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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Учитывая важность заявленной проблемы обнаружения единичных опухолевых клеток при зло-
качественных опухолях, редакция сочла возможным публикацию статьи С. А. Кузнецова и соавт. 
«Методы идентификации микрометастазов при злокачественных новообразованиях», несмотря 
на неоднозначность оценки рецензентами данного материала, с надеждой на активное участие 
читателей в обсуждении данной тематики. Мы ждем ваших писем и отзывов и будем рады пред-
ставить читателям ваши оригинальные статьи и обзоры.
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Проанализированы данные литературы, касающиеся методов, применяемых для обнаружения единичных опухолевых клеток 
в костном мозге, лимфатических узлах и периферической крови. Рассмотрен уровень чувствительность современных методов 
детекции. Несмотря на успехи в развитии молекулярной биологии и цитологии, до сих пор не существует универсального подхода 
к идентификации микрометастазов и рекомендуется оптимизация существующих методик.
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Micrometastases identification in malignant tumors
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The article reviewed literature data relating to the methods used for detection of single tumor cells in bone marrow, lymph nodes, and periph-
eral blood. Sensitivity of modern detection methods is analyzed. Despite advances in the development of molecular biology and cytology, 
until now there is no universal approach to the micrometastases identification, and existing methods optimization are recommended.
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Введение
Проблема идентификации микрометастазов в кост-

ном мозге, лимфатических узлах (ЛУ) и крови являет-
ся  одной  из  важных  задач  современной  онкологии. 
Микрометастазами обычно называют единичные опу-
холевые  клетки  или  небольшие  клеточные  конгло-
мераты, обнаруживаемые вне локализации основной 
опухоли. В зависимости от места обнаружения таких 

клеток их разделяют на циркулирующие опухолевые 
клетки  (ЦОК)  и  диссеминированные  опухолевые 
клетки (ДОК). К ЦОК относят те, которые обнаружи-
вают в периферической крови пациентов, а к ДОК – 
те, которые выявляют в тканях и органах [1].

До сих пор не существует единого мнения среди 
исследователей относительно прогностического зна-
чения наличия ЦОК и ДОК. По данным различных 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исследований, микрометастазы выявляются в лимфе, 
ЛУ и костном мозге в послеоперационном периоде [2, 3]. 
В настоящее время утвердилось мнение, что наличие 
более 7–8 опухолевых клеток среди нескольких мил-
лионов клеток лимфы уже является неблагоприятным 
прогнозом  [4,  5].  Одна  из  задач  при  изучении  роли 
микрометастазов – адекватный способ идентифика-
ции этих клеток. В настоящее время существует не-
сколько методов, которые с разной точностью позво-
ляют определить наличие опухолевых клеток в крови 
и костном мозге:

1) проточная цитометрия;
2) световая микроскопия;
3) полимеразная цепная реакция (ПЦР);
4) иммуномагнитная сепарация;
5) иммуноферментный анализ (система EPISPOT);
6) иммуногистохимия и иммуноцитохимия;
7) метод клеточных культур;
8) система избирательного определения опухоле-

вых клеток CellSearch.

Проточная цитометрия
Метод проточной цитометрии основан на лазер-

ной идентификации клеток, которые окрашены спе-
цифическими моноклональными антителами (МКА), 
конъюгированными с флуоресцентными красителями. 
Данный метод позволяет обнаружить 1 трансформи-
рованную клетку на 104–106 нормальных клеток.

Для проточной цитометрии используют такие флу-
орохромы, как, например, флуоресцеин изотиоцианат 
(FITC), фикоэритрин (PE), аллофикоцианин (APC) и др., 
конъюгированные с МКА. Для обнаружения эпители-
альных клеток используют МКА против цитокерати-
на-19 (CK19), СК18 и др., а также молекулы адгезии 
эпителиальных клеток (EpCAM) и другие рецепторы 
эпителиальных клеток. Проточная цитометрия позво-
ляет  определять  микрометастазы  в  периферической 
крови, лимфе, костном мозге, при этом объем пункта-
та костного мозга обычно не превышает 0,5 мл, так как 
при большем объеме возможно разбавление образца 
периферической кровью [6]. К достоинствам данного 
метода можно отнести относительную простоту испол-
нения (в отличие, например, от иммуногистохимии), 
а  также  высокую  точность  подсчета  клеток.  Однако 
существует вероятность обнаружения ложноположи-
тельных клеток в пробе. В работе О. Б. Бжадуг [3] опре-
деление опухолевых клеток в периферической крови 
у больных раком молочной железы (РМЖ) проводили 
с помощью проточной цитометрии. Забор крови осу-
ществляли в объеме 10 мл. Полученные клетки окраши-
вали  антителами  к  общему  лейкоцитарному  антигену 
CD45 и к эпителиальному антигену Egp34 (HEA125). 
В  исследование  были  включены  65  больных  РМЖ. 
Частота выявления ЦОК в периферической крови со-
ставила 41,3 % [7]. В исследовании L. Wang и соавт. [5] 
изучаемые образцы готовили из смешанной суспензии 
клеток линии А431 (эпидермоидная карцинома чело-

века). Исследовали 73 образца периферической крови, 
включавших 48 пациенток с РМЖ различных стадий 
и 25 здоровых доноров. Предварительно количество 
клеток  А431  было  подсчитано  с  помощью  флуорес-
центной микроскопии. Изучаемые образцы окраши-
вали  МКА  против  CK19  (FITC).  Микрометастазами 
считали наличие окрашенных клеток, количество ко-
торых выходило за пределы предварительно подсчи-
танного числа клеток А431. В образцах 27 % пациен-
ток с РМЖ были найдены микрометастазы. В образцах 
контрольной группы окрашенных клеток не обнару-
жено. Авторы отмечают, что количество микромета-
стазов коррелировало со стадией заболевания: чем вы-
ше  стадия,  тем  больше  опухолевых  клеток  было 
выявлено. По утверждению авторов, чувствительность 
метода проточной цитометрии составляет 1 опухоле-
вую клетку на 104 нормальных [5].

Световая микроскопия
Анализ цитологического препарата, приготовлен-

ного стандартным образом, позволяет отличать транс-
формированные  клетки  от  нетрансформированных 
по морфологическим признакам. Световая микроско-
пия используется при рутинных диагностических ме-
роприятиях, однако для выявления единичных клеток 
при изучении большого количества материала такой 
подход становится трудновыполнимым.

В работе Е. В. Чигриновой и соавт.  [8] при стан-
дартном  цитологическом  и  гистологическом  иссле-
довании  трепанобиоптатов  костного  мозга  и  мазков 
аспирата не было обнаружено патологических элемен-
тов,  при  этом  цитокератин-положительные  клетки 
были обнаружены при иммуногистохимическом окра-
шивании.

Полимеразная цепная реакция
ПЦР  основана  на  способности  ДНК  к  реплика-

ции. Благодаря этому методу стало возможным обна-
ружение даже незначительного количества генетиче-
ского  материала  в  пробе  [9].  В  течение  нескольких 
часов можно получить до 1010 копий одной молекулы 
ДНК (или ее фрагмента). Цикл ПЦР состоит из не-
скольких  стадий.  Сначала  происходит  денатурация 
двухцепочечной молекулы ДНК, затем следует процесс 
гибридизации,  для  которого  используются  прайме-
ры – специальные фрагменты матричной РНК (мРНК). 
Для поиска микрометастазов используют мРНК анти-
генов, которые экспрессируются клетками злокачест-
венных новообразований. Следующим этапом явля-
ется достраивание полной двухцепочечной молекулы 
ДНК или ее фрагмента. Идентификация фрагментов 
проводится  с  помощью  электрофореза  в  агарозном 
геле.  Помимо  этого,  можно  использовать  праймеры 
к генам, в которых могут быть мутации при злокаче-
ственных новообразованиях (p53, KRAS) [10]. ПЦР об-
ладает очень высокой чувствительностью (1 трансфор-
мированная  на  106  нетрансформированных  клеток). 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Кроме того, ДНК является более удобным субстратом 
для исследования, чем клетки, и легко переносит не-
благоприятные условия окружающей среды.

Существует возможность исследовать ДНК из па-
рафиновых срезов, что позволяет увеличить точность 
исследования благодаря комбинации нескольких ме-
тодов [3]. В работе K. Uzawa и соавт. [11] производи-
лась детекция ЦОК с помощью метода ПЦР в реальном 
времени.  Исследователи  обнаруживали  мутантные 
митохондриальные  ДНК  (мут-мтДНК),  ассоцииро-
ванные с опухолью, при плоскоклеточном раке поло-
сти рта. Были приготовлены праймеры к 3 последова-
тельностям: 12S-рРНК, 16S-рРНК, D-петле (фрагмент 
ДНК, участвующий в репликации генетического ма-
териала митохондрий и хлоропластов). Были прове-
дены исследования 240 клинических образцов in vitro 
и in vivo. В клетках полученных линий плоскоклеточ-
ного рака полости рта была обнаружена одна из при-
веденных выше последовательностей, в то время как 
в  клетках  нормальных  тканей  они  не  выявлялись. 
В послеоперационном периоде наличие мут-мтДНК 
в сыворотке крови четко коррелировало с плохим про-
гнозом течения заболевания. Авторы предполагают, что 
описанный метод может стать новым подходом в опре-
делении микрометастазов, где молекулярным марке-
ром является циркулирующая мут-мтДНК. В работе 
N. Xenidis и соавт. [12] исследовалось наличие клеток, 
в которых присутствовали мРНК, кодирующие СК19, 
у больных РМЖ на ранней стадии при лечении тамок-
сифеном. Были исследованы образцы периферической 
крови 119 больных РМЖ с рецепторами прогестерона 
или эстрогенов. Детекцию мРНК осуществляли с по-
мощью ПЦР в реальном времени. У 22 (18,5 %) паци-
ентов были обнаружены клетки с кодирующей СК19 
мРНК.  Авторы  отметили,  что  наличие  таких  клеток 
является прогностически неблагоприятным фактором.

Иммуномагнитная сепарация
Иммуномагнитная сепарация является одним из но-

вых методов выявления цитокератин-положительных 
клеток. Показана эффективность метода для пациен-
тов  с  остеосаркомой,  злокачественной  меланомой, 
РМЖ и др. [13]. Данный метод может использоваться 
для определения наличия микрометастазов в интрао-
перационном периоде, в целях уточнения стадии за-
болевания  и  необходимого  объема  хирургического 
вмешательства [14]. В методике используется принцип 
обогащения пула цитокератин-положительных клеток 
с  помощью  магнитных  микрошариков,  конъюгиро-
ванных  с  различными  антителами  к  цитокератинам 
(например, CK19, СК20, CK7/8). Суспензию клеток, 
инкубированных с магнитными шариками с цитоке-
ратинами, пропускают через колонку, которая прикре-
плена  к  магниту.  После  того  как  суспензия  прошла 
через колонку, ее отсоединяют от магнита и смывают 
оставшиеся клетки буфером, таким образом получая 
клеточную  суспензию,  обогащенную  цитокератин- 

положительными  клетками.  Для  уточнения  цитоло-
гической характеристики обогащенных магнитной се-
парацией клеток их окрашивают гематоксилином 
и эозином для последующего морфологического ана-
лиза. В работе И. С. Стилиди и соавт. [14] методом маг-
нитной сепарации клеток костного мозга у 15 из 25 боль-
ных раком пищевода и легких II–III стадии в образцах 
костного мозга, полученного интраоперационно, бы-
ли обнаружены от 2 до 15 клеток, конъюгированных 
с магнитными шариками (CK7/8). Иммуноцитохими-
ческим методом было подтверждено наличие цитоке-
ратин-положительных клеток.

Иммуноферментный анализ (система EPISPOT)
Система EPISPOT (EPithelial ImmunoSPOT) явля-

ется  разновидностью  иммуноферментного  анализа, 
которая позволяет проводить прижизненное изучение 
трансформированных клеток. Благодаря этому методу 
можно определять белки, которые выделяют опухоле-
вые клетки в процессе своей жизнедеятельности [15]. 
В основе метода лежит реакция клеток (или продуктов 
их жизнедеятельности) с МКА. В основном этот метод 
используется для детекции ЦОК. Клетки культивиру-
ются на мембране, на которую предварительно были 
нанесены антитела. Эти антитела «захватывают» бел-
ки, которые продуцируются опухолевыми клетками, 
а затем их определяют с помощью вторичных антител, 
конъюгированных  с  флуорохромами.  Используемые 
маркеры имеют опухолевую специфичность, например 
для РМЖ – CK19 и муцин-1 (MUC1) [15]. При раке 
предстательной железы в качестве маркера используют 
секрецию простатспецифического антигена. Показа-
но, что значительная часть ЦОК секретируют фактор 
роста  фибробластов  (FGF2)  [15],  что  позволяет  ис-
пользовать антитела к этому фактору роста как маркер 
для детекции опухолевых клеток.

Помимо  культивирования  клеток  на  мембране 
можно  использовать  жидкие  среды,  как,  например, 
сыворотку крови при детекции ЦОК. Данный метод 
позволяет проводить биохимический анализ молекул, 
секретируемых опухолевыми клетками. Однако кон-
центрация  факторов,  продуцируемых  опухолевыми 
клетками,  будет  низкой,  если  количественно  самих 
клеток было мало. А в случае идентификации микро-
метастазов можно говорить об 1–7 трансформирован-
ных клетках на сотни тысяч нетрансформированных. 
В исследовании S. P. Leong и соавт. [16] приняли учас-
тие 68 больных меланомой. Клетки для идентификации 
выделяли  из  сторожевых  ЛУ.  Использовали  следую-
щие маркеры: интерферон-γ (ИФН-γ), интерлейкин-2 
(ИЛ-2),  гранулоцитарно-макрофагальный  колоние-
стимулирующий фактор (ГМ-КСФ), ИЛ-10. Контро-
лем  служили  клетки,  выделенные  из  близлежащих 
несторожевых ЛУ. В целом разницы в уровне ИЛ-10 
в клетках сторожевых и несторожевых ЛУ обнаружено 
не  было,  однако  отмечено  значительное  увеличение 
продукции  ИФН-γ,  ИЛ-2  и  ГМ-КСФ  в  сторожевых 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ЛУ по сравнению с уровнем секреции этих цитокинов 
в ЛУ, не дренирующих опухоль. По данным авторов, 
микрометастазы были определены в сторожевых ЛУ 
у 8 пациентов из 68. Повышенный уровень цитокинов 
в сторожевых ЛУ зарегистрирован у больных без ми-
крометастазов  (n  =  60),  в  то  время  как  у  пациентов 
с микрометастазами (n = 8) уровень цитокинов не пре-
вышал параметров в образцах сравнения [16].

Иммуногистохимия и иммуноцитохимия
Эти два метода в настоящее время наиболее ши-

роко применяются при определении микрометастазов 
в костном мозге и ЛУ. Данный метод основан на спе-
цифическом окрашивании определенных фрагментов 
клеток, что облегчает их визуальное определение с по-
мощью светового микроскопа.

В  случае,  когда  иммуноцитохимия  используется 
для  определения  микрометастазов  в  костном  мозге, 
основой служат МКА к антигенам, не характерным для 
гемопоэтической ткани [17], но экспрессирующимся 
опухолевыми клетками. Как правило, используют анти-
тела к эпителиальному мембранному антигену (EMA), 
цитокератинам,  опухоль-ассоциированному  глико-
протеину  12  (TAG12).  Иммуноцитохимия  позволяет 
определить 1–2 опухолевые клетки на 1 млн нетранс-
формированных. Таким образом, это один из самых 
точных методов идентификации микрометастазов.

К недостаткам данного метода можно отнести ве-
роятность получения ложноположительных результа-
тов, так как известно, что некоторые ранние миелоид-
ные  клетки  и  некоторые  лимфоидные  клетки 
костного  мозга  несут  на  себе  EMA.  Помимо  этого, 
в костном мозге здоровых людей встречаются единич-
ные клетки, несущие CK18 [17]. Иммуногистохимия 
сходна с иммуноцитохимией, но в данной методике 
происходит окрашивание тканей, а не отдельных кле-
ток. Однако гистологическое окрашивание более тру-
доемко и требует более длительного времени, вследствие 
чего данная методика не подходит для экспресс-диаг-
ностики единичных опухолевых клеток.

В исследование В. В. Родионова и соавт. [6] были 
включены 50 больных РМЖ. Метастатический процесс 
отмечен у 37 из них, у 19 обнаружены микрометастазы 
в костном мозге. С использованием гистологического 
метода  микрометастазы  в  костный  мозг  выявлены 
у 10 больных, а с помощью цитологического – у 5. Ав-
торы  отмечают,  что  наибольшую  чувствительность 
показал именно метод иммуноцитохимии, с его помо-
щью в 12 из 19 образцов были обнаружены единичные 
опухолевые клетки. Положительными считались об-
разцы при наличии 1 опухолевой клетки на 1 млн мие-
локариоцитов [17].

Метод клеточных культур
При данной методике в питательную среду поме-

щают образцы, полученные с помощью биопсии. Не-
трансформированные клетки костного мозга не будут 
делиться в непривычных для себя условиях. Поэтому 
получение  вторичных  колоний  позволяет  говорить 
о наличии в образце опухолевых клеток [17].

Метод CellSearch
Одним из наиболее современных методов диагно-

стики ЦОК является система CellSearch. Метод активно 
используется  для  обнаружения  ЦОК  в  перифериче-
ской крови во время лечения (он позволяет иденти-
фицировать  5  опухолевых  клеток  в  7,5  мл  цельной 
крови, что свидетельствует о высокой чувствительно-
сти). Определение микрометастазов с помощью мето-
да CellSearch выполняется в 2 этапа: обогащение кле-
ток магнитными наночастицами, конъюгированными 
со специфическими антителами, и детекция этих кле-
ток на специальном приборе или на флуоресцентном 
микроскопе. Для определения клеток эпителиального 
происхождения используют CK8, CK18, CK19 и EpCAM. 
После связывания клеток с наношариками их окра-
шивают 4,6-диамидино-2-фенилиндол дигидрохлори-
дом (DAPI). Идентификацию клеток проводят на при-
боре  CellTracks  Analyzer  II,  который  представляет 
собой флуоресцентный микроскоп, способный к вос-
созданию  изображений  клеток.  Опухолевыми  клет-
ками принято считать клетки, которые несут на себе 
CK8, CK18, CK19 и EpCAM, но не несут CD45 [18]. 
В настоящее время получены данные об идентифика-
ции  трансформированных  клеток  при  метастатиче-
ском  раке  предстательной  железы,  метастатическом 
РМЖ, метастатическом колоректальном раке. Резуль-
таты  проведенных  исследований  [18,  19]  показали, 
что наличие микрометастазов в периферической кро-
ви является прогностически неблагоприятным факто-
ром [19].

Заключение
Сегодня существует несколько различных методов 

идентификации  микрометастазов  в  костном  мозге 
и периферической крови. При этом наиболее часто 
используемыми, несмотря на их трудоемкость, оста-
ются  иммуноцитохимия  и  иммуногистохимия.  Тем 
не менее продолжаются поиск, разработка и совер-
шенствование методов идентификации микромета-
стазов,  поскольку  их  роль  в  течении  заболевания 
до сих пор не однозначна, и в настоящее время про-
водятся интенсивные исследования по определению 
микрометастазов  и  изучению  их  прогностической 
значимости.
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детская больница»; Россия, 628609, Нижневартовск, ул. Северная, 30; 6ГУ «Республиканский научно-практический центр детской онкологии, 
гематологии и иммунологии» Минздрава Республики Беларусь; Республика Беларусь, 223053, Минская область, дер. Боровляны, ул. Фрунзенская, 43; 
7ГБУЗ АО «Архангельская областная детская клиническая больница им. П. Г. Выжлецова»; Россия, 163002, Архангельск, пр-т Обводный канал, 7; 
8ГБУЗ НО «Нижегородская областная детская клиническая больница»; Россия, 603136, Нижний Новгород, ул. Ванеева, 211; 9ФГБУ «Российская 
детская клиническая больница» Минздрава России; Россия, 117513, Москва, Ленинский пр-т, 117.


