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Актуальность 
Рак легких является наиболее распространенным ви-

дом опухоли и занимает первое место в структуре 
смертности от злокачественных новообразований [1]. 
Ежегодно во всем мире регистрируется 2,1 млн новых 
случаев рака легких, 1,8 млн пациентов умирают от 
этого заболевания [2]. 
В современной литературе имеются данные, подтвер-

ждающие полиэтиологический характер этого заболева-
ния и его значительную зависимость от географических 
факторов, климатических условий и образа жизни насе-
ления [3]. 
По данным Всемирной организации здравоохранения, 

более 80% случаев рака легких у мужчин и около 70% у 
женщин связаны с никотиновой зависимостью [4]. У лю-
дей, выкуривающих более 20 сигарет в день, наблюдается 
высокий риск развития рака. Вторичный табачный дым 
также может повысить риск развития заболевания [4, 5]. 

Цель – оценить выраженнность гистологических и 
иммуногистохимических изменений при различных 
гистологических формах рака легкого, полученные 
после биопсии. 

 
Материалы и методы 
Для патоморфологического изучения злокачествен-

ных опухолей иммуногистохимическим методом про-
ведено иммуногистохимическое (ИГХ) исследование 
20 пациентов с немелкоклеточным раком легкого, про-
живающих в условиях Хорезмской области. В дополне-
ние к результатам морфологического исследования 
следует отметить, что в настоящее время ИГХ исследо-
вание признано «золотым стандартом» в верификации 
различных гистотипов опухолей во всем мире. При 
ИГХ исследовании изучали экспрессию клеток с помо-
щью моноклональных антител Ki-67, Bcl-2, TTF, p53 и 
цитокератина 5/6, используя иммуногистопроцессор 
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Bond Leica Australia (Австралия). У всех пациентов были 
взяты срезы с парафиновых блоков для проведения 
ИГХ исследования, затем срезы были помещены на 
предметное стекло и изучены методом ИГХ исследова-
ния с помощью антигенов Ki-67, Bcl-2, TTF, p53 и Цито-
кератина 5/6 (табл. 1, 2). 
Белок Ki-67 (также известный как MKI 67) является кле-

точным маркером пролиферации. Доля Ki-67-положи-
тельных опухолевых клеток (индекс маркировки Ki-67) 
часто связана с клиническим течением рака. Ядерный бе-
лок Ki-67 оценивали как процентный показатель проли-
феративной активности опухолевых клеток. Окрашива-
ние ядерных клеток описывали следующим образом: 
<10% – низкая активность, 10–20% – умеренная актив-
ность, >20% – высокая пролиферативная активность.  

p53 – является антигеном, который контролирует ход 
процессов клеточного цикла, а также наличие повреж-
дений в геноме, которые могут привести к дальней-
шему развитию патологии.  

Bcl-2 – маркер апоптоза в многоклеточных системах, 
включая лимфогематопоэтические и нейронные 
клетки. Он регулирует клеточную гибель, контролируя 
проницаемость митохондриальной мембраны.  

TTF (тиреоидный транскрипционный фактор-1) – ре-
цепторы тиреоидного гормона регулируют экспрессию 
генов, связываясь с элементами гормонального ответа в 
виде ДНК или мономеров, а также димеризуясь с дру-
гими ядерными рецепторами, что приводит к регуля-
ции различных генов. 

Цитокератин 5/6 (CK 5/6) – антитела к цитокера-
тину 5/6 направлены против цитокератина 5 и цито-
кератина 6. Цитокератин 5/6 показывает положитель-
ные результаты в 83% случаев эпителиоидной мезоте-
лиомы и отрицательные результаты в 85% случаев рака 
легкого. Этот биомаркер стал ценным средством для 
дифференциации эпителиоидной мезотелиомы 
плевры и аденокарциномы легкого.  
С помощью маркеров пролиферации (изучение белка 

Ki-67 и митотического индекса) исследованы высокий, 
средний и низкий уровни дифференцировки у больных 
с немелкоклеточным раком легких в условиях Хорезм-
ской области. Для проведения данного исследования 
отобраны 20 больных с немелкоклеточным раком. Ре-
зультаты, полученные у всех пациентов, оценивались 
как процентное выражение Ki-67 – показателя проли-
феративной активности опухолевых клеток. Получен-
ные результаты оценивались по степени выраженности 
положительной реакции: слабая, средняя и сильная. Из 
20 наблюдаемых больных у 12 (60%) наблюдалась силь-

Таблица 1. Этапы проведения ИГХ исследования 
Table 1. Immunohistochemistry (IHC) stages

Иммуногистохимия Реактивы Время

Приготовление срезов толщиной 4 мкм Поляризационные стекла

Сушка срезов Ортоксилол 24 ч при комнатной температуре

Сушка в термостате Спирт 96% При температуре 55–60 °С, 60 мин

Депарафинирование Дистиллированная вода 10 мин 3 раза

Дегидратация Демаскирующий буфер 3 мин 3 раза

Регидратация Раствор трис-буфера (pH=7,5) 10 мин

Демаскировка Перекись водорода 3% 30–40 мин в воде температурой 98 °С

Промывка Дистиллированная вода 5 мин

Блокирование эндогенной пероксидазы Специфические антитела 5 мин

Промывка Раствор трис-буфера (pH=7,5) 3 мин

Выявление и инкубация первичных (основных) антител Визуальный ТЦМ 20–30 мин

Промывка Раствор трис-буфера (pH=7,5) 5 мин

Выявление и инкубация первичных (основных) антител ДАБ-хромоген 20–30 мин

Промывка Дистиллированная вода 5 мин

Выявление диаминобензидином Гематоксилин Майера 5 мин

Промывка Проточная вода 3 мин

Окрашивание Спирт 96% 5 мин

Промывка Ортоксилол 1 мин

Дегидратация Бальзам, покровное стекло 2 раза по 5 мин

Удаление спирта Полилизированные стекла 2 раза по 5 мин

Заключение Ортоксилол

Таблица 2. Реагенты для ИГХ исследования 
Table 2. Immunohistochemistry reagents

Виды Количество

Реагент Ki-67 20 ед.

Реагент P53 20 ед.

Реагент TTF 20 ед.

Реагент Bcl-2 20 ед.

Цитокератин 5/6 20 ед.
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ная положительная реакция, у 6 (30%) – средняя поло-
жительная реакция и у 2 (10%) – слабая положительная 
реакция. Отрицательных реакций не наблюдалось. При 
микроскопическом исследовании опухолевые клетки 
демонстрировали полиморфизм, гиперхромные ядра, с 
множеством патологических митозов. В просвете эпи-
телия обнаружены ангиоматозные кровеносные сосуды 
и рыхлая волокнистая соединительная ткань. 
Ядра опухоли были окрашены в темно-коричневый 

цвет (рис. 1). 
Степень пролиферативной активности реагента Ki-67 

при мелкоклеточном раке легкого (n=20) представлена 
в табл. 3 (рис. 2). 

Полученные результаты показывают, что при мелко-
клеточном раке легких пролиферативная активность 
была высокой у 12 (60%) и умеренной у 6 (30%) пациен-
тов. Это свидетельствует о высокой агрессивности тече-
ния мелкоклеточного рака легких. Для оценки ядерной 
экспрессии использовали Ki-67, рассчитывая процент 
опухолевых клеток с положительно окрашенными яд-
рами от общего числа в зонах с наибольшим содержа-
нием. Анализ экспрессии проводили при увеличении 
микроскопа в 40–60 раз. В ходе исследования в поле 
зрения микроскопа изучали до 100 клеток. Реакция 
считалась положительной при окрашивании более 10% 
ядер опухолевых клеток в коричневый цвет и оценива-
лась в области максимальной экспрессии маркера. Про-
лиферативную активность опухоли оценивали как про-
цент Ki-67-положительных клеток. Высокая пролифе-
ративная активность опухоли наблюдалась при уме-
ренно- и низкодифференцированном мелкоклеточном 
раке легких с высокой экспрессией Ki-67. 
Пациентов с мелкоклеточным раком легких исследо-

вали с помощью маркеров белка р53, который контро-
лирует процессы клеточного цикла, а также наличие 
повреждений в геноме, способных привести к дальней-
шему развитию патологии. Ассоциированный с р53 
апоптоз является мощным селектором, предотвращаю-
щим накопление мутаций. Были изучены высокая, 
средняя и низкая степени дифференцировки белка р53. 
В ходе данного исследования у 4 (20%) из 20 пациентов 
с мелкоклеточным раком легких наблюдалась слабопо-
ложительная реакция. У остальных 16 (80%) пациентов 
отмечалась отрицательная реакция (табл. 4, рис. 3). 
Микроскопически опухолевые клетки подвержены 

полиморфизму, ядра были гиперхромные, с множе-

Таблица 3. Степень пролиферативной активности реагента  
Ki-67 при мелкоклеточном раке легкого 
Table 3. Ki-67 proliferative rate in small cell lung cancer

Уровень пролиферативной активности n=20

<30% низкая активность 2 (10%)

30–60% средняя активность 6 (30%)

>60% высокая пролиферативная активность 12 (60%)

Рис. 1. Высокая степень положительной реакции экспрессии  
Ki-67 (80–90%) при мелкоклеточном раке легкого.  
ИГХ – хромоген DAB. Об. 10. Ок. 40. 
Fig. 1. High Ki-67 positive reaction (80–90%) in small cell lung cancer.  
IHC - DAB chromogen. Original magnification 10×, inset 40×.

Рис. 2. Пролиферативная активность реагента Ki-67  
при мелкоклеточном раке легкого. Графическое представление 
полученных результатов в виде диаграммы. 
Fig. 2. High Ki-67 positive reaction (80–90%) in small cell lung cancer.  
Representation of the results obtained as a chart.
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Рис. 3. Уровень пролиферативной активности реагента р53 при 
мелкоклеточном раке легких.  
Fig. 3. р53 proliferative rate in small cell lung cancer.
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Таблица 4. Уровень пролиферативной активности реагента 
р53 при мелкоклеточном раке легких 
Table 4. р53 proliferative rate in small cell lung cancer

Уровень активности (n=20)

Отрицательная реакция 16 (80%)

Активность ниже 30% 4 (20%)

30–60% средняя активность –

>60% высокая пролиферативная активность –
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ством патологических митозов. В полости эпителия 
расположены ангиоматозные кровеносные сосуды и 
присутствовала рыхлая волокнистая соединительная 
ткань (рис. 4). Положительная реакция в ядрах опухоли 
не наблюдалась. 
При изучении опухолевого апоптоза, регулирующего 

гибель клеток путем контроля проницаемости мито-
хондриальной мембраны при мелкоклеточном раке 
легкого, использовали маркер Bcl-2. Результаты оцени-
вались по степени позитивной реакции: слабой, сред-
ней и сильной. Из 20 больных с мелкоклеточным раком 
легкого, включенных в исследование, у 15 (75%) паци-
ентов наблюдалась сильная позитивная реакция, у 4 
(20%) пациентов – средняя позитивная реакция и у 1 
(5%) пациента – слабая позитивная реакция (см. рис. 3). 
Степень пролиферативной активности реагента Bcl-2 

при мелкоклеточном раке легкого (n=20) представлена 
в табл. 5. 
Микроскопически опухолевые клетки характери-

зуются полиморфизмом, ядра гиперхромные, наблюда-
ется множество патологических митозов. В просвете 
эпителия располагаются ангиоматозные кровеносные 
сосуды и рыхлая волокнистая соединительная ткань. 
Цитоплазма опухоли была окрашена в темно-коричне-
вый цвет (рис. 5). 

TTF-1 (т.е. тиреоидный транскрипционный фактор-1) – 
это транскрипционный фактор, играющий важную 
роль в развитии и дифференциации щитовидной же-
лезы, тимуса, легких и мозга. Это ядерный белок, т.е. он 
обычно располагается в ядре клетки. TTF-1 ингибиро-

вал транскрипцию гена. Тиреоидный гормон достав-
ляется в клетку посредством переносчика. После про-
никновения внутрь клетки гормон оказывает геномный 
или негеномный эффект, непосредственно влияя на 
транскрипцию гена путем геномной сигнализации. Ре-
цепторы тиреоидного гормона, связывая экспрессию 
гена с элементами гормонального ответа и димеризуясь 
с другими ядерными рецепторами или различными 
ядерными рецепторами, приводят к регуляции различ-
ных генов. Результаты 20 ИГХ исследований у всех  
20 пациентов с мелкоклеточным раком легкого, оце-
ненные по положительным и отрицательным результа-
там, показали положительную реакцию в 95% случаев, 
при этом наблюдалась экспрессия в ядрах эпителия 
бронхов. В 75% случаев наблюдалась высокая гипер-

Рис. 6. Уровень пролиферативной активности реагента при 
немелкоклеточном раке легкого. Графическое представление 
полученных результатов в виде диаграммы. 
Fig. 6. Reagent proliferative rate in non-small cell lung cancer. Graphic repre-
sentation of the results obtained as a chart.
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Рис. 4. Отрицательная реакция на экспрессию р53 при 
мелкоклеточном раке легкого. ИГХ – хромоген DAB. Об. 10. Ок. 40. 
Fig. 4. р53 negative reaction in small cell lung cancer. IHC - DAB chromogen. 
Original magnification 10×, inset 40×. 

Рис. 5. Высокая положительная реакция на экспрессию Bcl-2 при 
мелкоклеточном раке легких. ИГХ – DAB хромоген. Об. 10. Ок. 40. 
Fig. 5. High Bcl-2 positive reaction in small cell lung cancer. IHC - DAB chro-
mogen. Original magnification 10×, inset 40×.

Таблица 5. Степень пролиферативной активности реагента  
Bcl-2 при мелкоклеточном раке легкого 
Table 5. Bcl-2 proliferative rate in small cell lung cancer

Степень активности n=20

<30% низкая активность 1(5%)

30–60% средняя активность 4 (20%)

>60% высокая пролиферативная активность 15 (75%)

Таблица 6. Уровень пролиферативной активности реагента  
при немелкоклеточном раке легкого 
Table 6. Reagent proliferative rate in non-small cell lung cancer

Степень активности n=20

<30% низкая активность 2 (10%)

30–60% средняя активность 3 (15%)

>60% высокая пролиферативная активность 15 (75%)
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экспрессия в выбранных образцах мелкоклеточного 
рака легкого, что связано с процессом, влияющим на 
структурно-функциональные особенности пораженных 
клеток легких. 
Уровень пролиферативной активности реагента при 

немелкоклеточном раке легкого (n=20) представлен в 
табл. 6 (рис. 6). 
Микроскопически опухолевые клетки подвержены 

полиморфизму, ядра гиперхромные и содержат множе-
ство патологических митозов. В эпителиальной поло-
сти располагаются ангиоматозные кровеносные сосуды 
и рыхлая волокнистая соединительная ткань. Ядро опу-
холи окрашено в темно-коричневый цвет (рис. 7). 
Результаты 20 ИГХ исследований при немелкокле-

точном раке легких: из 20 пациентов, у которых цито-
кератин 5/6 был оценен по положительным и отрица-
тельным результатам, у 17 (85%) наблюдалась отрица-
тельная реакция, в 3 (15%) случаях отмечалась слабопо-
ложительная реакция. 
Степень пролиферативной активности реагента 

(CK5/6) при немелкоклеточном раке легких (n=20) 
представлена в табл. 7. 
Микроскопически опухолевые клетки подвержены 

полиморфизму, ядра гиперхромные и содержат боль-
шое количество патологических митозов. В эпители-
альной полости располагаются ангиоматозные крове-
носные сосуды и присутствует рыхлая волокнистая со-
единительная ткань. Ядро опухоли окрашено в светло-
коричневый цвет в небольшом количестве (рис. 8). 
Оценка полученных результатов для описания имму-

ногистохимической реакции проводилась с помощью 
светового микроскопа. Все маркеры оценивались по их 
локализации в клетке. Количество положительных кле-
ток подсчитывалось в областях с их наибольшей кон-
центрацией, т.е. в одном поле зрения. У 3 из 20 пациен-
тов ядерная реактивность показала, что количество 
окрашенных клеток составляет менее 30%, и опухоль 
была признана отрицательной; у остальных 17 (85%) 
пациентов наблюдалась отрицательная реакция. 

  
Обсуждение 
Рак легкого занимает лидирующие позиции среди 

злокачественных новообразований, выявляемых во 
всем мире. Одним из основных показателей, опреде-
ляющих прогноз онкологического заболевания, яв-
ляется степень распространенности опухолевого про-
цесса на момент постановки диагноза [6, 7]. В ходе на-
стоящего исследования из 20 пациентов с немелкокле-
точным раком легкого, обследованных с помощью мар-
керов пролиферации (изучение белка Ki-67 и митоти-
ческого индекса) в условиях Хорезмской области, у  
12 (60%) наблюдалась высокая положительная реак-
ция, у 6 (30%) – средняя положительная реакция и  
у 2 (10%) – низкая положительная реакция. Получен-
ные результаты показывают, что пролиферативная ак-
тивность при немелкоклеточном раке легкого была вы-
сокой у 12 (60%) пациентов и средней у 6 (30%) пациен-
тов. Это свидетельствует о высокой агрессивности тече-
ния немелкоклеточного рака легкого в нашем регионе. 
Для оценки ядерной экспрессии использовали Ki-67, 
рассчитывая процент опухолевых клеток с положи-
тельно окрашенными ядрами от общего числа клеток в 
зонах с наибольшим содержанием маркера. Анализ 
экспрессии проводили при увеличении микроскопа в 
40–60 раз. В ходе исследования в поле зрения микро-
скопа изучалось до 100 клеток. При окрашивании более 
10% ядер опухолевых клеток в коричневый цвет реак-
ция считалась положительной и оценивалась в области 
максимальной экспрессии маркера. Пациентов с мел-
коклеточным раком легкого исследовали с помощью 

Рис. 7. Высокая положительная реакция маркера TTF-1  
при мелкоклеточном раке легкого. ИГХ – хромоген DAB.  
Об. 10. Ок. 40. 
Fig. 7. Weak marker (СК5/6) positive reaction in small cell lung cancer.  
IHC - DAB chromogen. Original magnification 10×, inset 40×.

Рис. 8. Слабоположительная реакция маркера (СК5/6)  
при мелкоклеточном раке легкого. ИГХ – хромоген DAB.  
Об. 10. Ок. 40. 
Fig. 8. Low marker (СК5/6) positive reaction in small cell lung cancer.  
IHC - DAB chromogen. Original magnification 10×, inset 40×.

Таблица 7. Степень пролиферативной активности реагента 
(CK5/6) при немелкоклеточном раке легких 
Table 7. Reagent (CK5/6) proliferative rate in non-small cell lung cancer

Уровень активности n=20

Отрицательная реакция 17 (85%)

Низкая активность <30% 3 (15%)

Средняя активность 30–60% –

Высокая пролиферативная активность >60% –
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маркеров белка р53, изучая высокую, среднюю и низ-
кую степень дифференцировки белка р53. В рамках 
данного исследования у 4 (20%) из 20 больных с мелко-
клеточным раком легкого наблюдалась слабоположи-
тельная реакция. У остальных 16 (80%) пациентов на-
блюдалась отрицательная реакция. При изучении опу-
холевого апоптоза, регулирующего клеточную гибель 
путем контроля проницаемости митохондриальной 
мембраны при мелкоклеточном раке легкого, исполь-
зовали маркер Bcl-2. Результаты оценивались по сте-
пени положительной реакции: легкой, средней и тяже-
лой. Из 20 пациентов с немелкоклеточным раком лег-
кого, находившихся под наблюдением в рамках иссле-
дования, у 15 (75%) наблюдалась положительная реак-
ция высокой степени, у 4 (20%) – положительная реак-
ция средней степени и у 1 (5%) – положительная реак-
ция низкой степени. Коричневое окрашивание цито-
плазмы злокачественных опухолевых клеток при мел-
коклеточном раке легких свидетельствует о наличии 
белка Bcl-2 и апоптозе. В ходе наших исследований вы-
сокая степень позитивной реакции наблюдалась у 15 
(75%) из 20 больных с мелкоклеточным раком легких. 
Это показало, что при мелкоклеточном раке легких бе-
лок Bcl-2 часто встречается в цитоплазме и помогает 
определить апоптоз опухоли. TTF-1 ингибировал транс-
крипцию гена. Результаты, полученные у всех 20 паци-
ентов с мелкоклеточным раком легких, показали 95% 
положительную реакцию – наблюдалась экспрессия в 
ядрах эпителия бронхов. В 75% случаев наблюдалась 

высокая гиперэкспрессия в клетках пораженных уча-
стков легких при мелкоклеточном раке, что влияло на 
их структурно-функциональные особенности. Цитоке-
ратин 5/6 (CK5/6) – антитела к цитокератину 5/6 при-
меняются в ИГХ исследованиях для выявления цитоке-
ратина 5/6. Согласно литературным данным, цитокера-
тин 5/6 демонстрирует положительные результаты при 
мезотелиоме в 83% случаев и отрицательные резуль-
таты при раке легкого в 85% случаев [3, 7, 8]. Этот био-
маркер стал ценным инструментом для дифференциа-
ции эпителиоидной мезотелиомы плевры и аденокар-
циномы легкого. Результаты 20 ИГХ исследований при 
немелкоклеточном раке легкого, оцененные по поло-
жительным и отрицательным результатам цитокера-
тина 5/6, показали, что у 17 (85%) из 20 пациентов  на-
блюдалась отрицательная реакция, а в 3 (15%) случаях 
была обнаружена слабоположительная реакция. 

 
Выводы 
Рак легкого – злокачественное новообразование, бе-

рущее начало из эпителиальных клеток, и нет тени со-
мнений в том, что верификация опухоли исключи-
тельно морфологическая, а ИГХ исследование является 
надежным инструментом в оценке пролиферативной 
активности различных гистотипов опухолей во всем 
мире. 
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