуноцитохимических реакций. В этих 
случаях были приготовлены 5 препаратов после 
микрофильтрации венозной крови для стандартной 
микроскопии и 4 препарата с применением цитоцен-
трифуги Cytospin-4. Для визуализации реакции ан-
тиген/антитело использовали тест-систему REALTM 
EnVisionTM («ДАКО»). В качестве хромогена приме-
няли DAB (3,3-diaminobenzidine), после проведения 
реакции мазки докрашивали гематоксилином.

Для оценки возможностей цитологической иден-
тификации клеток, выделенных из крови онкологи-
ческих пациентов при гемоцитофильтрации, о каж-
дом пациенте были получены необходимые клини-
ческие данные из канцер-регистра, амбулаторных 
карт и историй болезни.
Результаты и обсуждение

Гемофильтроцитологические исследования про-
ведены у пациентов с верифицированными эпите-
лиальными опухолями. Морфологические варианты 
рака лёгкого были представлены в 18 наблюдениях 
аденогенным раком, в восьми – плоскоклеточным и 
в восьми – мелкоклеточным. Рак желудка диагности-
рован у семи пациентов, из которых у трёх опреде-
лён перстневидно-клеточный рак и у четырёх – аде-
нокарцинома. В исследование вошли три женщины с 
инвазивной карциномой молочной железы неспеци- 
фического типа, два пациента с плоскоклеточным 
раком пищевода, по одному пациенту с аденокарци-
номой кишечника и аденокарциномой поджелудоч-
ной железы, у которых были проведены гемофиль-
троцитологические исследования (см. таблицу).  
12 человек были пролечены по поводу онкологическо-
го заболевания, в остальных случаях гемоцитофиль-
трацию проводили у пациентов, впервые обратив-
шихся в поликлинику онкологического диспансера.

ЦК в результате микропросеивания крови на 
фильтре обнаружены у 21 (43,8%) пациента: у деся-
ти из них аденогенный рак лёгкого, у двух – плоско-
клеточный и у четырёх – мелкоклеточный рак, у двух 
– перстневидно-клеточный рак желудка, по одному 
наблюдению – инвазивная карцинома молочной же-
лезы неспецифического типа, аденокарцинома ки-
шечника и поджелудочной железы (см. таблицу).

При цитологическом исследовании на препаратах 
с наличием ЦК отмечали повышенное количество 
нейтрофильных гранулоцитов, которое составляло 
12–15 в поле зрения, и большое число скоплений 
тромбоцитов. Количественный анализ на данном 
этапе исследования не проводили. Количество обна-
руженных ЦК в препаратах было различным, макси-
мальное значение 50–70 клеток. Репрезентативными 
считали препараты, в которых обнаруживали 5 ЦК и 
более. Обнаруженные ЦК в количестве более 5 кле-
ток на препарате были представлены тремя вариан-
тами клеток: циркулирующие фрагменты клеток в 
виде «голых» атипизированных ядер – у 16 (76,2%) 
пациентов (рис. 1, см. 2-ю полосу вклейки); одиноч-
ные сохранные опухолевые клетки наблюдали у трёх 
больных (14,3%) (рис. 2, см. 2-ю полосу вклейки); 
крупные бесформенные одиночные ЦК, вероятно, 
неэпителиальной природы – у двух (9,5%). Идентич-
ными по форме и по размеру были циркулирующие 
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фрагменты клеток в виде «голых» атипизированных 
ядер, специфических признаков принадлежности 
их к морфологическому типу клеток обнаружить 
не удалось. По одиночным сохранным опухолевым 
клеткам при тщательном исследовании можно было 
предполагать принадлежность клеток к типу опухо-
ли: были отмечены признаки плоскоклеточной диф-
ференцировки (рис. 3, см. 3-ю полосу вклейки) и 
специфический признак «притёртости» клеток друг 
к другу при мелкоклеточном раке лёгкого (рис. 4, см. 
3-ю полосу вклейки). Проведено сравнение ЦОК с 
опухолевыми клетками первичного образования. 
ЦОК были идентичны первичному образованию, 
диагностированному при цитологическом иссле-
довании опухоли по материалу, полученному при 
бронхоскопии.

Крупные бесформенные одиночные ЦК, вероятно 
неэпителиальной природы, предположительно явля-
ются тромбобластами (инволютивные формы мега-
кариоцитов) (рис. 5, см. 3-ю полосу вклейки). Так-
же на препаратах были отмечены многочисленные 
мономорфные клетки среди тромбоцитов, вероятно 
мезенхимального происхождения, которые весьма 
напоминают эндотелиальные клетки (рис. 6, см. 3-ю 
полосу вклейки).

Визуализация ЦК представляет собой сложную 
задачу. Все обнаруженные ЦК в периферической 
крови имели общие черты, при цитологическом ис-
следовании невозможно исключить, что на мембра-
нах могла оседать примесь эпителиальных и эндо-
телиальных клеток. Феномен эпителиально-мезен-
химальной трансформации оказывает влияние на 
формирование гетерогенности ЦК, тем самым обу-
славливает трудности их идентификации при свето-
вой микроскопии. В связи с этим фактом были про-
ведены иммуноцитохимические исследования.

Иммуноцитохимические исследования прово-
дили с использованием моноклональных антител к 
эпителиальным антигенам (Epithelial Antigen Сlone 
Ber-EP4 и Cytokeratin Clone C MNF116), а также по-
ликлонального антитела к раково-эмбриональному 
антигену (Carcinoembryonic Antigen, poly). В каждом 
случае были приготовлены 4 препарата с примене-

нием цитоцентрифуги Cytospin-4. В результате про-
ведённой световой микроскопии препаратов данных 
пациентов установлено, что единичных клеток и 
единичных комплексов, наблюдаемых при микро-
скопии, оказалось недостаточно для проведения им-
муноцитохимических исследований. В связи с этим 
фактом удалось провести иммуноцитохимические 
исследования только у пяти пациентов с наличием 
ЦК при гемоцитофильтрации (см. таблицу). При им-
муноцитохимических исследованиях фильтратов пе-
риферической крови в трёх случаях отмечен немно-
гочисленный клеточный состав, имеющий позитив-
ное цитоплазматическое окрашивание на эпители-
альные антитела и раково-эмбриональный антиген, 
подтверждающий принадлежность клеток к числу 
эпителиальных (рис. 7, см. 3-ю полосу вклейки). 
В двух наблюдениях проведения иммуноцитохимиче-
ской реакции клеточного состава для интерпретации 
было недостаточно, а у одиночных голо-ядерных ЦК 
реакция с эпителиальными антителами отсутствова-
ла. Во всех случаях для окончательного заключения 
была необходима микроскопическая характеристика 
всей клетки и её компонентов (мембраны, цитоплаз-
мы, ядра), оценка голоядерных элементов была не-
корректной. Иммуноцитохимические исследования 
могут быть использованы для фенотипирования 
ЦК для выделения не только эпителиальных кле-
ток, но также эндотелиальных клеток и мегакарио- 
цитов. В связи с этим обязательным является и до-
полнительное окрашивание на общелейкоцитарный 
антиген CD45 (Leucocyte Common Antigen) Clonеs 
2B11+PD7/26.CD45 для исключения тромбобластов, 
циркулирующих в периферической крови, и вимен-
тина (Vimentin Clone V9), позволяющего исключить 
примесь эндотелиальных клеток.
Выводы
1) Полученные нами данные показывают, что цито-

логическое исследование, используемое в каче-
стве диагностического метода в клинической он-
кологии, также актуально в области обнаружения 
ЦК в периферической крови.

2) Идентификация ЦК остаётся сложной задачей и 

Количество пациентов, у которых проводили определение ЦК в периферической крови

Заболевание Морфологический тип опухоли –  
количество пациентов

Количество пациентов,  
у которых обнаружены ЦК  
в периферической крови

Количество пациентов, у которых 
проведены иммуноцитохимические 

реакции

Рак лёгкого
Аденогенный – 18 10 1 (позитивная на эпителиальные 

антитела)
Плоскоклеточный – 8 2
Мелкоклеточный – 8 4

Рак желудка
Аденогенный – 4 - 1 (реакция неудачная)
Перстневидно-клеточный –  3 2

Рак молочной железы Неспецифический тип – 3 1 1 (реакция неудачная)
Рак пищевода Плоскоклеточный – 2 -

Рак кишечника Аденогенный – 1 1 1 (позитивная на эпителиальные 
антитела)

Рак поджелудочной железы Аденогенный – 1 1 1 (позитивная на эпителиальные 
антитела)

Всего 48 21 5
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до сих пор ещё недоступна в практическом здра-
воохранении для рутинного использования.

3) При идентификации ЦК с использованием имму-
ноцитохимических исследований необходимо до-
статочное количество (не менее 50–100) ЦК.

4) При идентификации ЦК следует учитывать при-
сутствие в крови клеток, утративших эпителиаль-
ные и приобретших мезенхимальные антигены 
(феномен эпителиально-мезенхимальной транс-
формации).

5) При иммуноцитохимическом исследовании не-
обходимо использовать кроме эпителиальных 
антигенов также общелейкоцитарный антиген и 
виментин.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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Рис. 2. Параметрическая оценка плотности распределения параметров: размер опухоли и SUVmax. Гистограмма 1 – размер опухоли. Гисто-
грамма 2 – SUVmax.

Рис. 1. Реакция релаксации, катализируемая 
hTop 1 под действием камптотециновых 
противоопухолевых агентов.

Рис. 1. Циркулирующие клетки в 
периферической крови в виде голо-
ядерных атипизированных элемен-
тов у пациента 63 лет с аденогенным 
раком лёгкого.
Препарат приготовлен методом гемоци-
тофильтрации. Окраска по Паппенгейму. 
Ув. 1000.

Рис. 2. Циркулирующие опухолевые 
клетки в периферической крови у 
пациентки 57 лет с перстневидно-

клеточным раком желудка.
Препарат приготовлен методом гемоци-

тофильтрации. Окраска по Паппенгейму. 
Ув. 1000.
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Рис. 3. Образцы, взятые у пациента 68 лет с 
плоскоклеточным раком лёгкого. Окраска по 
Паппенгейму. Ув. 1000.
а – циркулирующие опухолевые клетки в перифе-
рической крови. Препарат приготовлен методом 
гемоцитофильтрации.
б – цитологический препарат первичного образо-
вания в лёгком, полученный с материала при брон-
хоскопии. Комплекс клеток плоскоклеточного рака 
лёгкого.

Рис. 4. Образцы, взятые у пациента 48 лет с 
мелкоклеточным раком лёгкого. Окраска по 
Паппенгейму. Ув. 1000.
а – циркулирующие опухолевые клетки в пери-
ферической крови. Препарат приготовлен методом 
гемоцитофильтрации.
б – цитологический препарат первичного образова-
ния в лёгком, полученный с материала при бронхо- 
скопии. Комплекс клеток мелкоклеточного рака 
лёгкого.

Рис. 7. Комплекс циркулирующих клеток в 
периферической крови у пациентки 56 лет 
с аденокарциномой поджелудочной железы. 
Слабая иммунопозитивная цитоплазматиче-
ская реакция (1+) на Epithelial Antigen Сlone 
Ber-EP4.
Использование полимерной системы иммуноде-
текции. Ув. 200.

Рис. 5. Циркулирующие бесформенные клет-
ки в периферической крови у пациента 72 
лет с аденогенным раком лёгкого, предполо-
жительно являются тромбобластами.
Препарат приготовлен методом гемоцитофильтра-
ции. Окраска по Паппенгейму. Ув. 1000.

Рис. 6. Многочисленные циркулирующие 
мономорфные клетки среди тромбоцитов у 
пациента 68 лет с плоскоклеточным раком 
лёгкого, предположительно эндотелиальные 
клетки.
Препарат приготовлен методом гемоцитофильтра-
ции. Окраска по Паппенгейму. Ув. 1000.


