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Введение. плоскоклеточный рак слизистой оболочки полости рта, даже на ранних стадиях (T1–2N0m0), склонен 
к регионарному метастазированию. при морфологическом исследовании в 20 % удаленных клинически непора-
женных лимфатических узлов обнаруживаются «скрытые» метастазы. Их наличие снижает показатели выживаемо-
сти в 2 раза. Выполнение профилактической шейной лимфодиссекции на ранних стадиях онкологического заболе-
вания по сравнению с динамическим наблюдением улучшает выживаемость с 67,5 до 80 %. В то же время некоторые 
авторы считают элективную шейную лимфодиссекцию чрезмерной лечебной процедурой, а только динамическое 
наблюдение – недостаточным.
Цель исследования – анализ применения проточной цитометрии для выявления «скрытых» метастазов в стороже-
вых лимфатических узлах как метод, определяющий показания к проведению шейной лимфодиссекции при плоско-
клеточном раке слизистой оболочки полости рта сT1–2N0m0.
Материалы и методы. В исследование вошли 27 пациентов, из них 13 (48,1 %) – с распространенностью процесса 
T1N0m0, 14 (51,9 %) – с T2N0m0. Всем больным на 1-м этапе выполнены удаление первичного очага, шейная лимфо-
диссекция с определением сторожевых лимфатических узлов. после мобилизации половина этих лимфатических узлов 
направлялась на рутинное морфологическое исследование с последующим иммуногисто химическим исследованием, 
а половина – на проточную цитометрию. Далее проводилось сравнение полученных данных.
Результаты. Исследованы 46 удаленных сторожевых лимфатических узлов 27 пациентов. плановое гистологическое 
исследование выявило 4 (8,7 %) «скрытых» метастаза. применение метода полимеразной цепной реакции позво-
лило дополнительно обнаружить еще 16 (37,8 %) метастазов. Наиболее часто поражались I, II и III уровни. по дан-
ным проточной цитометрии при глубине инвазии менее 4 мм «скрытые» метастазы были выявлены в 20 % случаев, 
при глубине от 4 до 8 мм – в 60 % случаев.
среднее время наблюдения за пациентами составило 20,4 ± 11,7 мес (от 2,2 до 42,5 мес, медиана – 19,5 мес). за этот 
период все больные живы. Из 27 (100 %) пациентов c заболеванием T1–2N0m0 «скрытые» метастазы обнаружены 
у 17 (63 %) больных. у 10 (37 %) пациентов они выявлены не были. В 1 случае, при плоскоклеточном раке слизистой 
оболочки дна полости рта T1N0m0, выполнено только удаление первичной опухоли и сторожевого лимфатического 
узла. по результатам морфологического исследования и проточной цитометрии метастатического поражения 
не обнаружено. через 14,8 мес реализовался ипсилатеральный регионарный метастаз cN3. трехлетняя выживаемость 
без признаков прогрессирования составила 94,7 ± 5,1 %.
Заключение. Вследствие высокой чувствительности и скорости получения результатов проточная цитометрия может 
стать методом выбора при решении вопроса о проведении шейной лимфодиссекции у пациентов с сN0. Исследова-
ние продолжается.

Ключевые слова: «скрытые» метастазы, биопсия сторожевого лимфатического узла, сигнальный лимфатический 
узел, плоскоклеточный рак слизистой оболочки полости рта, микрометастазы
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Introduction. Oral squamous cell carcinoma is associated with a high risk of regional metastasis even in early stages (T1–
2N0m0). morphological examination reveals concealed metastases in 20 % of removed clinically unaffected lymph nodes.
Objective – to evaluate the effectiveness of flow cytometry for detection of concealed metastases in sentinel lymph nodes 
as an indication for cervical lymph node dissection in patients with stage сT1–2N0m0 oral squamous cell carcinoma.
Materials and methods. This study included 27 patients, including 13 patients (48.1 %) with stage T1N0m0 cancer 
and 14 patients with stage T2N0m0 cancer (51.9 %). At the first stage, all participants underwent primary tumor re-
moval and cervical lymph node dissection with sentinel lymph node examination. After mobilization, half of these 
lymph nodes was used for routine morphological examination followed by immunohistochemical examination, while 
the second half of them was analyzed using flow cytometry. Then we compared the results obtained.
Results. we examined 46 removed sentinel lymph nodes from 27 patients. Conventional histological examination re-
vealed 4 concealed metastases (8.7 %). polymerase chain reaction allowed us to detect another 16 metastases 
(37.8 %). Levels I, II, and III lymph nodes were most frequently affected. flow cytometry demonstrated that 20 %  
of patients with a <4 mm invasion had concealed metastases, whereas patients with a 4 to 8 mm invasion had con-
cealed metastases in 60 % of cases.
median follow-up time was 20.4 ± 11.7 months (range: 2.2 to 42.5 months; median 19.5 months). All participants were 
alive during this time. Seventeen out of 27 patients with stage T1–2N0m0 disease (63 %) were found to have con-
cealed metastases, while the remaining ten patients (37 %) had no metastasis. One patient with stage T1N0m0 oral 
floor squamous cell carcinoma underwent the removal of the primary tumor and sentinel lymph node. morphological 
examination and flow cytometry showed no metastatic lesions. After 14.8 months, the patient developed ipsilateral 
regional CN3 metastasis. The three-year progression-free survival rate was 94.7 ± 5.1 %.
Conclusion. Highly sensible and rapid flow cytometry can become the method of choice in the diagnosis of metastases 
and deciding on cervical lymph node dissection in patients with cN0 disease. The study is still ongoing.

Key words: “concealed” metastases, sentinel lymph node biopsy, signal lymph node, oral squamous cell, carcinoma 
micro metastases
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Введение
Плоскоклеточный рак слизистой оболочки полости 

рта даже на ранних стадиях (T1–2N0M0) склонен к ре-
гионарному метастазированию. При морфологическом 
исследовании в 20 % случаев удаленных клинически 
непораженных лимфатических узлов (ЛУ) обнаружи-
ваются «скрытые» метастазы [1, 2]. Их наличие снижа-
ет показатели выживаемости в 2 раза [1, 2]. Выполнение 
профилактической шейной лимфодиссекции на ранних 
стадиях онкологического заболевания по сравнению 
с динамическим наблюдением улучшает выживаемость 
с 67,5 до 80 % [1]. В то же время некоторые авторы 
считают элективную шейную лимфодиссекцию чрез-
мерной лечебной процедурой, а только динамическое 
наблюдение – недостаточным [2].

В зависимости от размера опухолевого поражения 
метастазы подразделяются на депозит опухолевых 

клеток (<0,2 мм в диаметре), микрометастаз (от 0,2–
2 мм в диаметре) и макрометастаз (>2 мм в диаметре) 
[3]. При стандартном патологоанатомическом иссле-
довании удаленной клетчатки шеи выполняется ми-
кроскопия с окраской гематоксилином и эозином. 
Как правило, патологоанатом делает не более 2 срезов 
с каждого ЛУ. При применении такого метода выявле-
ния «скрытых» метастазов наблюдается большой про-
цент ложноотрицательных результатов, т. е. пропущен-
ных метастазов в ЛУ. При этом повторное, более 
тщательное морфологическое исследование ЛУ имму-
ногистохимическим методом позволяет выявить мета-
стазы в 5–58 % случаев [4]. Решением данной пробле-
мы является использование персонифицированного 
подхода с применением новой методики, позволяющей 
более точно определять наличие микрометастазов в ре-
гионарных ЛУ [2].
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Биопсия сторожевого лимфатического узла (СЛУ) 
с последовательным секционированием может быть 
рассмотрена как альтернатива функциональной шей-
ной лимфодиссекции. Чувствительность этого метода 
достигает 90 %, а отрицательная прогностическая цен-
ность – 96 % [5, 6]. Он основан на концепции, которая 
заключается в удалении СЛУ или 1-го ближайшего ЛУ, 
расположенного по ходу путей лимфооттока от опу-
холи. Если СЛУ не поражен, то и в остальных ЛУ 
регионарного бассейна нет метастазов. Очевидно, 
что статус СЛУ является показанием к выполнению 
шейной лимфодиссекции на начальных стадиях за-
болевания [7].

Чувствительность морфологического исследования 
при определении «скрытого» метастазирования может 
быть улучшена с помощью проведения иммуногисто-
химического (ИГХ) исследования с использованием 
маркеров эпителиальных клеток, например антител 
к цитокератину AE1 / AE3. Данный маркер распознает 
цитокератин не только плоскоклеточного рака, но 
и естественный цитокератин, который присутствует 
в эпителиальной ткани, например в слюнных железах 
[8]. MUC1 экспрессируется клетками большинства 
эпителиальных злокачественных опухолей человека 
при раке молочной железы, яичников, матки, подже-
лудочной, предстательной желез, легких, органов верх-
них дыхательных путей и желудочно-кишечного трак-
та, орофарингеальной зоны, а также клетками ряда 
новообразований гемопоэтической ткани [9]. Моле-
кула адгезии эпителиальных клеток (EpCAM), транс-
мембранный гликопротеин, экспрессируется при 
 быстропрогрессирующих опухолях эпителиального 
происхождения [10].

Совокупная оценка экспрессии этих маркеров ме-
тодом проточной цитометрии может значительно по-
высить точность и скорость выявления микрометаста-
зов в СЛУ [11]. В литературе встречается описание 
использования нескольких экспериментальных мето-
дов обнаружения метастазов в ЛУ. В большинстве слу-
чаев применяется полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
с 1 или несколькими клеточными маркерами [4]. L. Tao 
и соавт. в 2006 г. опубликовали результаты исследова-
ния, нацеленного на определение мРНК цитокерати-
на-19 методом ПЦР при выявлении «скрытого» мета-
стазирования плоскоклеточного рака полости рта 
и глотки. Были проанализированы 1328 ЛУ. Частота 
выявления метастазов с помощью патологоанатомичес-
кого исследования с дальнейшим ИГХ-исследованием  
составила 16,3 %. Амплификация матричной РНК ци-
токератина-19, определенная методом ПЦР, позволила 
обнаружить 36 % скрытых метастазов. Значения экс-
прессии мРНК цитокератина-19 в гистологически по-
ложительных ЛУ оказалась в 4 раза выше, чем в отри-
цательных [12]. Проточная цитометрия позволяет 
определить экспрессию маркеров путем поштучного 

анализа каждой клетки и обнаружить наличие реальных 
жизнеспособных опухолевых клеток в образце.

Исследование C. A. Hartan и соавт. продемонстри-
ровало высокую эффективность проточной цитометрии 
при обнаружении микрометастазирования в случае по-
чечно-клеточного рака. Так, у 26 % пациентов по дан-
ным проточной цитометрии были выявлены метастазы, 
которые не удалось определить рутинным патолого-
анатомическим исследованием [13].

Цель исследования – анализ применения проточной 
цитометрии для выявления «скрытых» метастазов 
в СЛУ при cN0 как метод, определяющий показания 
к проведению шейной лимфодиссекции при плоско-
клеточном раке слизистой оболочки полости рта сT1–
2N0M0.

Данный метод позволяет исследовать весь ЛУ, 
а не только его отдельные срезы. Биопсия СЛУ на ран-
них стадиях рака слизистой оболочки полости рта мо-
жет стать методом выбора при решении вопроса о вы-
полнении функциональной шейной лимфодиссекции.

Материалы и методы
В исследование вошли 27 пациентов с диагнозом 

«плоскоклеточный рак слизистой оболочки полости 
рта, сT1–2N0M0», ранее не получавших лечения. Сред-
ний возраст больных составил 56,3 года.

По данным клинического обследования, включа-
ющего пальпацию и ультразвуковое исследование 
(УЗИ), ни у 1 больного не было обнаружено регионар-
ных метастазов (сN0). Всем пациентам проведена функ-
циональная шейная лимфодиссекция с определением 
СЛУ. Стадирование после хирургического лечения вы-
полнялось по международной классификации Tumor, 
Nodus и Metastasis (TNM) 8-го пересмотра (2017).

Наиболее часто процесс локализовался в языке 
(19 (70,4 %) случаев), а также наблюдался в слизистой 
оболочке тканей дна полости рта (5 (18,5 %) случаев), 
альвеолярном отростке нижней челюсти (2 (7,4 %) слу-
чая) и слизистой оболочке щеки (1 (3,7 %) случай). 
Характеристика пациентов с плоскоклеточным раком 
слизистой оболочки полости рта представлена в табл. 1. 
Пораженные СЛУ выявлены у 17 (62,9 %) пациентов. 
Высокодифференцированный плоскоклеточный рак 
встречался в 16 (59,3 %) случаях, умеренно-дифферен-
цированный – в 10 (37,0 %), низкодифференцирован-
ный – в 1 (3,7 %).

Стадию заболевания определяли в соответствии 
с TNM 8-го пересмотра. Стоит отметить, что у 2 (7,4 %) па-
циентов были выявлены макро- и микрометастазы. Толь-
ко микрометастазы обнаружены у 14 (51,8 %) больных, 
а только макрометастазы – у 1 (3,7 %). В 37 % случаев 
встречались несколько СЛУ. Один СЛУ наблюдался  
у 17 (62,9 %) пациентов, 2 – у 6 (22,2 %), 3 – у 4 (14,8 %).

Методика определения сторожевого лимфатического 
узла. Всем пациентам на 1-м этапе лечения проводили 
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удаление первичной опухоли, биопсию СЛУ и шейную 
лимфодиссекцию. Биопсию СЛУ выполняли по двух-
дневному протоколу. Для визуализации этих ЛУ ис-
пользовали радиофармпрепарат (РФП) Технефит 
(наноколлоид, меченный изотопом 99mTc, диаметр 
частиц – 200–1000 нм). За 14–24 ч до операции выпол-
няли подслизистую инъекцию данного РФП в 3–4 точ-
ки по периметру образования (перитуморально).

Через 30–60 мин после введения 0,2–0,5 мл РФП 
с суммарной активностью 100–150 МБк проводили 
исследование лимфооттока, картирование и разметку 
СЛУ. На 1-м этапе в режиме persistent с помощью 

«заряженной» указки выполняли сопоставление и мар-
кировку перманентным маркером на коже визуализи-
руемых СЛУ. Затем проводили статическую сцинтигра-
фию в 4 проекциях: передней, задней, правой боковой 
и левой боковой. На 2-м этапе выполняли однофотонную 
эмиссионную компьютерную томографию, совмещен-
ную с компьютерной томографией (ОФЭКТ / КТ). Ги-
бридные исследования проводили на системе Symbia 
серии T с 2-срезовой конфигурацией КТ. Толщина сре-
за составила 5 мм, шаг спирали – 1,5 мм, размер 
 фокусного пятна согласно IAC 60 360 – 0,8 × 0,4 мм ,  
0,8 × 0,7 мм . Параметры ОФЭКТ / КТ: матрица – 
128 × 128, 64 угловых позиции при вращении детекто-
ров, время записи на 1 угол вращения – 10 с. В резуль-
тате были получены эмиссионные радионуклидные 
и трансмиссионные рентгеновские томограммы ис-
следуемого участка тела, после чего формировались 
совмещенные изображения. Исследование проводили 
в положении пациента лежа на спине. Верхняя грани-
ца сканирования проходила на уровне костей свода 
черепа, нижняя – на уровне Th

5
.

Применение ОФЭКТ / КТ позволило получить ин-
формацию о характере лимфооттока от первичной опу-
холи (ипсилатеральный, контралатеральный или дву-
сторонний) и более точно определить анатомическую 
локализацию СЛУ (рис. 1). Оценка данных ОФЭКТ / КТ 
осуществлялась врачом-радиологом, проводившим ис-
следование, и оперирующим хирургом.

На следующий день, спустя 16–18 ч после введения 
РФП, выполняли хирургический этап. Сначала до-
полнительно осуществляли интраоперационный поиск 
СЛУ с помощью портативной гамма-камеры Sentinella 
(рис. 2). Его выполняли с помощью разметки, сделан-
ной на коже, и лазерного указателя, установленного 
в области кристалла гамма-камеры, а затем проводили 
биопсию.

Дополнительно, за 10 мин до выполнения лимфо-
диссекции, в область первичной опухоли перитумо-
рально вводили флуоресцентный препарат индоцианин 
зеленый-пульсион (ICG). С помощью системы визу-
ализации SPY в операционной ране обнаружено на-
копление ICG в СЛУ (рис. 3).

Удаленный СЛУ повторно исследовали на препа-
ровочном столе с помощью портативной гамма-каме-
ры Sentinella и гамма-зонда. Клетчатка и все удаленные 
во время операции ЛУ также анализировались с ис-
пользованием портативной гамма-камеры для поиска 
возможных дополнительных СЛУ. В тех случаях, когда 
числовые / визуальные показания гамма-камеры и зву-
ковой сигнал зонда свидетельствовали об активном 
накоплении РФП в ЛУ, он расценивался как стороже-
вой (рис. 4).

Перед завершением операции для подтверждения уда-
ления всех СЛУ проводили быстрое сканирование опера-
ционного поля с помощью портативной гамма-камеры.

Таблица 1. Характеристика пациентов с плоскоклеточным раком 
слизистой оболочки полости рта (n = 27)

Table 1. Characteristics of patients with oral squamous cell carcinoma (n = 27)

Параметр 
Parameter

Число пациентов, 
абс. (%) 

Number of patients, 
abs. (%) 

Пол: 
Sex:

муж 
male
жен 
female

14 (51,8)

13 (48,2) 

Локализация: 
Location:

язык 
tongue
слизистая оболочка тканей дна 
полости рта 
oral floor mucosa
альвеолярный отросток нижней 
челюсти 
alveolar process of the mandible
слизистая оболочка щеки 
cheek mucosa

19 (70,4)

5 (18,5)

2 (7,4)

1 (3,7) 

Степень дифференциации опухоли: 
Tumor differentiation grade:

высокодифференцированная 
well differentiated
умеренно-дифференцированная 
moderately differentiated
низкодифференцированная 
poorly differentiated

16 (59,2)

10 (37)

1 (3,7) 

Глубина инвазии: 
Depth of invasion:

<4 мм 
<4 mm
от 4 до 8 мм 
4 to 8 mm
>8 мм 
>8 mm

5 (18,5)

15 (55,6)

7 (25,9) 

Количество сигнальных 
лимфатических узлов: 
Number of sentinel lymph nodes:

1
2
3

17 (62,9)
6 (22,2)
4 (14,8) 
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Рис. 2. Интраоперационный поиск сторожевого лимфатического узла с помощью портативной гамма-камеры Sentinella (а). На мониторе камеры 
виден очаг повышенного накопления радиофармпрепарата, соответствующий этому лимфатическому узлу (б)

Fig. 2. Intraoperative search for the sentinel lymph node using the portable gamma camera Sentinella (а). Area of contrast agent accumulation in this sentinel 
lymph node is visualized (б)

Рис. 1. Однофотонная эмиссионная компьютерная томография, совмещенная с компьютерной томографией, с использованием лимфотропного 
радиофармпрепарата: а – накопление радиофармпрепарата в месте его введения (помечено желтой стрелкой) и сторожевом лимфатическом 
узле II уровня (помечено белой стрелкой), аксиальная проекция; б – накопление радиофармпрепарата в лимфатическом узле III уровня, аксиальная 
проекция; в, г – фронтальная проекция; д – сагиттальная проекция

Fig. 1. Contrast-enhanced single-photon emission computed tomography/computed tomography: a – contrast agent accumulation at the site of its administration 
(yellow arrow) and level II sentinel lymph node (white arrow), axial view; б – contrast agent accumulation in level III sentinel lymph node, axial view; в, г – 
front view; д – sagittal view

б

г

а в

д

а б
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Рис. 4. Исследование удаленных лимфатических узлов: а – сканирование с помощью портативной гамма-камеры; б – сканирование с использо-
ванием гамма-зонда. Полученное изображение и звуковой сигнал зонда свидетельствуют о накоплении радиофармпрепарата в лимфатическом 
узле; в – маркировка удаленных сторожевых лимфатических узлов; г – накопление индоцианина зеленого подтверждает статус сторожевых 
лимфатических узлов

Fig. 4. Examination of removed lymph nodes: а – scanning using a portable gamma camera; б – scanning using a gamma probe. The image and sound signal 
of the probe indicate contrast agent accumulation in the lymph node; в – marking of the removed sentinel lymph nodes; г – accumulation of indocyanine green 
confirms the status of sentinel lymph nodes

Рис. 3. Интраоперационный поиск сторожевого лимфатического узла: а – вид операционной раны; б – визуализация накопления индоцианина зеле-
ного в сторожевом лимфатическом узле с помощью системы SPY (Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Бло-
хина); в – визуализация накопления индоцианина зеленого в сторожевом лимфатическом узле с помощью системы Stryker (Клиника Каролинского 
университета, Стокгольм, Швеция)

Fig. 3. Intraoperative search for the sentinel lymph node: а – surgical wound; б – accumulation of indocyanine green in the sentinel lymph node visualized 
using the SPY system (N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center); в – accumulation of indocyanine green in the sentinel lymph node visualized using the 
Stryker system (Karolinska University Hospital, Stockholm, Sweden)

ба в

ба

в г
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Таблица 2. Распределение сторожевых лимфатических узлов (СЛУ) в зависимости от характеристики опухоли

Table 2. Distribution of sentinel lymph nodes (SNLs) depending on tumor characteristics

Показатель 
Parameter

Всего случаев, абс. (%)
(n = 27) 

Total cases,  
abs. (%) (n = 27) 

Отрицательные СЛУ, 
абс. (%) (n = 10) 

Negative SLNs,  
abs. (%) (n = 10) 

Положительные СЛУ, 
абс. (%) (n = 17) 

Positive SLNs,  
abs. (%) (n = 17) 

Пол, абс. (%): 
Sex, abs. (%):

муж 
male
жен 
female

14 (100)

13 (100) 

4 (28,5)

6 (46,1) 

10 (71,5)

7 (53,9) 

Средний возраст, лет 
Mean age, years

56,3 62,7 49,9

Стадия, абс. (%): 
Stage, abs. (%):

T1
T2

13 (100) 
14 (100)

5 (38,4) 
4 (28,5)

8 (61,5) 
10 (71,5)

Локализация, абс. (%): 
ocation, abs. (%):

язык 
tongue
слизистая оболочка тканей дна 
полости рта 
oral floor mucosa
альвеолярный отросток нижней 
челюсти 
alveolar process of the mandible
слизистая оболочка щеки 
cheek mucosa

19 (100)

5 (100)

2 (100)

1 (100) 

8 (42,1)

1 (20)

1 (50)

1 (100) 

11 (57,9)

4 (80)

1 (50)

–

Дифференцировка опухоли, абс. (%): 
Tumor differentiation, abs. (%):

высокодифференцированная 
well differentiated
умеренно-дифференцированная 
moderately differentiated
низкодифференцированная 
poorly differentiated

16 (100)

10 (100)

1 (100) 

5 (33,3)

4 (40)

1 (100) 

11 (66,7)

6 (60)

–

Глубина инвазии, абс. (%): 
Depth of invasion, abs. (%):

<4 мм 
<4 mm
от 4 до 8 мм 
4 to 8 mm
>8 мм 
>8 mm

5 (100)

15 (100)

7 (100) 

4 (80)

6 (40)

1 (14,2) 

1 (20)

9 (60)

6 (85,8) 

pN-классификация, абс. (%): 
pN stage, abs. (%):

сN0 / pN0
сN0 / pN1mi
сN0 / pN+ (ma)
сN0 / pN ma / mi

–
–
–
–

10 (37,0)
–
–
–

–
14 (51,8)

1 (3,7)
2 (7,4) 

Количество СЛУ, абс. (%): 
Number of sentinel lymph nodes, abs. (%):

1
2
3

17 (100)
6 (100)
4 (100) 

6 (35,2)
3 (50)
1 (25) 

11 (64,8)
3 (50)
3 (75) 
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Таблица 3. Распределение сторожевых лимфатических узлов (СЛУ) 
с метастазами в зависимости от уровня регионарного  
метастазирования

Table 3. Distribution of sentinel lymph nodes (SNLs) with metastases 
depending on the level of regional metastasis

Уровни 
метастазирования 
Levels of metastasis

Всего СЛУ, абс. (%) 
Total SLNs, abs. (%) 

pN+, абс. (%) 

I 7 (15,4) 2 (4,3) 

II 28 (60,9) 10 (21,8) 

III 8 (17,3) 6 (13,2) 

IV 1 (2,1) 1 (2,1) 

V  –  – 

VI  –  – 

Skip 2 (4,3) 1 (2,1) 

Всего 46 (100) 20 (43,5) 

Морфологическое исследование. После операции 
проводили плановое патологоанатомическое исследо-
вание клетчатки шеи и первичного очага. Сторожевые 
ЛУ делили на 2 части: одну отправляли на морфологичес-
кое исследование, а другую – на проточную цитометрию. 
При плановом гистологическом исследовании морфолог 
разделял присланный фрагмент СЛУ на 2–3 части, затем 
делали их серийные срезы толщиной 3 мк. После рутин-
ного гистологического исследования с окраской срезов 
гематоксилином и эозином на материале СЛУ прово-
дили плановое ИГХ-исследование с антителом PAN 
Cytokeratin. При необходимости дополнительно выпол-
няли реакцию с антителом Cytokeratin 5 / 6.

Характеристика сторожевого лимфатического узла. 
На данный момент в исследование включены 27 паци-
ентов (14 мужчин и 13 женщин). Набор ведется с янва-
ря 2018 г. по настоящее время (табл. 2).

Всего на момент подсчета было выявлено 46 
(100 %) СЛУ. В 25 (60,9 %) случаях они локализо-
вались на II уровне, далее по частоте обнаружения 
следуют уровни I и III: 7 (15,3 %) и 8 (17,3 % случаев 
соответственно). Реже всего СЛУ локализовались на 
IV уровне – в 1 (2,2 %) случае. В 2 (4,3 %) случаях 
они были обнаружены вне зон регионарного мета-
стазирования. Из 46 выявленных СЛУ в 20 (43,3 %) 
из них найдены «скрытые» метастазы (табл. 3).

Чаще всего «скрытые» метастазы, как и СЛУ, бы-
ли обнаружены на II уровне (в 10 (21,8 %) случаях). 
На III уровне они встречались в 6 (13,2 %) случаях, на 
I уровне – в 2 (4,3 %) и реже всего – на IV уровне  
(в 1 (2,1 %) случае). «Прыгающие» метастазы наблю-
дались у 1 (2,1 %) пациента. Они локализовались 

на платизме. Данные ЛУ были определены как сторо-
жевые, в 1 из них был выявлен «скрытый» метастаз.

При плановом патологоанатомическом исследова-
нии удаленной клетчатки шеи в 2 случаях обнаружены 
метастазы в других регионарных зонах.

Метод проточной цитометрии. Особенностью мето-
да проточной цитометрии является высокая чувстви-
тельность. Он позволяет обнаружить 0,3–1 % опухоле-
вых клеток в «непораженных» ЛУ.

Для получения клеточной суспензии образцы ЛУ 
подвергаются умеренной гомогенизации с помощью 
модуля BD Medimachine Module (BD Bioscience, США) 
при комнатной температуре с последующей фильтра-
цией через фильтр Filcon 50 мкм (BD Bioscience, США). 
Для изучения внутриклеточных белков проводили ре-
акцию пермеабилизации с помощью набора PerFix-nc Kit 
(Beckman Coulter, США), который позволяет изменять 
проницаемость мембраны клеток. В работе использо-
вали антитела к Cytokeratin 5 / 8, меченные Alexa-488 
(Novus Biologicals, США), к EpCAM (краситель FITC) 
и CD227 (краситель BB 515) (BD Bioscience, США).

В целях снижения неспецифического окрашивания 
на этапе пермеабилизации в реакционную смесь вно-
сили реактив Fc Block (BD Bioscience, США). Количе-
ство живых клеток определяли с помощью стандартной 
прямой реакции иммунофлуоресценции с применени-
ем красителя 7-AAD (Beckman Coulter, США). Для 
идентификации лимфоцитов использовали антитела 
к панлейкоцитарному антигену CD45, меченные APC 
(BD Bioscience, США).

Экспрессию изучаемых маркеров оценивали на 
проточном цитометре FACSCanto II (BD Bioscience, 
США) с программным пакетом FACSDiva 7.0. В каждом 
образце анализировали не менее 1 000 000 событий 
из гейта одиночных событий (синглетов).

Использована следующая стратегия последователь-
ного гейтирования опухолевых клеток онкологических 
больных:

• 1-й этап – построение дотплота в координатах 
FSC-H vs. FSC-A, выделение гейта одиночных со-
бытий (синглетов);

• 2-й этап – построение дотплота в координатах 
SSC-H vs. CD45 APC, выделение гейта отрицатель-
ных событий по параметру CD45 (из анализа ис-
ключали лейкоциты);

• 3-й этап – построение дотплота в координатах 
SSC-H vs. 7 AAD, выделение гейта отрицательных 
событий по параметру 7-AAD (из анализа исклю-
чали неживые клетки);

• 4-й этап – построение дотплота в координатах 
SSC-H vs. Cytokeratin 5 / 8+ EpCAM+ CD227 с уче-
том событий из гейта живых клеток, определение 
количества опухолевых клеток (рис. 5).
Исследование образцов ЛУ проведено в лабора-

тории клинической иммунологии отдела клинико- 
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лабораторной диагностики Научно-исследовательско-
го института клинической онкологии им. акад. РАН 
и РАМН Н. Н. Трапезникова ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. Его выполнил 
научный сотрудник, кандидат медицинских наук 
Е. Н. Захарова под руководством заведующего отделом, 
доктора биологических наук Т. Н. Заботиной.

Результаты
Исследованы 46 СЛУ, удаленных у 27 пациентов. 

Плановое гистологическое исследование СЛУ выяви-
ло 4 (8,7 %) «скрытых» метастаза. Метод ПЦР позво-
лил дополнительно обнаружить еще 16 (37,8 %) мета-
стазов. Чаще всего были поражены I, II и III уровни 
(см. табл. 2, 3). При толщине опухоли менее 4 мм 
«скрытые» метастазы выявлены у 11,7 % пациентов.

Среднее время наблюдения за больными соста-
вило 20,4 ± 11,7 мес (от 2,2 до 42,5 мес, медиана – 
19,5 мес), 3-летняя выживаемость без признаков про-
грессирования – 94,7 ± 5,1 % (рис. 6). В 1 случае при 
плоскоклеточном раке слизистой оболочки дна полости 
рта T1N0M0 было выполнено только удаление первичной 
опухоли и СЛУ. Глубина инвазии удаленной опухоли 
составила 2 мм. По результатам морфологического 
исследования и проточной цитометрии метастати-
ческого поражения не выявлено. Через 14,8 мес об-
наружен ипсилатеральный регионарный метастаз cN3. 
Пациенту проведены 2 курса полихимиотерапии по схеме 
DCF с последующей лечебной лимфодиссекцией.

По данным статистического анализа биопсии СЛУ 
чувствительность рутинного патологоанатомического 
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Рис. 5. Стратегия последовательного гейтирования опухолевых клеток 
сторожевого лимфатического узла

Fig. 5. Sequential gating strategy for tumor cells from a sentinel lymph node
Рис. 6. Трехлетняя выживаемость без признаков прогрессирования па-
циентов с плоскоклеточным раком слизистой оболочки дна полости рта

Fig. 6. Three-year progression-free survival of patients with squamous cell 
carcinoma of the oral floor

Таблица 4. Результаты методов диагностики «скрытых» метастазов

Table 4. Diagnostics of concealed metastases

Метод 
Method

ИП, n 
TP, n

ИО, n 
TN, n

ЛП, n 
FP, n

ЛО, n 
FN, м

Чувствитель-
ность, % (ДИ) 

Sensitivity,  
% (CI) 

Специфич-
ность, % 

(ДИ) 
Specificity, %

Точность, 
% (ДИ) 

Accuracy, % 
(CI) 

Пр+ (ДИ) 
PP+ (CI) 

Пр– (ДИ) 
PP– (CI) 

Гистологическое 
и иммуногистохимиче-
ское исследования 
Histological and immuno-
histochemical studies

4 26 0 16 20 
(8,3–20,0) 

100
(91,0–100) 

65,2 
(55,0–65,2) 

100
 (41,4–100) 

61,9 
(56,3–61,9) 

Проточная цитометрия 
Flow cytometry

20 26  –  – 96
 (87,0–100) 

100 
(90,0–100) 

100 
(88,7–100) 

100 
(87,0–100) 

100
 (90,0–100) 

Примечание. ИП – истинно положительные результаты; ИО – истинно отрицательные результаты; ЛП – ложноположи-
тельные результаты; ЛО – ложноотрицательные результаты; ДИ – доверительный интервал; ПР+ – положительные 
прогностические значения; ПР– – отрицательные прогностические значения. 
Note. TP – true positive results; TN – true negative results; FP – false positive results; FN – false negative results; DI – confidence interval; PP+ – 
positive prognostic values; PP– – negative prognostic values.
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исследования составила 20 %, точность – 65,2 %. При 
добавлении проточной цитометрии чувствительность 
увеличилась до 96 %, а точность составила 100 % 
(табл. 4).

Даже при небольших процессах, соответствующих 
стадии T1, микрометастазы в СЛУ встречаются у 71 %. 
При стадии T2 количество пораженных СЛУ значимо 
не отличалось и составило 61,5 %.

Благодаря высокой чувствительности проточной 
цитометрии, в 20 % случаев удалось обнаружить «скры-
тые» метастазы даже при толщине опухоли менее 4 мм. 
При ее увеличении от 4 до 8 мм риск «скрытого» мета-
стазирования возрастал до 60 %, при толщине 8 мм 
и более – до 85,8 %.

Количество отрицательных СЛУ при стадиях T1 и T2 
составило 28,5 и 38,4 % соответственно. Таким образом, 
практически у 30 % пациентов с заболеванием ранних 
стадий пути регионарного метастазирования остаются 
непораженными. В данной группе больных можно 
ограничиться только биопсией СЛУ и удалением пер-
вичной опухоли.

Обсуждение
Дискуссия о выборе лечебного воздействия при 

клинически непораженных регионарных ЛУ (сN0) у па-
циентов с плоскоклеточным раком слизистой оболоч-
ки полости рта сT1–2N0M0 продолжается до сих пор. 
Такие методы, как пальпация, МРТ, КТ, УЗИ с аспира-
ционной биопсией, недостаточно чувствительны для 
определения «скрытого» метастазирования [14]. Не-
смотря на то что толщина опухоли является прогности-
ческим фактором его развития, этот показатель не мо-
жет считаться определяющим критерием для решения 
вопроса о выполнении лимфодиссекции. В табл. 5 пред-
ставлены результаты исследований, посвященных опре-
делению влияния толщины опухоли на риск развития 
«скрытого» метастазирования.

Показатели критической толщины опухоли, по дан-
ным различных авторов, различаются. В последних 
опубликованных исследованиях P. Cariati и соавт. (2020) 
5 % «скрытых» метастазов были выявлены при толщи-
не опухоли, не превышающей 4 мм. Увеличение тол-
щины ≥4 мм повышает риск метастазирования почти 
в 10 раз (до 45,7 %) [19]. В работе J.-H. Shin 2020 г. 
показано, что «скрытые» метастазы при толщине менее 
3 мм не обнаруживаются, тогда как ее увеличение по-
вышает риск «скрытого» метастазирования в 20 раз 
(до 22 %) [20, 25]. По данным И. С. Романова [18], тол-
щина опухоли 8 мм является критической. При ее пре-
вышении риск регионарного метастазирования возрас-
тает в 3 раза.

Существует множество исследований, результаты 
которых говорят о том, что биопсия СЛУ сопоставима 
с шейной лимфодиссекцией – «золотым стандартом» 
определения N-стадии [26–35]. Данные различных 

многоцентровых исследований показали высокую чув-
ствительность этого метода – от 88 до 98 % (табл. 6).

Таблица 5. Влияние толщины опухоли на развитие «скрытого» мета-
стазирования при плоскоклеточном раке полости рта

Table 5. Association between tumor thickness and probability of concealed 
metastasis in patients with oral squamous cell carcinoma

Авторы 
Authors

Толщина 
опухоли, мм 

Tumor thickness, 
mm

Частота метастазиро-
вания в зависимости 

от указанных 
параметров, % 

Frequency of metastasis 
depending on the 

parameters specified, %

< ≥

Язык 
Tongue

S. H. Huang и соавт. 
[15] 
S. H. Huang et al. [15] 

4,0 4,5 16,8

A. P. Yuen и соавт. 
[16] 
A. P. Yuen et al. [16] 

3,0 8,0 44,0

H. Fukano 
и соавт. [17] 
H. Fukano et al. [17] 

5,0 5,9 64,7

И. С. Романов [18] 8,0 13,6 35,9

P. Cariati 
и соавт. [19] 
P. Cariati et al. [19] 

4,0 5,0 45,7

J.-H. Shin 
и соавт. [20] 
J.-H. Shin et al. [20] 

3,0 0 22,0

И. М. Гельфанд [21] 4,0 0 31,3

Дно полости рта 
Oral floor

M. A. Mohit-
Tabatabai [22] 
M. A. Mohit-Tabatabai 
[22] 

1,5 12,0 33,0

R. H. Spiro [23] 
R. H. Spiro [23] 

2,0 2,0 45,0

A. Amar и соавт. [24] 
A. Amar et al. [24] 

3,0 7,0 50,0

В приведенных исследованиях биопсия СЛУ вы-
полнялась как одновременно с лимфодиссекцией, так 
и без нее. Отрицательная прогностическая ценность 
данного метода при рутинном гистологическом ис-
следовании составила 94 % (95 % доверительный ин-
тервал 0,88–0,98). С применением ИГХ-исследования 
этот показатель возрастает до 96 %. При стадии Т1 
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отрицательная прогностическая ценность биопсии СЛУ 
составила 100 %, при стадии T2 – 94 % [6, 41, 42]. 
По данным метаанализа, проведенного S. F. Thompson 
[36], чувствительность биопсии СЛУ варьировала от 95 
до 96 %, отрицательная прогностическая ценность – 
от 96 до 100 %. Метаанализы T. M. Govers и соавт. [37] 
и F. J. Civantos и соавт. [6] показали, что чувствитель-
ность этого метода составила 90–100 %, отрицательная 
прогностическая ценность – 96–100 %. Высокая эф-
фективность биопсии СЛУ описана и российскими 
учеными. Так, по данным И. С. Романова (2013), чув-
ствительность и отрицательная прогностическая цен-
ность этого метода составили 87 и 94 % соответствен-
но [38].

Таблица 6. Эффективность биопсии сторожевого лимфатического 
узла, по данным литературы

Table 6. Effectiveness of sentinel lymph node biopsy (literature)

Автор 
Author

Год 
Year

Чувстви-
тельность 

биопсии, % 
Sensitivity  

of biopsy, %

Индекс отрицатель-
ных прогностичес-
ких значений, % 
Negative predictive 

value, %

F. J. Civantos 
[31] 2010 90–100 94–100

C. F. Thompson 
[36] 2013 95–96 96–100

T. M. Govers 
и соавт. [37] 
T. M. Govers et al. 
[37] 

2013 90–100 96–100

И. С. Романов 
[38] 2013 87 94

K. Boeve [39] 2018 85 94

I.J. den Toom 
[40] 2020 81 93

Стоит отметить, что при локализации первичного 
очага в области слизистой оболочки дна полости рта 
многие авторы отмечают снижение чувствительности 
биопсии СЛУ. При таком расположении опухоли после 
введения РФП наблюдается феномен «засвечивания», 
когда СЛУ скрываются за фоновым излучением от ме-
ста инъекции. Это подтверждается результатами ис-
следования I. J. Den Toom и соавт., в котором у 64 % 
пациентов с отрицательным СЛУ в период наблюдения 
реализовались метастазы на I уровне [43].

Несмотря на то что практически в 100 % случаев 
удается обнаружить СЛУ, существует сложность вы-
явления «скрытых» метастазов в них. В исследовании 
G.B. Flacha и соавт. [44] сравниваются 2 группы паци-
ентов. В 1-ю группу вошли больные с положительным 
СЛУ. Им проведены лимфодиссекция, лучевая терапия 

или комбинация этих методов. Во 2-ю группу были 
включены пациенты с отрицательным СЛУ. Они оста-
вались под наблюдением. У 12 % пациентов с отрица-
тельными СЛУ за время наблюдения (15 мес) реализо-
вались метастазы на шее. Это говорит о том, что 
рутинное патологоанатомическое исследование не-
способно обнаружить все микрометастазы.

С целью выявления «скрытых» метастазов M. W. Van 
den Brekel и соавт. провели повторное тщательное ис-
следование удаленной клетчатки после 96 профилакти-
ческих шейных лимфодиссекций (сN0). Дополнительно 
были проанализированы 3092 ЛУ. Из 96 макро-
препаратов после профилактических лимфодиссекций 
в 37 % обнаружены макроскопические и микроскопи-
ческие метастазы. Более тщательная секция и ИГХ-
исследование значительно улучшают возможности 
поиска микрометастазов, но, несмотря на это, риск 
того, что некоторые из них будут пропущены, остается 
высоким [45]. Если их не лечить, то они развиваются 
за время наблюдения, что ухудшает прогноз заболева-
ния. Даже при клинически непораженных ЛУ и отри-
цательном рутинном патогистологическом исследова-
нии почти в 40 % случаев при более тщательном 
изучении регионарного лимфооттока выявляются ме-
тастазы [46–48]. Таким образом, в настоящее время 
чрезвычайно актуален вопрос поиска более точной 
методики определения скрытых метастазов в шейных 
ЛУ при раке слизистой оболочки полости рта. Решени-
ем данной проблемы может стать добавление к рутин-
ному патологоанатомическому исследованию проточной 
цитометрии. Впервые ее применение для поиска мета-
стазов в СЛУ при этой патологии применили в Клини-
ке Каролинского университета (Стокгольм, Швеция) 
[49]. Данная работа продолжается по настоящее время. 
На основе полученных результатов можно сделать вывод, 
что проточная цитометрия позволяет с высокой точностью 
отличить метастатические ЛУ от непораженных.

Было установлено, что во всех пораженных ЛУ со-
держится более 1 % клеток с положительными опухо-
левыми маркерами (EpCAM / CK5 / 8 / MUC1). Исходя 
из этого, среднее количество таких клеток в первичном 
очаге составило 8,10 % (2,46–33,0 %), в гистологически 
подтвержденных метастатических ЛУ – 3,9 % (1,95–
7,02 %). Для сравнения при рN0 данные клетки встре-
чались в среднем в 0,09 (0,02–1,04 %) и 0,17 % (0,038–
1,26 %) случаев соответственно [49].

Для подтверждения истинно отрицательного ста-
туса ЛУ, диагностированных как N0 методом проточной 
цитометрии, было проведено дополнительное морфо-
логическое исследование на оставшихся образцах ткани, 
которое не выявило ложноотрицательных результатов. 
В 3 (15 %) случаях в морфологически не пораженных 
ЛУ по данным проточной цитометрии количество кле-
ток с положительными онкомаркерами превышало 
норму. Это свидетельствует о том, что с помощью 

https://pocketdentistry.com/sentinel-node-biopsy-in-oral-cancer/#CR77
https://pocketdentistry.com/sentinel-node-biopsy-in-oral-cancer/#CR78
https://pocketdentistry.com/sentinel-node-biopsy-in-oral-cancer/#CR62
https://pocketdentistry.com/sentinel-node-biopsy-in-oral-cancer/#CR77
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названного метода можно обнаружить изолированные 
опухолевые клетки и опухолевые депозиты менее 0,2 мм 
[3]. Поскольку в ходе морфологического исследования 
данных ЛУ опухолевые клетки выявлены не были, мож-
но сделать вывод, что морфологическое исследование 
в 15 % случаев дает ложноотрицательные результаты [49]. 
Для сравнения: объем ЛУ составляет 250 мм3, метастаз 
занимает более 1 % объема, микрометастаз – 0,03–1,6 %. 
Таким образом, проанализировав более 50 % ЛУ с по-
мощью проточной цитометрии, удалось определить 
N-стадию и наличие микрометастазов. Доказано, 
что в 99,76 % случаев в непораженных ЛУ не наблюдает-
ся положительного ответа на онкомаркеры [13, 50].

В Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им. Н. Н. Блохина Минздрава России 
в 2019 г. начато иссдедование, посвященное применению 
проточной цитометрии в диагностике «скрытого» мета-
статического поражения СЛУ, по совместному с Каро-
линским университетом (Стокгольм, Швеция) научно-
му протоколу. Первые результаты показали, 
что при толщине опухоли менее 4 мм в 20 % случаев есть 
«скрытые» метастазы. Однако у 38 % пациентов с забо-
леванием стадии T1–2 они обнаружены не были.

Таким образом, знания толщины опухоли недо-
статочно для решения вопроса о проведении лимфо-
диссекции. Необходимы разработка и внедрение более 

чувствительного метода оценки путей регионарного 
метастазирования. Чувствительность только патолого-
анатомического метода составляет 20 %, при добавле-
нии метода проточной цитометрии она возрастает 
до 94,6 % (см. табл. 5). Обращает на себя внимание 
случай реализации метастаза на ипсилатеральной 
стороне после удаления первичной опухоли слизи-
стой оболочки дна полости рта и проведения биопсии 
СЛУ. Несмотря на отрицательный СЛУ, это можно 
связать с пропуском 2-го СЛУ из-за феномена «за-
свечивания».

Заключение
Концепция СЛУ не вызывает сомнений. Однако 

в зависимости от локализации опухолевого процесса 
методика определения СЛУ может различаться. Осо-
бенностью области головы и шея является близость 
регионарных ЛУ и первичного очага. При использова-
нии радиоизотопа 99mTc может возникать феномен «за-
свечивания», что увеличивает вероятность пропуска 
СЛУ. При использовании только флюоресцентной 
спектроскопии с ICG существует вероятность того, что 
контралатеральный СЛУ останется незамеченным. Та-
ким образом, предложенная методика позволяет с вы-
сокой точностью обнаружить все СЛУ. Исследование 
продолжается.
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