
Иммуногистохимия как метод морфологиче-

ской диагностики, в основе которого лежат визуали-

зация и оценка с помощью микроскопа результатов

реакции антиген — антитело в срезах биопсирован-

ной ткани, все шире и шире применяется в практике

лечебных учреждений онкологического профиля. В

морфологической диагностике иммуногистохимиче-

ские методы позволяют решать следующие задачи:

уточнение гистогенеза опухолей, определение харак-

тера патологического процесса в плохо сохранив-

шихся биоптатах или биоптатах с недостаточным

объемом материала, уточнение вероятного источни-

ка метастазирования, оценка функционального со-

стояния клеток опухоли, прогнозирование течения

заболевания. Принципиальным отличием иммуно-

гистохимии от других методов иммунологической

диагностики, использующих реакцию антиген—ан-

титело, является структурная специфичность иссле-

дования. Это означает, что в реакции оцениваются не

только наличие сигнала (есть окрашивание или нет)

и его сила (интенсивность окрашивания), но и про-

странственное распределение сигнала в гистологиче-

ском препарате (окрашивание мембран клеток, ци-

топлазмы, ядра и других структурных элементов).

Два последних десятилетия характеризовались

бурным открытием все новых и новых онкогенов и

опухолевых супрессоров. К настоящему времени из-

вестно около сотни потенциальных онкогенов (кле-

точных и вирусных) и около двух десятков опухоле-

вых супрессоров.

Канцерогенез – это многоступенчатый процесс

накопления мутаций и других генетических измене-

ний, приводящих к нарушениям регуляции клеточно-

го цикла, апоптоза, дифференцировки, морфогенети-

ческих реакций клетки, а также, вероятно, к неэффе-

ктивному функционированию факторов специфиче-

ского и неспецифического противоопухолевого им-

мунитета. Ключевую роль в возникновении указан-

ных свойств неопластической клетки играют наруше-

ния функции опухолевых супрессоров и протоонкоге-

нов. Так, ген р53 регулирует клеточный цикл и апоп-

тоз, контролирует целостность генома. Активируясь в

ответ на самые разные неблагоприятные воздействия,

p53 осуществляет на транскрипционном уровне одно-

временно и активацию гена bax, и репрессию гена bcl-2.

Кроме того, р53 повышает экспрессию ряда генов

PIG, продукты которых вызывают оксидативный

стресс и, как следствие, нарушения проницаемости

митохондриальной и ядерной мембран, а также

трансактивирует некоторые киллерные рецепторы, в

частности Fas и KILLER/DR5 [1]. Несмотря на дос-

тигнутый в последние годы значительный прогресс в

понимании базовых механизмов канцерогенеза,

много вопросов остаются неясными. Это происходит

главным образом из-за противоречивых результатов,

полученных при ретроспективных исследованиях с

относительно небольшим количеством пациентов. В

последние годы сверхэкспрессия белков р53 и bcl-2

была исследована в различных злокачественных но-

вообразованиях, включая переходноклеточный рак

мочевого пузыря (РМП). В настоящее время наибо-

лее известна роль гена р53 и гена ретинобластомы.

Многочисленные исследования опухолей моче-

вого пузыря установили связь между степенью выра-

женности экспрессии маркеров и клиническим резуль-

татом. Однако стало очевидным, что исследование од-

ного какого-либо маркера не обеспечивает необходи-

мой базы для прогнозирования течения заболевания и

соответственно принятия решения о дальнейшем лече-

нии пациента [2]. Выявление мутантного р53 с повы-

шенной частотой отмечается в инвазивных опухолях

[3]. Определение этого маркера имеет прогностическое

значение в отношении частоты рецидивов, реакции на

химиотерапию, связанный с опухолью показатель вы-

живаемости [4, 5]. Красноречивые результаты были по-

лучены в исследовании F. Ong и соавт. [6], в котором
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была отмечена высокая экспрессия

bcl-2 в мышечно-инвазивных опу-

холях (63%), что определило более

низкий местный контроль за забо-

леванием и низкую 3-летнюю вы-

живаемость. А наличие сочетания

экспрессии bcl-2 и р53 у пациентов,

страдающих инвазивным РМП,

определило значительное сниже-

ние 3-летней выживаемости и без-

рецидивной выживаемости.

Исследование таких маркеров

клеточной пролиферации, как 

Ki-67, позволяет прогнозировать

темп роста опухоли и реакцию опу-

холи на проводимую химиотера-

пию [3]. Ki-67 также является независимым прогности-

ческим фактором в отношении рецидивирования у

больных с поверхностными формами РМП, имеющих

высокий риск [5]. РМП в общей статистике всех злока-

чественных новообразований составляет около 4%. По

абсолютному приросту среди онкоурологических забо-

леваний РМП занимает 3-е место, уступая раку пред-

стательной железы и раку почки [7]. Ежегодно в Сверд-

ловской области регистрируется около 360 новых слу-

чаев заболевания РМП, около 210 человек в области

ежегодно умирает от этого заболевания.

Материал и методы
Целью настоящего исследования были сравне-

ние уровня экспрессии таких биологических марке-

ров, как р53, bcl-2, Ki-67, у 40 больных, подвергнутых

радикальной цистэктомии по поводу РМП, и возмож-

ность их влияния на выживаемость. Все больные бы-

ли разделены на 2 группы по 20 человек в каждой

(табл. 1). В 1-ю группу были включены больные с по-

верхностными формами РМП, имеющие как одиноч-

ные, так и множественные опухоли, без поражения

регионарных лимфатических узлов и без уретерогид-

ронефроза. Во 2-ю группу были включены больные,

имеющие мышечно-инвазивный рак, у 7 имелись ме-

тастазы в единичном лимфатическом узле и у 9 – уре-

терогидронефроз. У всех больных был переходнокле-

точный рак различной степени анаплазии (табл. 2),

пациенты с рецидивными опухолями, а также паци-

енты, получавшие неоадъювантное лечение, не вклю-

чались в исследование. Пациенты с первично-множе-

ственным раком также не включались в исследование.

Исследования проводились на операционном

материале онкоурологического отделения ГУЗ СООД

Екатеринбурга. В исследовании использовали пара-

финовые срезы, окрашенные гематоксилином и эо-

зином и по Ван Гизону.

Иммуногистохимические реакции ставили на се-

рийных парафиновых срезах по общепринятой мето-

дике с демаскировкой антигенов в СВЧ-печи. В качест-

ве первичных специфических антител использовали

моноклональные антитела к p53 (Novocastra, RTU-p53-

DO7), bcl-2 (Novocastra, RTU-bcl-2), Ki-67 (Novocastra,

RTU-Ki-67-MM1). В качестве вторичных антител и ви-

зуализирующей системы применяли Novostain

Universal Detection Kit (Novocastra, NCL-RTU-D). Ядра

докрашивали гематоксилином. Результаты иммуноги-

стохимической реакции оценивали для Ki-67 и bcl-2 пу-

тем подсчета процента окрашенных ядер. Оценку экс-

прессии p53 проводили путем подсчета процента ин-

тенсивно окрашенных ядер. Для диагностики исполь-

зовали микроскопы «Axiolab» (Zeiss). Для статистиче-

ского анализа данных использовались программы

Microsoft Excel 2002 (Microsoft Corp.) с модулем расчета

доверительных интервалов «CI» (автор Rob Herbert),

Primer of Biostatistics 4.03 (автор S.A. Glantz) и Statistica

6.0 (StatSoft Inc.). Все количественные признаки тести-

ровались на соответствие их распределению нормаль-

ному критерием Шапиро – Уилка. Параметрические

данные описаны в виде «среднее ± стандартное квадра-

тичное отклонение», непараметрические данные в ви-

де медианы и в скобках 95%-го доверительный интер-

вал. Биноминальные признаки представлены в виде

абсолютного значения и доли (в скобках 95% довери-

тельный интервал для этой доли). Другие качественные

признаки описывались простым указанием абсолют-

ного значения и доли (в процентах) для каждой катего-

рии. Отношение шансов (ОШ) указано (в скобках) с

95% доверительным интервалом.

Сравнительный анализ параметрических при-

знаков проводился с помощью критерия Стьюдента,

непараметрических количественных признаков кри-

терия Манна – Уитни. Для сравнения качественных

признаков использовались критерии χ-квадрат (χ2) и

Фишера. Для всех сравнений ошибка первого рода (α)

устанавливалась равной 0,05. Нулевая гипотеза об от-

сутствии различий между группами отвергалась, если

вероятность ошибки (p) отклонить эту нулевую гипо-

тезу не превышала 0,05.
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Таблица 1. Х а р а к т е р и с т и к а  г р у п п  п а ц и е н т о в

Группа     pT1        pT2     Одиночные    Множественные     pN0     pN+  Уретерогидронефроз
опухоли              опухоли                                   одно/двусторонний

1-я

2-я

20

—

—

20

9

18

11

2

20

13

—

7

—

9

Таблица 2. Р а с п р е д е л е н и е  о б с л е д о в а н н ы х  в  з а в и с и м о с т и  
о т  с т е п е н и  а н а п л а з и и  о п у х о л и

Группа                               Высокодифферен-       Умеренно-дифферен-       Низкодифферен-
цированные                     цированные                   цированные
опухоли (G1)                  опухоли (G2)                 опухоли (G3)

1-я

2-я

13

5

6

13

1

2



Результаты
Нами было проведено сравнение степени экс-

прессии Ki-67, p53, bcl-2 в обеих группах больных

РМП (рис. 1)

Отсутствия различий между группами по неко-

торым признакам (табл. 3) могут быть обусловлены

недостаточной мощностью критериев (способно-

стью выявлять различия там, где они действительно

есть) вследствие малочисленно-

сти групп.

Рассчитать медиану выжи-

ваемости для 1-й группы оказа-

лось невозможным, для 2-й она

составила 14 мес. Для сравнения

кривых выживаемости приме-

нялся критерий Гехана. По крите-

рию Гехана получено статистиче-

ски достоверное различие кривых

выживаемости 1-й и 2-й групп

(p=0,007; рис. 2).

При проведении анализа

групп получены статистически

достоверные различия по таким

параметрам, как степень анапла-

зии опухоли (p=0,016), мульти-

фокальность процесса (p=0,006),

выживаемость в группах

(p=0,002). 

Не получено статистически

достоверного различия в группах

по уровню экспрессии исследуе-

мых маркеров. Отсутствия разли-

чий могут быть обусловлены не-

достаточной мощностью крите-

риев (способностью выявлять

различия там, где они действи-

тельно есть) вследствие малочис-

ленности групп. При сравнитель-

ном анализе выживших и умер-

ших на выживаемость оказывали

статистически достоверное влия-

ние возраст (p=0,043), степень

инвазии опухоли (p=0,002), муль-

тифокальный характер роста опу-

холи (p=0,001; табл. 4).

Среди биологических мар-

керов влияние на выживаемость

отмечено только у гена опухоле-

вой супрессии р53 (p=0,052).

Обсуждение
Наряду с традиционными

прогностическими факторами,

такими как клинические и гисто-

логические, в настоящее время

широко используются биологи-

ческие факторы. Комбинация клинико-морфологи-

ческих и биологических факторов является наибо-

лее предпочтительной для прогнозирования течения

РМП, а также для выбора адекватной лечебной так-

тики [3, 7].

Пристальное изучение роли протоонкогенов и

онкогенов в человеческом организме обусловлено тем

обстоятельством, что во многих случаях при достаточ-
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Рис. 1. Экспрессия Ki-67 (а), p53 (б) и bcl-2 (в) в группах больных РМП
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но благоприятных клинических и

морфологических признаках опу-

холи мочевого пузыря ведут себя

агрессивно, а проводимое лечение

не приводит к желаемому эффек-

ту. При достаточной осведомлен-

ности о роли того же р53 в регуля-

ции клеточного цикла не совсем

ясна его прогностическая цен-

ность при поверхностных опухо-

лях мочевого пузыря. Однако из-

вестно, что у пациентов с инвазив-

ными опухолями мочевого пузыря

экспрессия р53 приводит к значи-

тельному повышению риска ре-

цидива и значительному сниже-

нию общей и раковоспецифичной

выживаемости (D. Skinner, 

K. Syrigos, 1999). По данным

Uchida и соавт. (2002), экспрессия

р53 в опухолях мочевого пузыря

коррелировала с клинической ста-

дией заболевания, а комбинация

экспрессии р53 и bcl-2 явилась

крайне неблагоприятным факто-

ром течения заболевания. Еще в

одном исследовании (T.T. Wu, 

Y.H. Lee, 2001) у 137 больных РМП

в 78,5% случаев отмечена экспрес-

сия р53, причем наиболее она была

выражена у пациентов с низко-

дифференцированными опухоля-

ми (95%), а также у пациентов,

имеющих мышечно-инвазивные

опухоли (97%). В группе исследо-

ванных нами инвазивных опухо-

лей мочевого пузыря экспрессия

р53 отмечена ровно у половины

больных, и у этих же пациентов от-

мечена более высокая по сравне-

нию с первой частота прогрессии и

смерти от прогрессирования.

Нами не выявлено сущест-

венной разницы в группах при

исследовании экспрессии Ki-67:

она была практически одинако-

вой в группах больных поверхно-

стным РМП и у больных с инва-

зивными формами (80 и 95% со-

ответственно). В исследованиях

Okamura и соавт. (1990) была от-

мечена корреляция между повы-

шенной экспрессией Ki-67 и ста-

дией заболевания, степенью зло-

качественности опухоли.

О Н К О У Р О Л О Г И Я 44 ’ 2 0 0 6Д и а г н о с т и к а  и  л е ч е н и е  о п у х о л е й  м о ч е п о л о в о й  с и с т е м ы

33

Рис. 2. Медиана выживаемости в 1-й и 2-й группах 

Таблица 3. С р а в н и т е л ь н ы й  а н а л и з  г р у п п  б о л ь н ы х  Р М П

Признак                          1-я группа                      2-я группа                       p

Возраст, годы

Пол
мужской

женский

Мультифокальность
есть

нет

Степень G
G1
G2
G3

Экспрессия Ki-67
отрицательная
единичная
выраженная

Экспрессия p53
отрицательная

положительная

Экспрессия bcl-2
отрицательная
единичная
выраженная

Исход
выжили

умерли

58,4±10,1

18
90% (70–97%)
2
10% (3–30%)

11
55% (34–74%)
9
45% (26–66%)

13 (65%)
6 (30%)
1 (5%)

4 (20%)
7 (35%)
9 (45%)

13
65% (43–82%)
7
35% (18–57%)

15 (75%)
2 (10%)
3 (15%)

18
90% (70–97%)
2
10% (3–30%)

59,2±7,5

18
90% (70–97%)
2
10% (3–30%)

2
10% (3–30%)
18
90% (70–97%)

4 (20%)
14 (70%)
2 (10%)

1 (5%)
4 (20%)
15 (75%)

10
50% (30–70%)
10
50% (30–70%)

9 (45%)
5 (25%)
6 (30%)

8
40% (22–61%)
12
60% (39–78%)

0,791

1,000

0,006

0,016

0,128

0,523

0,151

0,002

В
ы
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По мнению большинства

исследователей [6, 8], экспрес-

сия bcl-2 чаще встречается в опу-

холях с неблагоприятным про-

гнозом и агрессивных, низко-

дифференцированных опухолях,

причем экспрессия bcl-2 влияет

на снижение безрецидивной вы-

живаемости. В нашем исследова-

нии экспрессия bcl-2 выявлена

чаще при инвазивных опухолях,

однако влияния на выживае-

мость этот фактор не оказывал.

Выводы
В настоящее время хоро-

шо известны и широко приме-

няются в практике такие про-

гностические факторы, как

степень опухолевой инвазии,

мультифокальность роста и

степень анаплазии опухоли и

т.д. Тем не менее применение

иммуногистохимии позволяет

улучшить точность прогноза

течения заболевания и своевре-

менно корректировать лече-

ние. Опираясь на наш скром-

ный опыт, мы считаем, что

важное значение играет опре-

деление уровня экспрессии

р53. Экспрессия таких марке-

ров, как Ki-67 и bcl-2, хоть и

была выявлена чаще в инвазив-

ных опухолях, однако не оказа-

ла влияния на выживаемость.
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Таблица 4. С р а в н и т е л ь н ы й  а н а л и з  в ы ж и в ш и х  и  у м е р ш и х

Признак                          Выжившие                    Умершие                          p; ОШ

Возраст, годы

Пол
мужской

женский

pT
pT1

pT2

pN
pN0

pN1

Мультифокальность
есть

нет

Уретерогидронефроз
есть

нет

Степень G
G1
G2
G3

Экспрессия Ki-67
отрицательная

положительная

Экспрессия p53
отрицательная

положительная

Экспрессия bcl-2
отрицательная

положительная

56,7±9,2

24
92% (76–98%)
2
8% (2–24%)

18
69% (50–83%)
8
31% (17–50%)

23
88% (71–96%)
3
12% (4–29%)

13
50% (32–68%)
13
50% (32–68%)

22
85% (66–94%)
4
15% (6–34%)

12 (46%)
12 (46%)
2 (8%)

4
15% (6–34%)
22
85% (66–94%)

18
69% (50–83%)
8
31% (17–50%)

17
65% (46–81%)
9
35% (19–54%)

62,6±6,7

12
86% (60–96%)
2
14% (4–40%)

2
14% (4–40%)
12
86% (60–96%)

10
71% (45–88%)
4
29% (12–55%)

14
100% (78–100%)
0
0% (0–22%)

9
64% (39–84%)
5
36% (16–61%)

5 (36%)
8 (57%)
1 (7%)

1
7% (1–31%)
13
93% (69–99%)

5
36% (16–61%)
9
64% (39–84%)

7
50% (27–73%)
7
50% (27–73%)

0,043

0,602

0,002; 13,5
(2,4–74,9)

0,214; 3,0
(0,6–16,3)

0,001; ОШ рассчи-
тать нельзя

0,234; 3,0
(0,7–14,1)

0,796

0,640; 2,4
(0,2–23,5)

0,052; 4,1
(1,0–16,0)

0,500; 1,9 (0,5–7,1)
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