
97

2011                     ВЕСТНИК САНКТ-ПЕТЕРБУРГСКОГО УНИВЕРСИТЕТА                     Сер. 11                    Вып. 3

ОНКОЛОГИЯ

УДК 61

А. Э. Протасова1, Г. А. Раскин2,3, Р. В. Орлова1,2,3, В. А. Котов2, С. В. Петров4,
И. В. Рыков2 

ОЦЕНКА ОНКОГЕННОГО РИСКА РАЗВИТИЯ РАКА ШЕЙКИ МАТКИ 
МЕТОДАМИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ВПЧ И ЭКСПРЕССИИ БЕЛКА ПРОЛИФЕРАЦИИ 
(p16ink4α)
1 ГОУ ДПО «Санкт-Петербургская медицинская академия последипломного образования»;
2 ФГУЗ «Клиническая больница №122», ФМБА России, г. Санкт-Петербург; 
3 СПбГУЗ «Городской клинический онкологический диспансер»; 
4 ГОУ ВПО «Казанский государственный медицинский университет»

Рак шейки матки относится к  основным онкогинекологическим опухолям. Ин-
вазивный рак шейки матки делит II–III места в структуре онкогинекологической за-
болеваемости и составляет от 25 до 30% (в США и Санкт-Петербурге — 25%, в Рос-
сии  — 30%). Ежегодно в  мире инвазивным раком шейки матки (РШМ) заболевают 
более 500 000 [1–3], а 274 000 женщин умирают от данного заболевания, кроме того, 
78% заболевших приходится на развивающиеся страны. В странах Европейского со-
юза средний показатель ежегодной заболеваемости раком шейки матки составляет 13,2 
случаев на 100 тыс. женщин, а смертности — 5,9 случаев на 100 тыс. женщин в год [4]. 
В  России число заболевших РШМ достигает 12 700 [5], а  заболеваемость составляет 
17,2 на 100 000 женского населения. Средний возраст больных раком шейки матки  — 
47–54 года (в США — 47 лет, в Санкт-Петербурге — 54,4 года) [1, 2, 5]. В последнее 
десятилетие рак шейки матки заметно «помолодел». До 70% женщин заболевают в ре-
продуктивном периоде [4, 5]. К сожалению, независимо от того, что рак шейки матки 
относится к визуальной локализации, а метод цитологического скрининга удовлетво-
ряет всем требованиям ВОЗ, в нашей стране сохраняется высокий уровень заболева-
емости, большое число больных, диагноз которым установлен в  запущенной стадии 
опухолевого процесса и не снижающиеся показатели смертности. С 1990 г. до 2009 г. 
стандартизованный показатель заболеваемости увеличился с 13,1 до 14,8 на 100 000 на-
селения, независимо от возможностей раннего выявления как фоновых, так и началь-
ных форм заболевания шейки матки [5, 6]. Наиболее эффективным методом снижения 
смертности от инвазивного рака шейки матки является проведение популяционного 
цитологического скрининга в возрасте от 25 до 65 лет — сначала 2 года подряд, а при 
отрицательных результатах далее каждые 3 года с максимальным охватом женского на-
селения. Общеизвестны и недостатки рутинного цитологического исследования: 
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• отсутствие стандартизованного забора материала, что до 40–80% снижает эф-
фективность скрининга;

• ложноположительные и ложноотрицательные результаты исследования;
• отсутствие достоверных прогностических критериев дальнейшего биологи-

ческого поведения дисплазии. Легкие дисплазии, выявленные на Пап-мазках, 
в  91% случаев самопроизвольно регрессируют в  течение 36 месяцев и  только 
в 3% переходят в тяжелую дисплазию [7, 8];

• отсутствие стандартного подхода к лечению пациенток с умеренной и легкой 
дисплазией, что нередко приводит к неоправданной агрессивной и необосно-
ванно выжидательной тактикам лечения [8, 9];

• отсутствие единого мнения по поводу тактики в  отношении пациенток, ко-
торые инфицированы штаммами вируса папилломы человека (ВПЧ) высоко-
го онкогенного риска при отсутствии признаков дисплазии в цитологическом 
препарате. Мнение о том, что необходимо лечить всех носителей и контактных 
лиц, сегодня уже дискредитировало себя, потому что большая часть носителей 
никогда не заболеет раком шейки матки.

Проведение стандартной программы 
цитологического скрининга в нашей стра-
не, к сожалению, не приводит к снижению 
смертности больных от инвазивного рака 
шейки матки [5]. В Санкт-Петербурге так-
же с 1990 по 2009 гг. не отмечено динами-
ки снижения стандартизованных показа-
телей смертности больных раком шейки 
матки (табл. 1).

В европейских странах, где налажен 
цитологический скрининг рака шейки матки, встречаемость инвазивных форм рака 
шейки матки уменьшилась на 90%, а смертность женщин от опухолей данной нозоло-
гии снизилась на 60%.

В настоящее время необходимо акцентировать внимание не только на выявлении 
инвазивного рака шейки матки, даже его начальных стадий (в том числе Ca in situ), 
но в основном на выявление диспластических изменений эпителия шейки матки с ри-
ском малигнизации до 30–50% и своевременное их лечение. Такой подход является на-
дежным методом профилактики инвазивных форм злокачественных опухолей шейки 
матки.

К наиболее частым факторам риска развития рака шейки матки относятся:
• вирусные инфекции, при которых ведущим является вирус папилломы челове-

ка (Human Papillomaviruses HPV);
• раннее начало половой жизни;
• частая смена половых партнеров не только самой женщиной, но и ее партнера-

ми-мужчинами; 
• несоблюдение половой гигиены;
• венерические заболевания;
• иммунодефицит; 
• курение;
• контакт с токсичными веществами.

Таблица 1. Динамика стандартизованных 
показателей смертности больных инвазивным 

раком шейки матки в Санкт-Петербурге 
(1990–2009 гг.)

Локализация 1990 1995 2000 2005 2009

Шейка матки 4,1 4,1 4,5 5,5 5,4
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Основным этиологическим фактором развития рака шейки матки является вирус 
папилломы человека (ВПЧ) серотипов 16, 18, 33, 35 и др. При взаимодействии вируса 
с эпителиальной клеткой происходит слияние их геномов и выработка вирусных бел-
ков Е6 и Е7 [10–12]. Е6 взаимодействует с белком р53, инактивируя его, и тормозит 
апоптоз эпителиальной клетки. Белок Е7 онкогенных серотипов вируса папилломы че-
ловека при своем взаимодействии с продуктом гена ретинобластомы приводит к акти-
вации пролиферации и к увеличению экспрессии белка р16(ink4α), являющегося био-
маркером инициации канцерогенеза в эпителии шейки матки [10, 12–14]. 

Цель исследования — сравнение эффективности идентификации ВПЧ высокого 
онкогенного риска методом полимеразно-цепной реакции (ПЦР) и иммуноцитохими-
ческого исследования белка p16ink4α, являющегося биологическим маркером иници-
ации канцерогенеза в эпителии, на мазках, выполненных методом жидкостной цито-
логии [14–16].

Материалы и  методы. Вирус папилломы человека (ВПЧ) высокого онкогенно-
го типа определен методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) у  339 пациенток. 
ПЦР — метод молекулярной биологии, позволяющий добиться значительного увели-
чения малых концентраций определённых фрагментов нуклеиновой кислоты (ДНК) 
в биологическом материале (пробе). Метод основан на многократном избирательном 
копировании определённого участка ДНК при помощи ферментов в  искусственных 
условиях (in vitro). При этом происходит копирование только того участка, который 
удовлетворяет заданным условиям, и только в том случае, если он присутствует в ис-
следуемом образце. Длина копируемых ДНК-участков составляет не более 3000 пар ос-
нований (3 kbp), что значительно меньше длины хромосомной ДНК эукариотической 
клетки. ПЦР проводили в амплификаторе, обеспечивающем периодическое охлажде-
ние и нагревание пробирок, обычно с точностью не менее 0,1 °C.

Выполнение иммуноцитохимического исследования p16ink4α выполнено в 597 слу-
чаях. Материал получали с шейки матки при помощи эндоцервикальной щеточки (cer-
vix-brush) и цито-браш, помещали в контейнер с адаптированной транспортной средой 
Th ermo Shandon и хранили при температуре +4–+8 оС не более 10 дней. В дальнейшем 
клеточная суспензия обрабатывалась на цитоцентрифуге Cytospin®4 с формированием 
двух мазков. Первым этапом проводили окрашивание по Папаниколау, вторым этапом — 
иммуноцитохимическое исследование на белок p16ink4α. Для иммуноцитохимического 
исследования использовался CINtec Cytology Kit (MTM laboratories, Германия). Мазок 
высушивался на воздухе и фиксировался в 95%-ном этиловом спирте в течение 10 мин. 
Далее проводилась демаскировка антигенов в водяной бане при температуре 95 оС в те-
чение 10 мин в растворе Epitope Retrieval Solution. После остывания в течение 20 мин при 
комнатной температуре, стекла с  мазками промывались в  трис-буфере. Применялись 
первые антитела фирмы MTM Laboratories, клон E6H4 с инкубацией во влажной бане 
в течение 30 мин. Для детекции использовалась полимерная система визуализации с диа-
минобензидином в качестве хромогена. Промывка осуществлялась при помощи трис-
буфера с твином. Реакция считалась положительной, если хотя бы одна диспластическая 
клетка оказывалась позитивной на p16ink4α. Оценивались ядерная реакция и ядерная 
реакция совместно с  цитоплазматической (рис.  1). Статистический анализ проводили 
на персональном компьютере с использованием пакета программ Statistica 6.0. Непара-
метрические данные анализировались с  использованием теста χ2. Различия считались 
статистически достоверными при р < 0,05.
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Результаты исследования. По ре-
зультатам жидкостной цитологии из 597 
исследуемых случаев 363  — не имели 
дисплазии, в  эту группу вошли цито-
граммы с  неизмененным эпителием, 
с  признаками воспаления, кандидоза, 
атрофического кольпита и др. 114 случа-
ев были с легкой дисплазией (CIN I), 66 
пациентов  — с  умеренной дисплазией 
(CIN II), 30 — с тяжелой дисплазией (CIN 
III, рис. 1), 24 — с подозрением на рак in 
situ — плоскоклеточный рак. 

Цитологическая картина оценива-
лась согласно классификации Бетесда 
2001 г., которая основана на термине SIL 
(Squamous Intraepithelial Lesion)  — пло-
скоклеточное интраэпителиальное пора-
жение. Клиническое значение имеют три 
вида препаратов: 

1) нормальные мазки, без цитологических изменений; 
2) «непонятные» мазки, не имеющие определенного значения, иначе говоря — не 

позволяющие исследователю точно ответить на вопрос о характере поражения, но в то 
же время не являющиеся нормой (ASC-US, Atypical squamous cells of undetermined 
signifi cance);

3) дисплазии низкой (LSIL) и высокой (HSIL) степени поражения (табл. 2) [17]. 
Экспрессия p16ink4α связана с низкой, умеренной и тяжелой дисплазией (с плоско-

клеточными интраэпителиальными поражениями шейки матки как высокого (HSIL), 
так и низкого (LSIL) риска). Причем экспрессия p16ink4α не встречалась в клетках пло-
ского эпителия без признаков дисплазии [14, 15, 18–20]. В то же время, хотя отмечалась 
четкая корреляция обнаружения ДНК вируса папилломы человека с дисплазиями, име-
лось также большое количество позитивных на ВПЧ случаев (с эписомальной локали-
зацией ВПЧ), в которых, при последующем гистологическом исследовании, отсутство-
вали признаки предрака и рака шейки матки [19, 20–23].

Иммуноцитохимическое исследование p16ink4α выполнялось в  597 случаях 
(100%). Данные ПЦР исследования ВПЧ высокого онкогенного риска были доступны 
в 339 случаях (табл. 3).

Как видно из табл. 3, вирус папилломы человека выявлялся в 73% (в 159 случаях 
из 219 исследованных) случаев без дисплазии. В 78% случаев (в 42 случаях из 54 ис-
следований) с легкой дисплазией (CIN I), у 89% пациентов (в 24 из 27) c умеренной 
дисплазией (CIN II), в 100% случаев тяжелой дисплазии (15 из 15) и рака in situ — пло-
скоклеточный рак (24 из 24). Таким образом, процент инфицированных ВПЧ в груп-
пах без дисплазии и CIN I отличался статистически недостоверно (р = 0,8631). Не было 
статистической значимости в уровне инфицированности ВПЧ между группами CIN I 
и  CIN II (р = 0,4835), CIN II и  CIN III (p = 0,4392). При анализе экспрессии p16ink4α 
установлено, что данный онкомаркер не выявлялся в случаях без дисплазии (все па-
циенты исследовались на наличие p16ink4α), у 16% больных с CIN I, у 64% пациентов

Рис. 1. Дисплазия шейки матки тяжелая (CIN III). 
Позитивная иммуноцитохимическая реакция на 
р16ink4α в диспластических клетках (смешан-
ный тип реакции: ядро и цитоплазма, коричневое 
окрашивание диаминобензидином), нормальные 
эпителиальные клетки негативны (синее контр-
окрашивание гематоксилином). Увеличение 1 × 100.
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c CIN II, в 90% случаев CIN III и в 100% рака in situ — плоскоклеточного рака (табл. 3). 
Таким образом, процент p16ink4α — позитивных наблюдений в группах без диспла-
зии и  CIN I отличался статистически достоверно (р < 0,0001), также количество по-
зитивных на p16ink4α случаев отличалось статистически достоверно в группах CIN I 
и CIN II (р < 0,001), CIN II и CIN III (p < 0,001). В то же время процент p16ink4α — пози-
тивных наблюдений в группах CIN III и рака (in situ и плоскоклеточного инвазивного) 
отличался статистически недостоверно (р = 0,3574). 

Обсуждение. В рандомизированном мультицентровом исследовании было по-
казано, что мазки, полученные традиционным способом, в 10 раз чаще оказываются 
неинформативными в сравнении с мазками, полученными методом жидкостной ци-
тологии (10% и 1% соответственно) [24]. В 2002 г. жидкостная цитология была реко-
мендована для использования в скрининге рака шейки матки Американским проти-
вораковым обществом (ACS). Жидкостная цитология была также рекомендована для 
использования Американским обществом кольпоскопии и  цервикальной патологии 
(2006 Consensus Guidelines for the Management of Women with Cervical Cytological Ab-
normalities) и одобрена для применения FDA. 

В нашем исследовании оказалось, что результаты жидкостной и традиционной 
цитологии чрезвычайно варьируют между собой. Кроме очевидного преимущества 
самой технологии жидкостной цитологии над традиционной, данное различие свя-
зано еще и с тем, что в своем исследовании мы применяли стандартизованный забор 
материала двумя щеточками цервикс-браш и  цито-браш, в  то время как процедура 

Таблица 2. Терминологическая система Бетесда, 2001 (Terminology Bethesda System)

Клеточные изменения (рус.) Клеточные изменения (англ.) Аббревиатура
Атипичные железистые клетки Atypical glandular cells AGC
Атипичные железистые клет-
ки, похожие на неопластичные

Atypical glandular cells, favor 
neoplastic

AGC, favor 
neoplastic

Атипичные клетки плоского 
эпителия Atypical squamous cells ASC

Атипичные клетки плоского 
эпителия неясного значения

Atypical squamous cells underter-
mined signifi cance ASC-US

Атипичные клетки плоского 
эпителия, не позволяющие ис-
ключить HSIL

Atypical squamous cells cannot 
exclude HSIL ASC-H

Цервикальная интраэпители-
альная неоплазия 1, 2 или 3 
степени

Cervical intraepithelial neoplasia 
grade 1, 2 or 3 CIN 1, 2, 3

Карцинома in situ Carcinoma in situ CIS
Высокая степень плоскокле-
точного интраэпителиального 
поражения

High grade squamous intraepite-
lial lesion HSIL

Низкая степень плоскокле-
точного интраэпителиального 
поражения

Low grade squamous intraepitelial 
lesion LSIL

Не определенные иначе Not otherwise specifi ed NOS
Плоскоклеточное интраэпите-
лиальное поражение Squamous intraepitelial lesion SIL
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забора материла для традиционной цитологии произвольная. Считается, что исполь-
зование приспособленных инструментов и средств для забора материала недопусти-
мо, так как это приводит к снижению эффективности скрининга, вплоть до нулевых 
результатов. 

Как видно из результатов исследования, процент инфицированных ВПЧ возрас-
тал статистически недостоверно в зависимости от увеличения степени дисплазии. Так, 
количество инфицированных пациенток с легкой дисплазией превышает число случа-
ев ВПЧ — позитивных без дисплазии всего на 5% (p = 0,8631, табл. 1). При сопоставле-
нии последующих групп (CIN I с CIN II и CIN II с CIN III) эта разница оказывается чуть 
выше (11%), но является статистически недостоверной (p = 0,4835 и р = 0,4392 соответ-
ственно). Если анализировать уровень экспрессии p16ink4α в  исследуемых группах: 
без дисплазии c CIN I, CIN I с CIN II, CIN II с CIN III, то процент отличия составля-
ет 16%, 48%, 26% соответственно. Таким образом, наиболее яркое различие в уровне 
p16ink4α обнаружено между группами CIN I и CIN II (р < 0,001), разделяя LSIL и HSIL, 
что наиболее важно для онкогинекологии. 

Необходимо особо отметить, что в трех случаях CIN I с позитивной реакцией на 
p16ink4α при последующем гистологическом исследовании был выявлен рак in situ, а 
в двух случаях CIN II с позитивной реакцией на p16ink4α обнаружен инвазивный рак. 

Таким образом, мы считаем, что для повышения эффективности цитологического 
скрининга и раннего выявления патологии шейки матки можно предложить следую-
щий алгоритм диагностики заболеваний шейки матки:

1. Стандартизованный забор клеточного материала с шейки матки.
2. Применение методики жидкостной цитологии.
3. Иммуноцитохимическое исследование белка р16ink4α. 
Последовательное использование жидкостной цитологии в сочетании с иммуно-

цитохимическим исследованием p16ink4α необходимо внедрять в клиническую прак-
тику, так как они являются более эффективными в скрининге рака шейки матки в срав-
нении с традиционной цитологией и ПЦР-анализом ВПЧ высокого онкогенного риска. 
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