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РОЛЬ МАРКЕРОВ ПРОЛИФЕРАЦИИ Ki-67, ТОПОИЗОМЕРАЗЫ 2α, PCNA  
В ОПРЕДЕЛЕНИИ РИСКА ПЕЧЕНОЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ  

ПОСЛЕ ОБШИРНЫХ РЕЗЕКЦИЙ ПЕЧЕНИ

Аннотация. Цель исследования – оценка роли в развитии пострезекционной печеночной недостаточности, а так-
же количественного иммуногистохимического определения содержания таких белков, как Ki-67, топоизомераза 2α 
и ядерный антиген пролиферирующих клеток (Proliferating Cell Nuclear Antigen, PCNA), в ткани печени при выпол-
нении обширной резекции печени. Проведено проспективное обсервационное исследование «случай–контроль», в ко-
торое были включены 54 пациента, перенесшие обширную резекцию печени на базе Минского научно-практическо-
го центра хирургии, трансплантологии и гематологии в период с октября 2019 г. по октябрь 2023 г. Осуществлен им-
муногистохимический анализ биоптата остающегося фрагмента печени для изучения концентрации маркеров 
регенерации. Установлено, что маркер пролиферативной активности Ki-67 имеет сильную прямую корреляционную 
зависимость от уровня международного нормализованного отношения (МНО) и лактата сыворотки крови, являю-
щихся валидированными маркерами печеночной недостаточности. Данная корреляционная зависимость позволяет 
предположить наличие косвенной связи иммуногистохимического маркера пролиферативной активности Ki-67 
с развитием пострезекционной печеночной недостаточности. Вместе с тем изучение концентрации маркеров проли-
ферации топоизомеразы 2α и PCNA не установило наличия статистически значимой взаимосвязи с развитием пост
резекционной печеночной недостаточности. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности приме- 
нения иммуногистохимической оценки уровня Ki-67 для определения риска развития и подтверждения развития  
пострезекционной печеночной недостаточности.
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THE ROLE OF THE PROLIFERATION MARKERS Ki‑67, TOPOISOMERASE IIα  
AND PCNA IN ASSESSING THE RISK OF LIVER FAILURE AFTER MAJOR LIVER RESECTIONS

Abstract. The study aims to evaluate the role of Ki‑67, topoisomerase IIα, and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 
in the development of post‑resection liver failure, as well as to quantify their immunohistochemical expression in liver tissue 
following major hepatectomy. A prospective case‑control observational study was conducted, enrolling 54 patients who un-
derwent major liver resection at the Minsk Scientific and Practical Center for Surgery, Transplantology, and Hematology be-
tween October 2019 and October 2023. Immunohistochemical analysis was performed on biopsy samples from the remnant 
liver tissue to assess the concentration of regeneration markers. The proliferative activity marker Ki‑67 was found to exhibit 
a strong direct correlation with the international normalized ratio (INR) and serum lactate levels, both well‑validated bio-
markers of liver failure. This correlation suggests an indirect association between the immunohistochemical marker of prolif-
erative activity (Ki‑67) and the development of post‑resection liver failure. However, assessment of concentrations of the 
proliferation markers topoisomerase IIα and PCNA concentrations did not reveal any statistically significant association with 
the development of post‑resection liver failure. The findings indicate that immunohistochemical assessment of Ki‑67 levels 
holds promise as a tool for both predicting and confirming the development of post‑resection liver failure.
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Введение. Резекция печени является основным и в большинстве случаев единственным ра-
дикальным методом лечения многих доброкачественных и злокачественных опухолей печени [1, 2]. 
При распространенном опухолевом процессе зачастую выполняются обширные анатомические 
резекции печени (ОРП), которыми называют удаление 4 и более сегментов [3]. Проблемы про-
филактики и прогнозирования пострезекционной печеночной недостаточности также не утрати-
ли до настоящего времени своей остроты и актуальности. Критерии возможности выполнения 
ОРП при низком функциональном резерве печени, недостаточном объеме ее паренхимы не опре-
делены до настоящего времени. Частота осложнений после таких операций остается достаточно 
высокой и составляет 22–45 % [3, 4]. Пострезекционная печеночная недостаточность (ПрПН) яв-
ляется наиболее тяжелым осложнением и остается основной причиной смертности в резекционной 
хирургии печени. Частота развития ПрПН колеблется от 1 до 32 % в зависимости от определе-
ния данного понятия различными исследователями и объема резекции печени [5–7]. Чаще всего 
ПрПН определяется как нарушение одной или многих функций печени (синтетической, детокси-
кационной), включающее гипербилирубинемию, гипоальбуминемию, удлинение протромбино-
вого времени, повышение сывороточного лактата и/или печеночную энцефалопатию различной 
степени. Имеющиеся на сегодняшний день литературные данные противоречивы и недостаточ-
но отражают проблему пострезекционной печеночной недостаточности. [8].

Если клинические, лабораторные и основанные на методах визуализации предикторы и мар-
керы риска резекции печени хорошо освещены в литературе и исследованиях, иммуногистохи-
мические маркеры намного позже попали в фокус внимания исследователей и обоснованно изу-
чаются в последние годы, что позволяет говорить об актуальности проведения настоящего  
исследования [9, 10].

Среди иммуногистохимических предикторов регенерации печени можно выделить Ki-67, 
ядерный антиген пролиферирующих клеток (Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)), топоизо-
меразу 2α. Данные маркеры показывают степень активности пролиферации клеток после по-
вреждения либо в связи с наличием клеток злокачественных опухолей. Имеются эксперимен-
тальные данные, показывающие на увеличение уровня данных маркеров через 48–72 ч после 
выполнения резекции печени и, как следствие, на увеличение количества гепатоцитов, перешед-
ших в S- и М-фазы митотического цикла [11, 12]. Также необходимо оценивать соотношение 
субпопуляций моноцитов (тканевых макрофагов печени). Установив данное соотношение, мож-
но предположить уровень регенераторной активности печени. Согласно данным литературы 
имеются сведения о том, что моноциты (макрофаги) изначально не дифференцируются на две 
субпопуляции (М1 и М2), а их дифференцировка происходит под влиянием определенных триг-
герных факторов микроокружения [8]. Под воздействием лигандов PRR-рецепторов и провоспа-
лительных цитокинов макрофаги поляризуют себя в провоспалительные М1-клетки и начинают 
активно фагоцитировать структуры, несущие PAMP и DAMP-молекулы. Параллельно М1-
клетки начинают разрушать внеклеточный матрикс, облегчая миграцию новых воспалительных 
клеток и синтезируют молекулы, направляющие их движение в очаг [13].

Цель исследования – оценка тканевых маркеров регенерации в качестве возможных предик
торов развития и доказательства наличия пострезекционной печеночной недостаточности наря-
ду с серологическими и клиническими маркерами у пациентов с планируемой или выполненной 
обширной резекцией печени.

Материалы и методы исследования. Дизайн исследования. Проведено проспективное об-
сервационное исследование «случай – контроль», в которое были включены 54 пациента, пере-
несшие обширную резекцию печени на базе Минского научно-практического центра хирургии, 
трансплантологии и гематологии в период с октября 2019 г. по октябрь 2023 г. Проведенное ис-
следование было одобрено локальным этическим комитетом.

Критерии включения в исследование: пациенты, которым показано выполнение обширной  
(4 и более сегмента) печени.

Методика забора материала. Для количественной иммуногистохимической оценки содер-
жания тканевых маркеров регенерации, выбранных для исследования (Ki-67, PCNA, топоизоме-
раза 2α), производилась инцизионная клиновидная биопсия остающегося фрагмента печени раз-
мером 2 × 2 см после проведения основного резекционного этапа перед ушиванием раны. Оцени-
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вая имеющиеся литературные данные о доказанном пике концентрации изучаемых маркеров 
регенерации к 48–72 ч после выполнения резекции и сопоставляя данную информацию с крайне 
высокими рисками осложнений от проведения трепан-биопсии печени на 3-и сутки после резек-
ции, было принято решение не выполнять биопсию печени в послеоперационном периоде и не 
подвергать дополнительному риску кровотечения пациентов, находящихся после резекции пече-
ни в скомпрометированном состоянии по системе гемостаза.

Иммуногистохимическое исследование биоптата. Для определения уровня экспрессии  
антигенов в гистологическом материале применялся метод иммуногистохимии. Гистологиче-
ская проводка материала осуществлялась в автоматическом режиме с использованием гистопро-
цессора карусельного типа Leica TP 1020 (Leica Microsystems, Германия) по стандартной (спир-
ты–ксилол-парафиновая среда) методике. При помощи ротационного электромеханического  
микротома Microm HM 340E (Thermo Scientific, США) приготавливались срезы толщиной 3 мкм, 
которые монтировались на высокоадгезивные стекла (МиниМед, Россия) и подсушивались. Для 
нивелирования антиген-маскирующего действия формалиновой фиксации срезы проходили вы-
сокотемпературную предобработку в буфере Tris/EDTA.

В качестве детекционной системы использовали безбиотиновую полимерную систему MACH 1 
Universal HRP-Polymer Detection Kit (Biocare Medical, США). В качестве хромогена применялся 
Betazoid DAB (Biocare Medical). Контрастирование ядер осуществлялось гематоксилином Майера, 
затем срезы обезвоживали в спиртах восходящей концентрации и заключали в монтирующую 
среду на основе полистирола. 

Окрашенные препараты исследовались в проходящем свете с помощью микроскопа Leica 
DM2500 (Leica Microsystems), микрофотосъемка проводилась c увеличением ×200 микрофото-
камерой Leica DFC425 (Leica Microsystems). Морфометрический анализ проводился с использо-
ванием программного морфометрического пакета Image Pro Plus.

Статистические методы оценки результатов исследования. Статистический анализ осу-
ществлялся в программе Statistica 8.0 (StatSoft Inc., США). Нормальность распределения оцени-
валась тестом Шапиро – Уилка. При отсутствии нормального распределения данные представ-
лялись в виде медианы (Me) и интерквартильного интервала [Q25; Q75]. Межгрупповые различия 
количественных показателей оценивались с помощью U-критерия Манна – Уитни, качествен-
ных параметров – с использованием точного критерия Фишера (F-критерия) на основе таблиц 
сопряженности.

Результаты исследования. Характеристика пациентов, перенесших обширную резекцию 
печени: медиана возраста – 59,5 лет (от 2 лет 8 месяцев до 81 года), что отражает включение как 
взрослых, так и редких педиатрических случаев; соотношение мужчин и женщин – 22 : 32, что 
указывает на несколько большую представленность женщин в группе; средняя длительность 
оперативного вмешательства – 402 мин (от 75 до 750 мин), что свидетельствует о значительной 
вариабельности сложности оперативных вмешательств; средний объем кровопотери – 400 мл  
(от 50 до 1 000 мл). Пострезекционная печеночная недостаточность Grade C, согласно классифи-
кации ISGLS (Inernational Study Group of Liver Surgery), наблюдалась в 14,8 % (8 из 54 случаев). 
Это соответствует данным мировой литературы, где частота тяжелых форм ПрПН колеблется 
в пределах 5–20 %. Летальный исход после оперативных вмешательств отмечен в 5 случаях 
(9,3 %). Все летальные исходы были ассоциированы с развитием тяжелой ПрПН и ее осложнений 
(полиорганная недостаточность, сепсис).

Заболевания, по поводу которых выполнялись обширные резекции печени, можно условно 
разделить на две группы: очаговые образования печени (43 случая, 79,6 %) и заболевания внепе-
ченочных желчных протоков (8 случаев, 14,8 %). В группе очаговых образований печени струк-
тура заболеваний представлена следующим образом: гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦР) –  
6 случаев (11,1 %); аденома – 3 случая (5,56 %); холангиоцеллюлярная карцинома (ХЦК) – 10 на-
блюдений (18,5 %); альвеококкоз – 6 случаев (11,1 %); метастатическое поражение печени при 
колоректальном раке (КРМ) – 15 наблюдений (27,8 %); фокальная нодулярная гиперплазия (ФНГ) –  
3 случая (5,56 %). В группе заболеваний внепеченочных желчных протоков имели место рак 
желчного пузыря – 4 случая (7,4 %) и васкулобилиарное повреждение – 4 случая (7,4 %). Нагляд-
ное отображение структуры показаний к резекции печени представлено на рис. 1.
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Рис. 1. Показания к выполнению обширной резекции печени

Fig. 1. Clinical indications for major liver resection

С учетом специфики разработанного дизайна исследования (забор материала для иммуноги-
стохимического исследования производился интраоперационно не более чем через 1,5 ч после 
выполнения этапа резекции печени) удалось получить визуальное отображение каждого марке-
ра, включенного в исследование, и изучить количественные характеристики содержания марке-
ров регенерации в тканях (рис. 2–4).

Рис. 4. Топоизомераза 2α-положительное окрашивание 20 % цитоплазмы при увеличении ×200
Fig. 4. Topoisomerase IIα immunopositivity in 20 % of cytoplasmic area at ×200 magnification

Рис. 2. Ki-67-положительное окрашивание 15 % ядер  
при увеличении ×200

Fig. 2. Ki‑67 immunopositivity in 15 % of nuclei  
at ×200 magnification

Рис. 3. PCNA-положительное окрашивание 80 % ядер 
при увеличении ×200

Fig. 3. PCNA immunopositivity in 80 % of nuclei  
at ×200 magnification
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Количественные результаты иммуногистохимического исследования, показанные на рис. 2–4, 
говорят о следующем: в отношении Ki-67 положительная экспрессия выявлена в 15 % клеточ-
ных ядер, что отражает базовый уровень пролиферативной активности ткани на момент резекции; 
в отношении PCNA высокая экспрессия отмечена в 80 % ядер, указывая на значительную долю кле-
ток, вовлеченных в процессы репликации ДНК; в отношении топоизомеразы 2α экспрессия об-
наружена в 20 % цитоплазматических областей, что может свидетельствовать о ее роли не только 
в пролиферации, но и в других клеточных процессах (репарация ДНК, ремоделирование хроматина).

При анализе данных установлена сильная прямо пропорциональная корреляционная зависи-
мость уровня Ki-67 от некоторых валидированных серологических маркеров острой печеночной 
недостаточности, частным примером которой является пострезекционная печеночная недоста-
точность: от уровня лактата, измеренного интраоперационно (r = 0,74, p < 0,05); от уровня 
международного нормализованного отношения (МНО) на 7-е сутки после операции (r = 0,81,  
p < 0,05). Результаты анализа показаны на рис. 5–6.

Статистически значимых различий в уровне иммуногистохимических маркеров регенерации 
печени (топоизомераза 2α и PCNA) при развившейся и неразвившейся пострезекционной пече-
ночной недостаточности получено не было.

Обсуждение. Настоящее исследование было направлено на оценку потенциала иммуноги-
стохимичесих маркеров (Ki-67, PCNA, топоизомеразы 2α) в качестве предикторов развития 
ПрПН после обширной резекции печени. Полученные результаты демонстрируют сильную пря-
мую корреляционную связь между уровнем экспрессии Ki-67 и валидированными серологиче-
скими маркерами печеночной недостаточности: уровнем МНО на 7-е сутки после операции 
и уровнем лактата сыворотки крови, измеренным интраоперационно. Однако статистически зна-
чимых различий в уровнях изучаемых иммуногистохимических маркеров регенерации между 
пациентами с развившейся ПрПН и без нее выявлено не было.

Обнаруженная корреляция между уровнем Ki-67 и показателями МНО и лактата (r = 0,74  
и r = 0,81 соответственно, p < 0,05) позволяет предположить, что пролиферативная активность 
в остающемся фрагменте печени, отражаемая положительной количественной реакцией Ki-67 
в ядрах, связана с метаболическим и гемостазиологическим статусом в послеоперационном пе-
риоде. Данный факт биологически обоснован.

Во-первых, лактат является маркером анаэробного метаболизма и тканевой гипоксии. Его 
повышение интраоперационно может отражать нарушение перфузии печени или ранние призна-
ки дисфункции. Корреляция с уровнем Ki-67 предполагает, что регенераторный ответ печени 
запускается параллельно с метаболическим стрессом либо как его следствие.

Рис. 5. Прямая корреляционная взаимосвязь между 
уровнем Ki-67 и уровнем лактата, измеренного 

интраоперационно

Fig. 5. A direct correlation between Ki‑67 levels  
and intraoperatively measured lactate concentrations

Рис. 6. Прямая корреляционная взаимосвязь между 
уровнем Ki-67 и уровнем МНО на 7-е сутки  

после операции

Fig. 6. A direct correlation between Ki‑67 levels  
and INR values on postoperative day 7
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Во-вторых, значение МНО на 7-е сутки после операции отражает синтетическую функцию 
печени. Повышенный уровень МНО указывает на снижение выработки факторов свертывания. 
Сильная корреляционная зависимость с интраоперационным уровнем Ki-67 подразумевает, что 
пролиферативный потенциал ткани печени на момент выполнения резекции может влиять на ее 
способность восстанавливать синтетическую функцию в раннем послеоперационном периоде.

Таким образом, Ki-67 может служить косвенным маркером регенераторного потенциала пе-
чени. Он не вызывает ПрПН напрямую, а отражает готовность ткани к ответу на массивную по-
терю паренхимы.

В отличие от Ki-67 ни PCNA, ни топоизомераза 2α не показали значимой связи с развитием 
ПрПН. Это может быть обусловлено несколькими факторами. Согласно литературным данным 
пик экспрессии маркеров регенерации приходится на 48–72 ч после резекции. Взятие материала 
для исследования выполнялось интраоперационно (в течение 1,5 ч после резекции печени), веро-
ятно, до полной активации регенераторного потенциала. Таким образом, измеренные уровни мо-
гут не отражать истинный пролиферативный ответ и ценность исследованных маркеров. Также 
следует отметить различия в биологических функциях исследованных маркеров. Ki-67 экспрес-
сируется во всех фазах клеточного цикла (кроме G0) и является универсальным маркером про-
лиферации. PCNA и топоизомераза 2α имеют более специализированные функции (репликация 
ДНК, ремоделирование хроматина) и могут активироваться с иной кинетикой. Топоизомераза 2α 
в исследовании выявлялась преимущественно в цитоплазме, что может указывать на нетипичную 
локализацию или функциональное состояние белка, не связанное напрямую с пролиферацией.

Выводы

1. Наличие сильной прямой корреляционной связи экспрессии Ki-67 с серологическими мар-
керами печеночной недостаточности (с интраоперационным уровнем лактата сыворотки крови  
(r = 0,74, p < 0,05) и уровнем МНО на 7-е сутки после операции (r = 0,81, p < 0,05)) позволяет рас-
сматривать иммуногистохимическую оценку уровня Ki-67 как потенциально значимый допол-
нительный биомаркер для стратификации риска развития пострезекционной печеночной недо-
статочности и верификации ее наличия в послеоперационном периоде.

2. Отсутствие статистически значимой связи уровня экспрессии PCNA и топоизомеразы 2α 
с развитием ПрПН может быть обусловлено кинетикой экспрессии данных маркеров с пиком 
активации в интервале 48–72 ч после выполнения резекции печени, функциональной специали-
зацией PCNA и топоизомеразы 2α, не всегда отражающей общую пролиферативную активность 
ткани, атипичной субклеточной локализацией топоизомеразы 2α у части гепатоцитов.

3. Отсутствие статистически значимых различий в уровнях экспрессии Ki-67, PCNA и топо- 
изомеразы 2α между группами пациентов с развившейся и неразвившейся ПрПН (p > 0,05) может 
быть связано с методическими особенностями исследования – забором материала для исследо-
вания в течение 1,5 ч после резекции, до активации полноценной регенераторной реакции.

4. Иммуногистохимическую оценку активности Ki-67 можно использовать как дополнитель-
ный морфологический предоперационный маркер риска пострезекционной печеночной недоста-
точности у пациентов, которым показана биопсия печени по другим факторам риска разви- 
тия ПрПН.

5. Полученные результаты демонстрируют перспективу разработки мультипараметрической 
прогностической модели риска развития ПрПН, интегрирующей иммуногистохимические, сероло-
гические и клинические параметры.

6. Полученные данные могут способствовать оптимизации послеоперационного мониторин-
га за пациентами группы повышенного риска развития ПрПН.
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