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УДК: 616.441-092-073.582 А.В. Величко, М.Ю. Жандаров, 
С.Л. Зыблев, А.Д. Борсук

КОНФОКАЛЬНАЯ ЛАЗЕРНАЯ МИКРОСКОПИЯ В ДИАГНОСТИКЕ 
ПАТОЛОГИИ ПАРАЩИТОВИДНЫХ ЖЕЛЕЗ

ГУ «РНПЦ радиационной медицины и экологии человека», Гомель, Беларусь

Проанализированы клинические наблюдения и результаты обследования 60 паци-
ентов. Первую группу составили 30 пациентов, которые проходили лечение по поводу 
первичного и вторичного гиперпаратиреоза. Вторую группу составили 30 пациентов, ко-
торым была выполнена тиреоидэктомия по поводу патологии щитовидной железы.

У пациентов обеих групп определялась концентрация ПТГ в венозной крови за 30 
минут до операции и в послеоперационном периоде. Во время операций в обеих группах 
исследования была произведена конфокальная лазерная микроскопия паращитовидных 
желез в норме (вторая группа) и патологии (первая группа).

Конфокальная лазерная микроскопия при интраоперационной дифференциальной 
диагностике патологии и нормы паращитовидных желез обладает идентичными диагно-
стическими характеристиками с гистологическим исследованием, выполняемым в пла-
новом порядке.

Ключевые слова: паращитовидная железа, гиперпаратиреоз, конфокальная лазер-
ная микроскопия

Введение

Гиперпаратиреоз (ГПТ) – эндокринная 
патология, в основе которой лежит избыточ-
ная продукция паратгормона (ПТГ) паращи-
товидными железами. Гиперпаратиреоз ве-
дет к повышению уровня кальция в крови, 
нарушению фосфорно-кальциевого обмена, 
и патологическим изменениям, происходя-
щим, в первую очередь, в костной ткани и 
почках. Выделяют первичный, вторичный 
и третичный ГПТ. Наиболее распростра-
ненным является первичный ГПТ (ПГПТ), 
обусловленный гиперплазией, аденомой, 
реже – раком паращитовидной железы. Рас-
пространенность данного заболевания со-
ставляет в популяции 0,05-0,1% [1].

В настоящее время ПГПТ является 
третьим по распространенности после са-
харного диабета и патологии щитовидной 
железы эндокринным заболеванием и од-
ной из наиболее частых причин остеопо-
роза и переломов среди вторичных остео-
патий [2]. Заболеваемость гиперпаратире-
озом среди женщин отмечается в 2-3 раза 
чаще, чем у мужчин. Первичному гиперпа-

ратиреозу подвержены в большей степени 
женщины от 25 до 50 лет. ПГПТ относится 
к социально значимым проблемам в связи 
с вовлечением в патологический процесс 
большинства органов и систем, высоким 
риском инвалидизации и преждевремен-
ной смерти, а также снижением качества 
жизни у пациентов вне зависимости от 
формы заболевания, обусловленным как 
наличием костно-висцеральных проявле-
ний различной степени выраженности, так 
и неспецифическими нарушениями в пси-
хоэмоциональной сфере.

Основным лабораторным методом диф-
ференциальной диагностики патологиче-
ских образований паращитовидных желез 
от других образований шеи является опре-
деление уровня интактного паратгормона 
в сыворотке крови [3, 4], в дооперацион-
ном периоде, и спустя 20 минут после вы-
полнения паратиреоидэктомии. Результат 
исследования основывается на разнице по-
казателей до и после удаления паращито-
видной железы. Данный метод, по данным 
Hallfeldt K. и Irvin G.L. позволяет в течение 
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от 20 до 60 минут, в зависимости от мето-
дики, определить уровень ПТГ, что, в свою 
очередь, влияет на продолжительность и 
объём оперативного вмешательства [5].

Критерием успешности проведенно-
го оперативного лечения является точная 
топическая диагностика заболевания, ко-
торая основывается на использовании уль-
тразвукового исследования, сцинтиграфии 
с 99mTc-MIBI, однофотонной эмиссион-
ной компьютерной томографии, мульти-
спиральной компьютерной томографии с 
контрастированием и магнитно-резонанс-
ной томографии [6]. Однако использова-
ние всего арсенала диагностических ис-
следований позволяет врачу лишь оценить 
функциональное состояние ПЩЖ, но не её 
морфологические особенности. Трудности 
в верификации заболевания паращитовид-
ной железы при цитологическом исследо-
вании ограничивают использование данно-
го способа в топической диагностике [7].

По данным литературы, при использо-
вании известных методов топической диа-
гностики возможно получение недосто-
верных либо дискордантных данных при 
полигландуральных поражениях ПЩЖ. 
Результаты паратиреоидэктомии, особен-
но из мини- доступа, зависят от качества 
предоперационной топической диагно-
стики: применение сцинтиграфии и УЗИ 
позволяет выявить 80-90% одиночных 
аденом ПЩЖ, однако чувствительность и 
специфичность данных методов снижает-
ся при множественном поражении желез. 
Основными причинами неудачных парати-
реоидэктомий являются эктопированные 
ПЩЖ, добавочные ПЩЖ, а также не вы-
явленное до операции поражение двух и 
более желез [8].

Определение интактного ПТГ в сыво-
ротке крови является неинформативным в 
дооперационной дифференциальной диа-
гностике одиночных и мультигландулярных 
поражений паращитовидной железы, что 
существенно удлиняет время оперативного 
вмешательства при паратиреоидэктомии [9].

В связи с этим представляется целе-
сообразным внедрение новых методов то-

пической диагностики образований щито-
видной и паращитовидной желез, а также 
дифференциальной диагностики аденомы 
и гиперплазии ПЩЖ, что позволит наибо-
лее эффективно проводить хирургическую 
коррекцию гиперпаратиреоза.

Одним из таких методов в настоящее 
время является конфокальная лазерная 
микроскопия, позволяющая в кратчайшие 
сроки, как в дооперационном периоде, так 
и во время выполнения хирургического 
вмешательства провести чёткую топиче-
скую диагностику с определением морфо-
логической структуры патологических об-
разований.

Метод конфокальной лазерной микро-
скопии (КЛМ) основан на способности тка-
ней к флюоресценции при облучении их ла-
зером с длиной волны 488 нм. КЛМ – неин-
вазивная методика, позволяющая во время 
рутинной эндоскопии в режиме реального 
времени получать микроскопические изо-
бражения органов и тканей в высоком раз-
решении, приближенном к традиционной 
световой микроскопии. Основным преиму-
ществом КЛМ перед световой микроско-
пией является возможность исследования 
препарата значительной толщины без вы-
полнения микротомных срезов и фиксации, 
а также оценки тканей in vivo. 

В настоящее время определены крите-
рии эндомикроскопической картины при 
различных патологических состояниях 
слизистой желудка, кишечника, кожи. По 
данным исследований, диагностическая 
точность метода КЛМ в диагностике ко-
лоректальных аденом, пищевода Барретта, 
гастритов, ассоциированных с инфекцией 
Helicobacter pylori, достигает 97%, раннего 
рака желудка – 95%. Данных об использо-
вании метода КЛМ в диагностике патоло-
гии паращитовидной железы в доступной 
мировой литературе нет.

Очевидно, что использование метода 
КЛМ в диагностике патологических состо-
яний паращитовидной железы позволит в 
кратчайшие сроки, как в дооперационном 
периоде, так и во время выполнения хирур-
гического вмешательства провести чёткую 
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топическую диагностику с определением 
морфологической структуры патологиче-
ских образований этого органа эндокрин-
ной системы.

Наиболее распространенным вари-
антом организации паренхимы аденомы 
ОЩЖ является солидная структура кле-
ток, представляющая собой рост эпите-
лиальной ткани пластом без признаков 
вертикальной анизоморфности и поляр-
ности клеток. Выявление фолликулопо-
добных, тубулярных, трабекулярных или 
смешанных структур клеток паренхимы 
опухолевого узла соответствует морфоло-
гическому диагнозу аденомы ОЩЖ [10]. 
Опухолевый узел аденомы ОЩЖ отграни-
чен от окружающих тканей хорошо сфор-
мированной фиброзной капсулой. При 
этом соединительнотканные перегородки 
с клетками стромального жира, образую-
щие дольчатость паренхимы неизмененной 
ОЩЖ, в структуре большей части аденом 
отсутствуют.

Цель исследования – изучить особен-
ности морфологической структуры пара-
щитовидных желез в норме и патологии 
при использовании метода конфокальной 
лазерной микроскопии.

Материал и методы исследования

В исследование включено 60 пациен-
тов, прооперированных в хирургическом 
отделении (трансплантации, реконструк-
тивной и эндокринной хирургии) ГУ «Ре-
спубликанский научно-практический центр 
радиационной медицины и экологии чело-
века» (ГУ «РНПЦ РМиЭЧ»). Первую груп-
пу составили 30 пациентов с первичным 
и вторичным гиперпаратиреозом. Вторая 
группа представлена 30 пациентами, опери-
рованными по поводу различных заболева-
ний щитовидной железы. Во второй группе 
также наряду с тиреоидэктомией выполня-
лась трансплантация паращитовидной же-
лезы ввиду нарушения её кровоснабжения 
при диссекции. Клиническое исследование 
проведено в соответствии с Хельсинкской 
декларацией 1975 года и одобрено комите-
том по этике ГУ «РНПЦ РМиЭЧ».

У пациентов обеих групп определялась 
концентрация ПТГ в венозной крови за 30 
минут до операции и в послеоперацион-
ном периоде. Во время операции в обеих 
группах была произведена конфокальная 
лазерная микроскопия (КЛЭМ) паращи-
товидных желез в норме (вторая группа) и 
патологии (первая группа).

Концентрацию паратгормона в сыво-
ротке крови определяли на анализаторе 
серии «Аrchitect i100sr», США. Ультразву-
ковое исследование проводили на аппарате 
«GE Voluson 730 Expert», США, с исполь-
зованием линейных электронных датчиков 
частотой 6-12 МГц и шириной сканирую-
щей поверхности 35-60 мм.

Для проведения КЛЭМ применялась 
эндомикроскопическая система «Cellvizio» 
производства компании «Mauna Kea 
Technologies», Франция (рисунок 1).

Система «Cellvizio» представлена кон-
фокальным лазерным сканирующим бло-

Рисунок 1 – эндомикроскопическая 
система «Cellvizio»
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ком, рабочей станцией с программным обе-
спечением и конфокальными датчиками. 
Лазер, интегрированный в систему, имеет 
стандартную для эндомикроскопических 
систем длину волны возбуждающего из-
лучения – 488 нм. Датчики, содержащие 
десятки тысяч фиброволокон и миниатюр-
ный оптический объектив, передают ска-
нирующий лазерный луч в зону интереса 
и фиксируют флуоресцентный свет, отра-
жаемый тканью. Плоскостное и аксиаль-
ное разрешение конфокальных датчиков 
составляет 1-5 и 15-20 мкм соответственно 
(в зависимости от типа датчика). Частота 
кадров получаемого видеоизображения 
достигает 12 в секунду. Размер визуали-
зируемой зоны слизистой оболочки также 
зависит от типа датчика и составляет от 
200×240 до 600×500 мкм [11].

Конфокальное изображение формиру-
ется в градациях серого цвета процессо-
ром эндомикроскопической системы, так 
как такое сочетание обеспечивает наиболь-
шую контрастность изображения [12].

Для выполнения КЛЭМ необходимо 
насыщение ткани экзогенным флуорофо-
ром, имеющим флуоресцентное свечение 
в диапазоне длин волн 505-550 нм при 
освещении его сканирующим лазером с 
длиной волны 488 нм. Для этих целей был 
использован 10% раствор флуоресцеина 
натрия («Флуоресцеин Новартис», Novartis 
Pharma, Франция). Медленное внутривен-
ное струйное введение 2,5-5 мл раствора 
флуоресцеина натрия выполнялось паци-
енту непосредственно перед или во время 
исследования. В течение 30-40 секунд по-
сле введения наступало его распределение. 
Контраст через стенки капилляров посту-
пал в межклеточное пространство, окра-
шивая его, что позволяло получить изобра-
жение, схожее с гистологическим.

Для верификации диагноза прово-
дилось морфологическое исследование 
удалённой ПЩЖ с использованием аппа-
ратно-программного комплекса Nikon с 
программным обеспечением. Микропрепа-
раты фотографировали с помощью микро-
скопа Nikon Eclipse 50i с цифровой фотока-

мерой DS-F1 с разрешением 1689 на 1415 
пикселей. Микропрепараты изучались на 
световом оптическом уровне при увеличе-
нии ×100, ×200 и ×400.

Полученные данные обработаны с по-
мощью программы «Statistica 6.1» (Stat 
Soft, GS-35F-5899H). Статистический ана-
лиз осуществляли с использованием па-
раметрических и непараметрических ме-
тодов. Нормальность полученных данных 
определяли, используя Shapiro-Wilk’s test. 
Количественные параметры представлены 
в виде медианы (Ме) и интерквартильного 
размаха ((Q1; Q3). Были использованы не-
параметрические методы статистическо-
го исследования: критерий Mann-Whitney 
U-test (для анализа различий двух неза-
висимых групп по количественному при-
знаку). Критический уровень значимости 
нулевой статистической гипотезы прини-
мали равным и менее 0,05.

Результаты исследования

За 30 минут до операции концентра-
ция ПТГ крови у пациентов первой груп-
пы составляла 310,3 [214,6; 395,6] пг/мл, 
а через 20 минут после паратиреоидэкто-
мии равнялась 157,9 [59,2; 373,3] пг/мл, 
что значимо ниже дооперационного пока-
зателя (Wilcoxon test, p<0,0001; Т= 0,0001; 
z=9,062). Концентрация ПТГ за 30 минут до 
операции во второй группе равнялась 40,0 
[26,0; 59,0] пг/мл, а после операции 38,0 
[21,0; 54,0] пг/мл. Статистически значимо-
го изменения концентрации не произошло 
(Wilcoxon test, p=0,367; Т=437,58; z=0,903). 
В дооперационном уровне ПТГ имелось 
значимое различие между первой и второй 
группами исследования (Mann–Whitney 
U-test, U=0,001; z=8,728; p=0,00001). Дан-
ные представлены в таблице 1.

При морфологическом исследовании с 
окраской гематоксилином и эозином в пер-
вой группе пациентов во всех случаях была 
верифицирована аденома паращитовидной 
железы с соответствующими характерны-
ми признаками. Было выявлено наличие 
фолликулоподобных структур с отсутстви-
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ем чётко выраженных соединительноткан-
ных перегородок и клеток стромального 
жира (рисунок 1Б).

При проведении конфокальной лазер-
ной микроскопии в первой группе паци-
ентов были выявлены патологические из-
менения паращитовидных желез, сопоста-
вимые морфологической картине аденомы 
паращитовидной железы. Обнаружены 
фолликулоподобные структуры с отсут-
ствием чётко выраженных соединитель-
нотканных перегородок и клеток стромаль-
ного жира (рисунок 1А).

При морфологическом исследовании 
с окраской гематоксилином и эозином во 
второй группе пациентов во всех случаях 

была верифицирована неизмененная ткань 
паращитовидной железы с соответствую-
щими характерными признаками. Выяв-
лено компактное расположение паратире-
оцитов. которые разделены выраженными 
соединительнотканными перегородками с 
клетками стромального жира (рисунок 2Б).

При проведении конфокальной лазер-
ной микроскопии в этой группе пациентов 
были выявлены патологические измене-
ния, сопоставимые морфологической кар-
тине неизмененной ткани паращитовидной 
железы. Так же обнаружено компактное 
расположение клеток паращитовидной же-
лезы между соединительнотканными пере-
городками вместе со скоплениями клеток 
стромального жира (рисунок 2А).

Как известно. методика отражательной 
конфокальной микроскопии, основанная 
на отличии индекса светового преломле-
ния. не требует предварительной подго-
товки материала [13]. Данный метод лег в 
основу принципа работы так называемых 
in vivo конфокальных микроскопов. Так. в 
работах ряда исследователей показана ин-
формативность окраски флуоресцентны-
ми красителями парафиновых срезов для 
многих тканей (почки, молочная железа), а 

Таблица 1 – Концентрация ПТГ 
сыворотки крови до и после 
паратиреоидэктомии (Ме [Q1; Q3]), пг/мл

Группа Период
дооперационный послеоперационный

первая 310,3 [214,6; 395,6] 157,9 [59,2; 373,3]*
вторая 40,0 [26,0; 59,0]** 38,0 [21,0; 54,0]

Примечание: * – значимо по сравнению 
с показателем до операции при p<0,05; ** – 
значимо по сравнению с показателем пер-
вой группы при p<0,05.

     
А – конфокальная лазерная микроскопия. Б – световая микроскопия, ув. ×200, окраска гематоксилином и 

эозином. Фолликулоподобные структуры (отмечено стрелками). Отсутствие соединительнотканных пере-
городок и клеток стромального жира

Рисунок 1 – Аденома паращитовидной железы

А) Б)
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также описана возможность использовать 
тканевые матрицы. Кроме того, данные 
срезы длительное время могут храниться, 
не теряя качества, при -20ºС [14].

При сравнении с обычным иммуноги-
стохимическим исследованием методика 
окраски флуоресцентными красителями 
в формалине и залитых в парафин тканей 
имеет ряд преимуществ. Так, при конфо-
кальной микроскопии можно получать 
изображения одновременно нескольких 
антигенов на одном образце и более высо-
кого разрешения. «Золотым стандартом» в 
патоморфологической практике требуется 
окрашивание клеток четырьмя различны-
ми антителами для постановки диагноза. 
Данная методика затратна по расходным 
материалам и времени окрашивания, так 
как требует приготовления четырех от-
дельных стекол. Кроме того, возникают 
сложности при изготовлении серии срезов, 
если в наличии мало патоморфологическо-
го материала [15].

Очевидно, что в современных условиях 
применение КЛСМ для патоморфологиче-
ской диагностики весьма перспективно, что 
связано с малыми объемами диагностиче-
ских образцов (биопсий), с целью развития 
миниинвазивных методик. Следовательно, 
патогистологическое исследование тканей, 

полученных в ходе операции, является еще 
одним перспективным и обоснованным на-
правлением применения КЛСМ.

Ряд авторов в своих работах показали 
эффективность применения КЛСМ с целью 
экспресс-анализа хирургических образцов 
биопсии молочной железы, лимфатических 
узлов, щитовидной железы и толстой киш-
ки. При этом не требовалось предваритель-
ной подготовки препаратов, а применение 
флуоресцентных красителей усиливало 
контрастность и улучшало качество изо-
бражения конфокальной микроскопии без 
ущерба для гистологической оценки [16].

В публикациях D.N. Krag и соавт. отме-
чено преимущество использования КЛСМ 
по сравнению с иммуногистохимическим 
исследованием для верификации единич-
ных опухолевых клеток в костном мозге 
при раке молочной железы [17].

Таким образом, КЛСМ не уступает 
классической гистологии, а в некоторых 
случаях имеет ряд преимуществ. Так, на-
пример, КЛСМ лишена артефактов, связан-
ных с замораживанием материала, которые 
могут поставить под угрозу правильность 
интраоперационного диагноза. В свою оче-
редь в КЛСМ присутствуют и некоторые 
сложности, связанные с черно-белым изо-
бражением, что требует определенной под-

     
А – конфокальная лазерная микроскопия. Б – световая микроскопия, ув. ×200, окраска гематоксилином и 
эозином. Компактно расположенные паратиреоциты (а). Соединительнотканные перегородки (б). Клетки 

стромального жира (в).
Рисунок 2 – Ткань паращитовидной железы нормального строения
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готовки специалиста для правильной интер-
претации изображений (рисунок 1 и 2).

Возможность получения надежного 
гистопатологического диагноза в течение 
короткого времени представляет собой 
важное клиническое преимущество, осо-
бенно для хирургической практики. Та-
ким образом, применение конфокальной 
лазерной микроскопии в эндоскопической 
диагностике, позволяющей в естествен-
ных условиях получать изображения кле-
ток и тканей на поверхности и в глубоких 
слоях тканей, является научно обоснован-
ным и имеет высокий научно-практиче-
ский интерес [18].

Наше исследование показывает воз-
можность интраоперационного использо-
вания конфокальной лазерной микроско-
пии для получения изображения, дающего 
информацию, сопоставимую с традицион-
ным гистологическим исследованием при 
окрашивании биоптатов гемотоксилин-эо-
зином [15].

Выводы

Интраоперационную дифференциаль-
ную диагностику патологически изменён-
ной и интактной паращитовидной железы 
можно проводить на основании конфо-
кальной лазерной микроскопии.

Морфологическими критериями пато-
логически изменённой паращитовидной 
железы являются наличие фолликулопо-
добных, трабекулярных или солидных 
структур с отсутствием чётко выраженных 
соединительнотканных перегородок и кле-
ток стромального жира.

Конфокальная лазерная микроскопия 
при интраоперационной дифференци-
альной диагностике патологии и нормы 
паращитовидных желез обладает диагно-
стическими критериями, сопоставимыми 
с гистологическим исследованием, выпол-
няемым в плановом порядке

Применение конфокальной лазерной 
микроскопии открывает новые возмож-
ности для диагностики и проведения ис-
следований, в том числе с использованием 
миниинвазивных технологий.

Работа выполнена при финансировании 
Инновационным фондом Гомельского област-
ного исполнительного комитета.
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A.V. Velichko, M.Y. Zhandarov, S.L. Zyblev, A.D. Borsuk

CONFOCAL LASER MICROSCOPY IN THE DIAGNOSIS 
OF PARATHYROID GLAND PATHOLOGY

We have analyzed clinical observations and examination results of 60 patients. The first 
group consisted of 30 patients who were treated for primary and secondary hyperparathy-
roidism. The second group consisted of 30 patients who underwent thyroidectomy for thyroid 
pathology.

In patients of both groups, the concentration of PTH in venous blood was determined 30 
minutes before the surgery and in the postoperative period. During the surgery in both study 
groups, we performed confocal laser microscopy of the normal parathyroid glands (second 
group) and parathyroid glands with pathology (first group).

Confocal laser microscopy for intraoperative differential diagnosis of pathological and nor-
mal conditions of the parathyroid glands has identical diagnostic characteristics with histologi-
cal examination performed on a regular basis.

Key words: parathyroid gland, hyperparathyroidism, confocal laser microscopy
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