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Резюме: В статье представлены результаты собственных исследований по обосно-

ванию адъювантного режима интраоперационной внутрибрюшинной химиогипертермиче-

ской перфузии в комплексном лечении осложненного колоректального рака. Эксперимен-

тальным путем доказано, что оптимальным режимом выполнения адъювантной интраопе-

рационной внутрибрюшинной химиогипертермической перфузии оказалась экспозиция 45 

минут при температуре перфузата 43oC. Медиана (Ме) пролиферативной активности опу-

холевых клеток на 2 день эксперимента, составила 0,09; медиана апоптотической активно-

сти – 0,86.
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Abstract: The paper presents the results of their  research to substantiate the adjuvant 

treatment of intraoperative hyperthermic intraperitoneal chemotherapy in treatment of complic-

ated colorectal cancer. The experimental way prove that the optimal mode of execution of ad-

juvant intraoperative intraperitoneal hyperthermic chemoperfusion was exposure for 45 minutes 

at a temperature of perfusate 43oC. The median (Me) proliferative activity of tumor cells on day 

2 of the experiment, was 0.09, the median apoptotic activity - 0.86.
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Актуальность.

Колоректальный рак в настоящее время является одной из наиболее распространен-

ных злокачественных опухолей, занимая третье место в мире в структуре заболеваемости 

злокачественными новообразованиями. При этом анализ публикаций последних лет сви-

детельствует о неуклонной тенденции к росту заболеваемости раком данной локализации 

во всем мире. В структуре летальности от злокачественных новообразований колоректаль-

ный рак занимает третье место после опухолей легкого и желудка [1,2].

Несмотря  на  выраженность  клинических  признаков  и  технические  возможности 

диагностики, такие факторы, как длительное бессимптомное течение, недостаточная онко-

логическая настороженность и поздняя диагностика являются причинами того, что до 85% 

больных попадают в стационар с осложненными формами заболевания и впервые обраща-

ются не  к онкологу,  а  к общему хирургу [3,4].  Одним из наиболее  частых и тяжелых 

осложнений колоректального рака является острая кишечная непроходимость, частота ее 

колеблется от 30 до 76,8% [5,6]. По данным отделения неотложной онкологии НИИ СП 

им. И.И. Джанелидзе структура осложнений при колоректальном раке выглядит следую-

щим образом: чаще всего встречаются острая кишечная непроходимость (50%), реже опу-

холь осложняется кровотечением (18%), перифокальным воспалением и/или абсцедирова-

нием (11%), перфорацией (5%) [7].

Частота встречаемости карциноматоза брюшины во время впервые выполненного 

оперативного лечения по поводу рака толстой кишки составляет в среднем 7%. Прогрес-

сирование  заболевания  в  виде  карциноматоза  брюшины  после  радикальных  операций 

встречается у 4-19% пациентов. В случае местного рецидива колоректального рака карци-

номатоз брюшины выявляют более чем в 44% наблюдений [8]. При этом анализ статисти-

ческих данных показывает, что пациенты с осложненными формами рака толстой кишки 

подвергаются гораздо более высокому риску развития карциноматоза брюшины. Пример-

но у 55% из этих пациентов будет развиваться карциноматоз брюшины в послеоперацион-

ном периоде [9].

По данным различных авторов частота выявления свободных опухолевых клеток 

(перитонеальная диссеминация) во время радикальной операции при впервые выявленном 

колоректальном раке широко варьирует и составляет от 3% до 28%, что объясняется раз-

личными методами обнаружения атипичных клеток, а так же временем забора материала 
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(до или после резекции опухоли) [8]. По данным S. Fujii et al. (2009), которые выполняли 

смывы с поверхности брюшины до резекционного этапа операции пациентам, опериро-

ванным по поводу не осложненного колоректального рака, частота выявления свободных 

опухолевых клеток составляет 6% [10].

До настоящего времени остается нерешенным вопрос выбора адекватного темпера-

турно-временного режима в тех случаях, когда мишенью адъювантного химиогипертер-

мического воздействия являются микроскопические очаги опухолевого роста или свобод-

ные опухолевые клетки [11,12].

Существующие экспериментальные исследования говорят о возможности сниже-

ния тепловой дозы при воздействии на свободные опухолевые клетки и микроскопические 

очаги опухолевого  поражения  по брюшине [13,14].  Адекватное  снижение температуры 

или времени перфузии без ущерба для эффективности методики может оказать благотвор-

ное влияние на ее безопасность и соответственно расширить применение адъювантной ин-

траоперационной внутрибрюшинной химиогипертермической перфузии, в частности вне-

дрить ее применение в ургентную хирургию с целью лечения осложненных опухолей тол-

стой кишки.

Цель и задачи исследования.

Целью исследования является  экспериментальное обоснование адъювантного ре-

жима  внутрибрюшинной  химиогипертермической  перфузии  при  лечении  больных  с 

осложненными формами рака толстой кишки с повышенным риском развития карцинома-

тоза брюшины.

Исходя из этой цели, были сформулированы следующие задачи исследования.

1. С помощью иммуноцитохимического метода выполнить оценку биологической мо-

дели для выполнения внутрибрюшинной химиогипертермической перфузии в экс-

перименте.

2. Выполнить серию экспериментов по проведению внутрибрюшинной химиогипер-

термической перфузии в различных температурно-временных режимах.

3. Оценить уровень пролиферативной активности и активности апоптоза опухолевых 

клеток в различных температурно-временных режимах после выполнения внутри-

брюшинной химиогипертермической перфузии в эксперименте.

4. Определить наиболее «мягкий», но эффективный температурно-временной режим 

для проведения адъювантной интраоперационной внутрибрюшинной химиогипер-

термической перфузии больным с осложненными формами рака толстой кишки.
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Материалы и методы исследования.

Исследование  выполнено  на  базе  клиники  неотложной онкологии  НИИ СП им. 

И.И.  Джанелидзе,  патологоморфологического  отделения  122  Клинической  больницы 

Санкт-Петербурга им. Л.Г. Соколова.

С целью экспериментальной оценки температурно-временных режимов внутрибрю-

шинной химиогипертермической перфузии использовалась асцитическая жидкость боль-

ных раком толстой кишки, в которой при иммуноцитохимическом исследовании выявлены 

опухолевые клетки. Данная модель предполагает возможность исследовать эффективность 

различных  температурно-временных  режимов  химиогипертермического  воздействия  на 

свободные опухолевые клетки колоректального рака, находящиеся в естественной для них 

среде [15].

Проведено исследование асцитической жидкости 15 больных раком толстой киш-

ки. В период исследования асцитическая жидкость хранилась в термостате при температу-

ре 37°С. Во всех случаях при иммуно-цитохимическом исследовании определяли негатив-

ную реакцию на ERCC-1, что указывало на наличие чувствительности к препаратам пла-

тины.

Асцитическую жидкость в стеклянных флаконах по 200 мл нагревали в лаборатор-

ной водяной бане «ЛАБ-ТЖ-ТБ-01/12Ц» при температуре 43 и 45°С в течение 30 и 45 ми-

нут. Сразу после достижения установленной температуры в асцитическую жидкость до-

бавляли цисплатин в дозировке 0,045 мг на 1 мл раствора.

С целью прекращения влияния цитостатика на свободные опухолевые клетки после 

окончания химиогипертермического воздействия цисплатин из исследуемой асцитической 

жидкости удалялся. С этой целью использовалось устройство, позволяющее осуществлять 

ультрафильтрацию и фильтрацию асцитической жидкости  (Кошелев Т.Е.,  2010).  Схема 

устройства представлена на рис. 1.

4



WWW.MEDLINE.RU, ТОМ 13, ХИРУРГИЯ, 11 ЯНВАРЯ  2012

Рис. 1. Схема устройства для концентрации и фильтрации асцитической жидкости.

Работа устройства заключается в следующем: исследуемая асцитическая жидкость 

по отводящей магистрали при помощи роликового насоса (7) поступает в гемодиализный 

фильтр (1), где при помощи ультрафильтрации происходит ее концентрирование. Образу-

ющийся  концентрат  по  магистрали  возвращается  обратно  в  контейнер  (3).  Водный 

фильтрат с цитостатиком отводится в контейнер сброса (4). Объем асцитической жидко-

сти  восстанавливается  фильтратом,  полученным  из  нативной  асцитической  жидкости 

того же больного. Для этого гемодиализный фильтр (1) в устройстве заменяется плазмо-

фильтром ПФМ-800 (2). Из контейнера (3) нативная асцитическая жидкость того же боль-

ного по отводящей магистрали при помощи роликового насоса (7) поступает в плазмо-

фильтр (2), где осуществляется фильтрация асцитической жидкости от клеток крови и 

атипичных клеток. Отфильтрованная асцитическая жидкость направляется по магистрали 

в контейнер (5), а концентрат, содержащий клетки, направляется обратно в контейнер с 

асцитической жидкостью (3).

С целью оценки пролиферативной активности и состояния апоптоза опухолевых 

клеток выполняли иммуноцитохимическое исследование асцитической жидкости. Данное 

исследование выполняли двукратно: 1) непосредственно после эксперимента; 2) через 1 

сутки после химиогипертермического воздействия.
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Во всех порциях эксперимента асцитическая жидкость центрифугировалась с об-

разованием осадка, который в дальнейшем обрабатывался на цитоцентрифуге Cytospin–4. 

Полученные мазки окрашивались гематоксилином и эозином, по Романовскому-Гимзе, по 

Паппаниколау.  Оценивалась цитологическая картина, клеточная концентрация в жидко-

сти, после чего выбиралось нужное количество осадка для образования одного цитологи-

ческого препарата при помощи Cytospin–4. Из каждой порции эксперимента формирова-

лось 2 препарата для иммуноцитохимии. Цито-препараты в виде центрифугата диаметром 

7 – 8 мм высушивались на воздухе, фиксировались в холодном ацетоне в течение 10 ми-

нут. После чего смачивались в трис-буфере с твином (BioOptica), обводились парафино-

вым карандашом. Первым этапом проводили подавление эндогенной пероксидазы при по-

мощи 3% перекиси водорода в течение 5 минут. Все последующие этапы исследования 

осуществлялись во влажной бане при температуре 28oC.

Для  исследования  Ki-67  и  каспазы  3а  использовалось  исследование  с  двойным 

окрашиванием: использовалась система визуализации  MultiVision Polymer Detection Sys-

tem/ Anti-Mouse-HRP+Anti-Rabbit-AP. Первым этапом (после обработки перекисью) нано-

сился «коктейль» из антител: Ber-EP4 (мышиное) и Ki-67 (кроличье) и Ber-EP4 (мышиное) 

и каспаза 3а (кроличье). После промывания в трис-буфере наносилась система визуализа-

ции MultiVision Polymer Detection System/ Anti-Mouse-HRP+Anti-Rabbit-AP. После после-

довательного использования хромогенов (диаминобензидин и быстрый красный), мы по-

лучали коричневое цитоплазматическое окрашивание в клетках аденокарциномы, окраши-

вание же на  Ki-67 и  каспсазу  3а  выявлялось красным цветом.  Таким образом,  осуще-

ствлялся  подсчет  пролиферирующих  раковых  клеток  и  клеток  в  состоянии  апоптоза. 

Контр – окрашивание осуществлялось гематоксилином Майера.

Таким  образом,  использованный  иммуноцитохимический  метод  исследования 

дает возможность обнаружить цитотоксический эффект химиогипертермического воздей-

ствия на свободные опухолевые клетки, содержащиеся в асцитической жидкости. Его при-

менение позволило оценить и сравнить выраженность этого эффекта в зависимости от вы-

бранного температурно-временного режима воздействия.

Результаты и их обсуждение.

При анализе современной отечественной и зарубежной литературы установлено, что 

в настоящее время практически отсутствуют данные, посвященные обоснованию эффек-

тивности различных температурно-временных режимов ВХГП при колоректальном раке. В 
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большинстве своем это экспериментальные исследования  in vitro, где в качестве модели 

используются различные культуры опухолевых клеток на питательных средах.

Нами в качестве экспериментальной модели использовалась асцитическая жидкость 

больных колоректальным раком, в которой присутствовали свободные опухолевые клетки.

Определение жизнеспособности опухолевых клеток в «депонированной» асцитиче-

ской  жидкости  больных проводили путем  окрашивания  препаратов  трипановым синим. 

Данный краситель не окрашивает живые клетки с неповрежденной мембраной. При иссле-

довании отобранной асцитической жидкости в 70% случаев раковые клетки были абсолют-

но бесцветными, что подтверждало их жизнеспособность.  Способность опухолевых кле-

ток, депонированных в асците, к инвазии и дальнейшему росту оценивали по уровню их 

пролиферативной активности с помощью иммуноцитохимического исследования асцити-

ческой жидкости.

Отличие раковых клеток от реактивно-измененного мезотелия проводилось с помо-

щью иммунологических маркеров Ber-EP4 и калретинина. Позитивная реакция на Ber-EP4 

проявлялась коричневым окрашиванием клеток (помечено стрелкой), что указывало на на-

личие в асцитической жидкости раковых клеток. Негативная реакция на Ber-EP4 при по-

зитивной реакции на калретинин указывала на отсутствие опухолевых клеток. Пролифера-

тивную активность опухолевых клеток асцитической жидкости оценивали через определе-

ние в клетках антител к белку Ki-67, который экспрессируется с G1 по M фазу клеточного 

цикла. При исследовании нативной асцитической жидкости в опухолевых клетках было 

выявлено  выраженное  окрашивание  ядер,  что  указывало  на  их  жизнеспособность  и 

сохранность пролиферативной активности.

В настоящее время общепринятыми режимами адъювантной ВХГП являются: тем-

пература от 42 до 45°С и время экспозиции от 60 до 90 минут. Данные параметры разраба-

тывались с учётом воздействия на опухолевые узлы до 2 – 5 мм в диаметре. Поскольку в 

нашем случае предметом воздействия адъювантной ВХГП будут свободные опухолевые 

клетки, мы предположили, что можно сократить время перфузии, так как в данном случае 

не надо учитывать особенности термодинамики нормальных и опухолевых тканей.

С целью изучения действия различных температурно-временных режимов химио-

гипертермической перфузии на свободные опухолевые клетки химиогипертермическому 

воздействию подвергали асцитическую жидкость 15 больных раком толстой кишки с кар-

циноматозом брюшины. Предварительно наличие опухолевых клеток было подтверждено 

с помощью иммуноцитохимического исследования.

7



WWW.MEDLINE.RU, ТОМ 13, ХИРУРГИЯ, 11 ЯНВАРЯ  2012

Было выполнено исследование нативной асцитической жидкости и асцитической 

жидкости после химиогипертермического воздействия в 4 режимах: в двух температур-

ных (43oС и 45oС) и двух экспозиционных (30 и 45 минут) с добавлением цисплатина из 

расчета  0,045 мг/мл.  После удаления цитостатика  асцитическую  жидкость  помещали в 

термостат при температуре 37oС. Исследование пролиферативной активности и состояния 

апоптоза опухолевых клеток проводили дважды: непосредственно после эксперимента и 

через 1 сутки после химиогипертермического воздействия. Нативную асцитическую жид-

кость исследовали таким же способом.

В нативной асцитической жидкости непосредственно после ее забора медиана про-

лиферирующих клеток составила 0,74, уровень апоптоза составил 0,05. Сразу после хи-

миогипертермического воздействия во всех порциях асцитической жидкости происходило 

снижение доли пролиферирующих клеток и повышение апоптотической активности. Наи-

меньшее число пролиферирующих клеток, а так же наибольшая активность апоптоза на-

блюдалась при нагреве асцитической жидкости до 43°С и 45°С при продолжительности 

химиогипертермического воздействия в течение 45 минут.

Через 1 сутки после забора нативной асцитической жидкости снижение уровня про-

лиферативной активности опухолевых клеток было незначительно, их медиана составила 

0,57. Медиана апоптотической активности составляла 0,08. Наибольшее снижение уровня 

пролиферирующих  опухолевых  клеток  было  выявлено  после  химиогипертермического 

воздействия при температуре 43°С и 45°С при экспозиции в течение 45 минут (Ме = 0,08 

и 0,09 соответственно).  Наибольшая апоптотическая активность так же соответствовала 

данным температурно-временным режимам (Ме = 0,86 и 0,83 соответственно). Получен-

ные значения медианы пролиферирующих опухолевых клеток и медианы апоптотической 

активности статистически значимо отличалось от показателей в нативной асцитической 

жидкости и после химиогипертемического воздействия в других температурно-временных 

режимах (p<0,05) (табл. 1).

Таблица 1

Оценка пролиферативной активности (Ki-67) и состояния апоптоза

(Каспаза 3а) в различных порциях асцитической жидкости

Темпера-

тура 

жидко-

сти (°С)

Время 

экспози-

ции 

(мин)

Пролиферактивная

активность Ki-67 (Ме)

Состояние апоптоза

Каспаза 3а (Ме)

1-й день 2-й день 1-й день 2-й день
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43 30 0,45 0,34 0,47 0,54

43 45 0,23 0,09 0,79 0,86

45 30 0,42 0,25 0,61 0,67

45 45 0,21 0,08 0,74 0,83

Нативная

жидкость
0,74 0,57 0,05 0,08

В результате исследования было установлено, что в нативной асцитической жидко-

сти пролиферативная активность опухолевых клеток сохранялась высокой на протяжении 

всего периода наблюдения, апоптотическая активность при этом была минимальной. Так, 

на 2 день исследования медиана пролиферативной активности опухолевых клеток соста-

вила 0,57, а медиана апоптотической активности – 0,08, что указывает на сохранение до-

статочно высокого уровня жизнеспособности свободных опухолевых клеток в нативной 

асцитической жидкости. Полученный результат подтверждает, что асцитическая жидкость 

является естественной средой обитания для опухолевых клеток и может быть использова-

на в качестве биологической модели при исследовании их устойчивости к различным воз-

действиям.

По результатам экспериментального исследования наиболее эффективными темпе-

ратурно-временными режимами оказались: температура перфузата 43°С и 45°С при экспо-

зиции 45 минут.  Различия результатов  химиогипертермического  воздействия  в  данных 

температурно-временных режимах были статистически не значимы (p>0,05). Однако, тем-

пературный режим 43°С является более мягким по отношению к 45°С и, соответственно, 

прогностически более благоприятным в отношении анастезиологичесого пособия и по-

слеоперационных осложнений, что является особенно актуальным в условиях ургентной 

хирургии.

Таким  образом,  наиболее  эффективным  температурно-временным  режимом  для 

выполнения адъювантной внутрибрюшинной химиогипертермической перфузии при вы-

полнении оперативных вмешательств по поводу осложненного рака толстой кишки яв-

ляется – температура перфузата 43°С, время перфузии – 45 минут.

Заключение.

Выполнение адъювантной интраоперационной внутрибрюшинной химиогипертер-

мической перфузии в стандартных режимах существенно увеличивает продолжительность 

операции, что осложняет анастезиологическое пособие и может привести к ряду послеопе-
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рационных осложнений. Данное обстоятельство имеет особенно важное значение, так как 

оперативное лечение проводится в условиях экстренной операционной и предъявляет по-

вышенные требования к состоянию пациентов на момент операции. Так как адъювантная 

ИО ВХГП направлена против свободных опухолевых клеток и микроскопических очагов 

карциноматоза брюшины, уменьшение агрессивности методики теоретически возможно за 

счет смягчения ее температурно-временного режима.

С целью разработки «мягкого», но эффективного режима адъювантной интраопера-

ционной  внутрибрюшинной  химиогипертермической  перфузии  необходимо определить 

показания для ее проведения, разработать специальный температурно-временной режим.

В экспериментальной части исследования в качестве биологической модели мы ис-

пользовали асцитическую жидкость больных раком толстой кишки при условии наличия в 

ней свободных опухолевых клеток. В предлагаемой модели осуществляли химиогипертер-

мическое воздействие на опухолевые клетки в естественной для них среде. С помощью 

высокоинформативного иммуноцитохимического метода оценили уровень пролифератив-

ной активности и активности апоптоза опухолевых клеток в нативной асцитической жид-

кости и в жидкости после химиогипертермического воздействия на 1 и 2 день эксперимен-

та. Оптимальным режимом выполнения адъювантной интраоперационной внутрибрюшин-

ной химиогипертермической перфузии оказалась экспозиция 45 минут при температуре 

перфузата 43oC. Медиана (Ме) пролиферативной активности на 2 день эксперимента, со-

ставила 0,09; медиана апоптотической активности – 0,86.

Выводы.

1. Иммуноцитохимический метод исследования асцитической жидкости боль-

ных колоректальным раком при наличии в ней свободных опухолевых клеток позволяет 

создать биологическую модель для изучения различных температурных и временных ре-

жимов ВХГП.

2. Экспериментально обоснованным оптимально эффективным режимом адъ-

ювантной интраоперационной внутрибрюшинной химиогипертермической перфузии яв-

ляется: температура перфузата 43oC и времени перфузии 45 минут, при дозировке циспла-

тина  150  мг/м2.  Данный режим адъювантного  интраоперационного  лечения  больных с 

осложненным раком толстой кишки достаточно эффективно снижает пролиферативную 

активность опухолевых клеток (медиана пролиферирующих клеток снижалась до 0,09), 

при этом апоптотическая активность существенно возрастает (медиана активности апо-
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птоза – 0,86). Использование данного режима не увеличивает число интра- и послеопера-

ционных осложнений.
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