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Согласно текущей классификации, опубликованной Всемирной Организацией Здравоохранения, плоскоклеточные 
карциномы вульвы подразделяются на вирус папилломы человека (ВПЧ)-ассоциированные и ВПЧ-независимые. Ре-
зультаты исследований последних лет всё чаще сообщают о различиях в клиническом исходе у пациенток в зависи-
мости от ВПЧ-статуса опухоли. Данные о распространенности типов карциномы варьируют в широких пределах, 
что вероятнее всего, обусловлено выбором метода определения ВПЧ-статуса опухоли. 

Цель работы – изучение характеристик ВПЧ-независимой и ВПЧ-ассоциированной карцином вульвы и определение 
оптимальных методов диагностики ВПЧ-статуса. 
Материалы и методы. Ретроспективно исследован материал 74 пациенток с впервые выявленной плоскоклеточ-
ной карциномой вульвы. Объектом исследования служил биопсийный или операционный материал из парафиновых 
блоков. Типирование ВПЧ проводили методом ПЦР-realtime. Экспрессия р16 и р53 определена иммуногистохимиче-
ским методом. 
Результаты. Частота встречаемости ВПЧ-ассоциированной карциномы вульвы составляет 28,4%. Выявлено пре-
валирование ВПЧ 16-го генотипа. Частота полиинфекции составила 19%. Наиболее распространенным молекуляр-
ным подтипом является p16-p53mut (55,4%); p16+p53wt и p16-p53wt составляют 28,4% и 13,5% соответственно. 
ВПЧ-независимые карциномы преимущественно ороговевающие (94,3%). ВПЧ-ассоциированные карциномы в 57,1% 
базалоидные, а в 42,9% ороговевающие. 
Заключение. Плоскоклеточные карциномы вульвы являются преимущественно ВПЧ-независимыми. Для определе-
ния ВПЧ-статуса карциномы, а также молекулярного подтипа необходимо совместная оценка экспрессии р16 и р53 
иммуногистохимическим методом.
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According to the current classification published by the World Health Organization, vulvar squamous cell carcinomas are divided 
into human papillomavirus (HPV)-associated and HPV-independent. Recent studies have increasingly reported differences in 
clinical outcomes depending on the HPV status of the tumor. Data on the prevalence of carcinoma types vary widely, which is 
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most likely due to the choice of the method for determining the HPV status.
The aim of this work was to study characteristics of HPV-independent and HPV-associated vulvar carcinomas and to determine 
effective methods for diagnosing the HPV status. 
Materials and methods. Materials of 74 patients diagnosed with squamous cell carcinoma of the vulva were retrospectively 
studied. Biopsy or intraoperative samples from paraffin blocks were examined. HPV typing was performed by real-time PCR. 
Expression of p16 and p53 was determined by an immunohistochemical method. 
Results. Incidence rate of HPV-associated vulvar carcinoma was 28.4% with the HPV 16 genotype prevailing. Incidence rate of 
polyinfection was 19%. The most common molecular subtype was p16-p53mut (55.4%); p16+p53wt and p16-p53wt accounted 
for 28.4% and 13.5%, respectively. HPV-independent carcinomas were generally keratinizing (94.3%). 57.1% of HPV-associated 
carcinomas were basaloid, and 42.9% were keratinizing. 
Conclusion. Vulvar squamous cell carcinomas are mostly HPV-independent. To determine the HPV status of carcinoma, as well 
as the molecular subtype, it is necessary to simultaneously evaluate the expression of p16 and p53 immunohistochemically.
Keywords: vulvar squamous cell carcinoma; human papillomavirus; p16; p53; diagnostic methods.
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Введение

Плоскоклеточная карцинома – самая распростра-
нённая опухоль наружных половых органов [1, 2]. В от-
личии от плоскоклеточной карциномы шейки матки 
и ануса, которые почти всегда вызваны вирусом па-
пилломы человека (ВПЧ) высокого канцерогенного 
риска (ВПЧ ВКР), рак вульвы может быть, как вызван 
ВПЧ, так и не связан с ним [3, 4]. Публикация новой 
классификации опухолей нижнего отдела генитально-
го тракта, опубликованная Всемирной Организацией 
Здравоохранения в конце 2020 года привела к значи-
тельному концептуальному сдвигу в систематизации 
плоскоклеточных карцином вульвы (ПКВ), поскольку 
теперь внимание сконцентрировано на молекулярном 
статусе опухоли, а не на её гистологических характери-
стиках [5]. Схожий патогенез и подход отмечается при 
плоскоклеточных карциномах ротоглотки. При этом 
было показано, что ВПЧ-ассоциированные орофарин-
гиальные карциномы характеризуются лучшим клини-
ческим исходом и более чувствительны к лучевой тера-
пии, по сравнению с ВПЧ-независимыми. Определение 
ВПЧ-статуса опухоли было включено в клиническую 
практику [6]. 

Прогностическое определение ВПЧ-статуса ПКВ 
до сих пор является спорным. Ряд авторов указывает на 
более высокие показатели общей выживаемости и мень-
ший риск возникновения рецидивов при ВПЧ-ассо-
циированной карциноме [3, 7, 8]. В то время как дру-
гие не считают ВПЧ-статус опухоли независим прогно-
стическим фактором [9, 10]. Различия в полученных 
результатах могут быть связаны с разными диагности-
ческими методами в установлении ВПЧ-статуса. Часть 
исследователей использовала только лишь методы де-
текции ДНК ВПЧ (полимеразно-цепная реакция (ПЦР) 
или in situ гибридизация), другие применяли иммуно-

гистохимическое обнаружение экспрессии p16 и p53 
самостоятельно или в комбинации с методами ПЦР. Од-
нако учитывая высокую распространенность ВПЧ-ин-
фекции, только лишь обнаружение ДНК вируса недо-
статочно для определения его связи с канцерогенезом. 
Стоит отметить, что интерпретация экспрессии р53 при 
ПКВ имеет свои особенности и отличается от интер-
претации таковой при карциномах яичников и эндоме-
трия. В данной локализации важен не столько процент 
окрашиваемых клеток, а их расположение относитель-
но слоев многослойного плоского эпителия [11, 12]. Та-
ким образом, необходима стандартизация методов ди-
агностики ВПЧ-статуса ПРВ, а также понимание осо-
бенностей интерпретации результатов характерных для 
данной локализации.

Цель настоящего исследования состояла в изуче-
нии характеристик ВПЧ-независимой и ВПЧ-ассоци-
ированной карцином вульвы и определении оптималь-
ных методов диагностики ВПЧ-статуса.

Материалы и методы исследования

Исследования проведены на базе ГАУЗ СО «КДЦ». 
Ретроспективно был исследован материал 74 паци-
енток, обследованных в ГАУЗ СО СООД в период 
с 2016 по 2021 год. Возраст обследуемых составил 71±12 
год. Пациентки подписывали добровольное информи-
рованное согласие на обследование. 

Критерии включения: впервые выявленный пло-
скоклеточный рак вульвы, наличие гистологических 
блоков, достаточное количество материала. Матери-
алом для исследования служили парафиновые блоки 
с биопсийным или операционным материалом. 

Извлечение ДНК ВПЧ осуществляли из парафи-
новых блоков. Депарафинизацию срезов производи-
ли с помощью ксилола и в последующем этанола (95% 
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и 70%). Типирование ВПЧ ВКР проводили методом 
ПЦР-realtime с использованием набора реагентов «Ам-
плиСенсÒ ВПЧ ВКР генотип-FL», предназначенного 
для выявления и дифференциации 14 генотипов ВПЧ 
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59). Для выяв-
ления и дифференциации ДНК ВПЧ 6 и 11 геноти-
пов использовался набор «АмплиСенс ВПЧ 6/11-FL». 
Для предобработки клинического материала исполь-
зовался «АмплиСенсÒДНК-сорб-Д». Реакция ампли-
фикации и анализ результатов проводился на прибо-
рах «Rotor-Gene 6000».

Качественное определение антигена p16INK4a им-
муногистохимическим методом на гистологических сре-
зах выполнялось с помощью набора реагентов CINtec® 
Histology (клон E6H4). Процедура окрашивания выпол-
нялась вручную. Окрашивание считалось положитель-
ным только в случаях с сильной диффузной и посто-
янной ядерной или цитоплазматической экспрессией 
(блочное окрашивание, p16+); очаговая и слабая диф-
фузная экспрессия считалась отрицательной (гетеро-
генное окрашивание, р16-). 

Качественное определение антигена p53 иммуно-
гистохимическим методом на гистологических срезах 
выполнялось с помощью набора реагентов Cell Marque 
(клон DO-7). Процедура окрашивания выполнялась 
вручную. Экспрессия р53 считалась дикого типа (p53wt) 
при разбросанном или среднеэпителиальном паттернах. 
При базальном, базально-парабазальном, нулевом или 
цитоплазматическом паттернах экспрессия р53 счита-
лась мутантного типа (p53mut) [11, 12]. 

Статистическую обработку материала проводили 
с помощью программы StatTech v.2.8.8. Количествен-
ные показатели оценивались на предмет соответствия 
нормальному распределению с помощью критерия 
Шапиро-Уилка. Количественные показатели, имею-
щие нормальное распределение, описывались с по-
мощью средних арифметических величин (М) и стан-
дартных отклонений (SD). Категориальные данные 
описывались с указанием абсолютных значений и про-
центных долей. Сравнение процентных долей при ана-
лизе четырехпольных таблиц сопряженности выпол-
нялось с помощью точного критерия Фишера (при 
значениях ожидаемого явления менее 10). Сравне-
ние процентных долей при анализе многопольных та-
блиц сопряженности выполнялось с помощью крите-
рия хи-квадрат Пирсона. Статистическими значимы-
ми считались различия при р < 0,05.

Результаты исследования

Распространённость ДНК ВПЧ среди всех обсле-
дованных нами пациенток составила 45,9% (n = 34). 
Обнаружение ДНК ВПЧ методом ПЦР в 17,6% 
(n = 13) случаев было ложно положительным, так 
как иммуногистохимическим методом определя-
лась гетерогенная экспрессия p16 и мутантный пат-
терн р53. Выявлено превалирование ВПЧ 16-го типа. 

Частота его обнаружения в ВПЧ-ассоциированных 
карциномах составила 90,5%, а в качестве моноин-
фекции в 81%. Определены единичные случаи вы-
явления 11, 18, 35, 39, 51 и 52 генотипов. Частота по-
лиинфекции составила 19%. В ВПЧ-независимых кар-
циномах в 13 случаях было также обнаружено наличие 
ДНК ВПЧ с превалированием 16-го генотипа, что со-
ставляет 24,5% от всех ВПЧ-независимых карцином. 
Спектр генотипов ВПЧ и их сочетание в каждой из ана-
лизируемых групп представлен в таблице 1. 

При анализе молекулярных подтипов ПРВ было вы-
явлено, что наиболее распространенным молекулярным 
подтипом ПКВ является p16-p53mut (55,4%); p16+p53wt 
и p16-p53wt составляют 28,4 % и 13,5 % соответствен-
но. В двух образцах (2,7%) обнаружен p16+ p53mut мо-
лекулярный подтип (рис. 1).

При оценке результатов окрашивания p53 имму-
ногистохимическим методом было выявлено прева-
лирование экспрессии мутантного типа p53 в 43 об-
разцах (58,1%). Наиболее частным определяемым пат-
терном был базально-парабазальный (31 образец). 
Нулевой и базальный паттерн составили 8 и 4 случая 
соответственно (рис. 2). Нами не был обнаружен цито-
плазматический паттерн мутантного типа р53. Дикий 
тип экспрессии p53 выявлен у 31 пациентки (41,9%), 
и включал такие паттерны, как разбросанный (у 22 па-
циенток) и среднеэпителиальный, который был обна-
ружен в 9 случаях (рис. 3).

В одном случае оценка экспрессии р53 составляла 
сложности. Паттерн было сложно дифференцировать 
между среднеэпителиальным (р53wt) и базально-па-
рабазальным (р53mut). Экспрессия р16 была положи-
тельной (блочной). В данном образце была обнаружена 
ДНК ВПЧ 16 генотипа. После результатов ПЦР препа-
раты были пересмотрены и окончательным паттерном 
был установлен среднеэпителиальный. При детальном 

Таблица 1
Частота выявления различных генотипов ВПЧ в зависимости от 

ВПЧ-статуса плоскоклеточной карциномы вульвы

Генотип 
ВПЧ

ВПЧ-статус карциномы

ВПЧ-независимая ВПЧ-ассоциированная

16 8 (61,5%) 17 (81,0%)

16, 18 0 (0,0) 1 (4,8%)

16, 35 1 (7,7%) 0 (0,0)

16, 11 0 (0,0) 1(4,8%)

39 1 (7,7%) 1 (4,8%)

56 1 (7,7%) 0 (0,0)

52, 56 1 (7,7%) 0 (0,0)

56, 68 1 (7,7%) 0 (0,0)

35, 51,52 0 (0,0) 1 (4,8%)

Всего 13 (100%) 21 (100%)
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Рис. 1. p16+p53mut молекулярный подтип. А – блочная экспрессия р16, ×100. B – блочная экспрессия р16, ×200. C – базально-парабазаль-
ный паттерн экспресии р53, ×100. D – базально-парабазальный паттерн экспресии р53, ×20.

A

C

E

B

D

F

Рис. 2. Паттерны экспрессии р53 му-
тантного типа. А – базально-параба-
зальный паттерн экспресии, ×100. B –  
базально-парабазальный паттерн экс-
пресии, ×200. C – базальный паттерн 
экспресии, ×100. D – базальный паттерн 
экспресии×200. Е – нулевой паттерн 
экспресии, ×100. F – нулевой паттерн 
экспресии, ×200
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Рис. 3. Паттерны экспрессии р53 дикого типа. А – разбросанный паттерн экспресии, ×100. B – разбросанный паттерн экспресии, ×200. C – 
среднеэпителиальный паттерн экспресии, ×100. D – среднеэпителиальный паттерн экспресии×200

рассмотрении было обнаружено отсутствие экспрессии 
р53 в базальном слое клеток (рис. 4).

Анализ полученных данных позволил установить, 
что частота встречаемости ВПЧ-ассоциированной кар-
циномы составляет 28,4% (n = 21). 

При анализе ВПЧ-статуса плоскоклеточной карци-
номы вульвы в зависимости от гистотипа было обнару-
жено, что ВПЧ-независимые карциномы были преи-
мущественно ороговевающими (n = 50, 94,3%) и в 5,7% 
случаев (n = 3) неороговевающими. ВПЧ-ассоцииро-
ванные карциномы в 57,1% (n = 12) базалоидными, 
а в 42,9% (n = 9) – ороговевающими (p<0,001). 

Пациентки с опухолями, связанными с ВПЧ бы-
ли моложе (64±14 года против 74±10 лет, p = 0,011). 
ВПЧ-ассоциированная карцинома чаще была диагно-
стирована на I-II стадиях заболевания (71,4%), по срав-
нению с ВПЧ-независимой, которая в 52,8% диагно-
стировалась на III-IV стадиях, однако различия не бы-
ли статистически значимыми (p = 0,059).

Обсуждение

Согласно ранее проведенным исследовани-
ям частота выявления ВПЧ-ассоциированного пло-
скоклеточного рака варьируется в широких преде-
лах от 16 до 70% [2, 7, 8]. Проведенные мета-анализы 

продемонстрировали, что общая распространенность 
карцином, связанных с ВПЧ, составляет 40% [4, 13]. 
Стоит отметить, что в большинстве исследований ис-
пользовался только лишь метод ПЦР для определе-
ния этиопатогенеза процесса. Распространённость 
ДНК ВПЧ среди всех обследованных нами пациен-
ток составила 45,9%, в то время как лишь 28,4% про-
демонстрировали блочную позитивную экспрессию 
р16 и отсутствие мутантного паттерна р53. Получен-
ные нами данные согласуются с многоцентровым ис-
следованием 1709 биоптатов из 39 стран, в котором до-
ля ВПЧ-ассоциированных карцином составила 25,1% 
[14]. При этом использовался единый метод установ-
ления ВПЧ-статуса, основанный на детекции ДНК 
ВПЧ методом ПЦР совместно с иммуногистохими-
ческим методом оценки экспрессии р16. Исследова-
нии Woelber L. с соавторами показало, что из 411 об-
разцов тканей опухолей 204 были ДНК ВПЧ положи-
тельны (49,6 %), в то время как экспрессия p16 была 
лишь в 166 образцах (30,2%) [15]. Таким образом, на-
ши данные также подтверждают невозможность ис-
пользования методов выявления ДНК ВПЧ как един-
ственных для установления ВПЧ-статуса опухоли вви-
ду недостаточной специфичности. 

При оценке распространенности генотипов мы об-
наружили безусловное превалирование 16-го геноти-
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Рис. 4. p16+p53wt молекулярный подтип. А – блочная экспрессия р16, ×200. B – среднеэпителиальный паттерн р53, ×200. C – среднеэпите-
лиальный паттерн экспресии р53, стрелкой обозначено отсутствие экспрессии в базальном слое клеток, ×400. D – среднеэпителиальный 
паттерн экспресии р53, стрелкой обозначено отсутствие экспрессии в базальном слое клеток, ×400.
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па, что согласуется с данными других исследователей 
[4, 13, 16]. В 81% случаев ВПЧ-ассоциированных карци-
ном мы выявили только лишь 16 тип ВПЧ ВКР. В двух 
случаях он был в сочетании с 18 и 11 генотипом. Нами 
также был определен случай полиинфекции ВПЧ вы-
сокого канцерогенного риска тремя генотипами. Таким 
образом, частота полиинфекции в ВПЧ-ассоциирован-
ном ПРВ составила 19%, что значительно превышает 
данные литературы, согласно которым микст-инфек-
ция ВПЧ при ПКВ встречается редко и составляет око-
ло 6% [13, 16]. В то же время мы обнаружили, что опре-
деление ДНК ВПЧ в ВПЧ-независимых карциномах 
также было в 23,1% случаев полиинфекцией. Возмож-
но, такое расхождение связано с региональными осо-
бенностями инфицирования популяции. 

Сочетание определения экспрессии р16 и р53 по-
зволило определить нам четыре молекулярных подти-
па ПРВ: p16-p53mut (55,4%); p16+p53wt (28,4%); p16-
p53wt (13,5%), p16+ p53mut (2,7%). Последний моле-
кулярный подтип с коэкспрессией р16 и р53 считается 
одним из редких вариантов ВПЧ-независимой кар-
циномы. Данные исследований сообщаются о частоте 
встречаемости данного подтипа в 2,6% и 2,9%, что со-
относится с полученной нами частотой встречаемости 
[15, 17]. В обоих случаях коэкспрессии р16 и р53 ДНК 
ВПЧ не была обнаружена.

Распределение основных трех молекулярных под-
типов также согласуется с данными исследования, 
учитывающего характерные паттерны экспрессии р53 
при ПКР. В работе Kortekaas K.E. с соавторами подтип 
p16-p53mut преобладал и составил 66% от всех опухо-
лей (n = 275); p16+p53wt диагностирован в 18% случа-
ев (n = 75); p16-p53wt был наименее распространённым 
и составил 15% (n = 63) [7]. В исследовании Woelber L., 
подтип p16-p53wt встречался значительно чаще и соста-
вил 28,2 % от всех случаев. В то время как подтипы p16-
p53mut и p16+p53wt встречались в 39,7% и 32,1% от всех 
карцином соответственно [15]. В своей работе Garganese 
G. c соавторами продемонстрировали встречаемость мо-
лекулярного подтипа p16-p53wt в 11,8% случаев, p16-
p53mut в 74,3%, а p16+p53wt в 13,9% всех исследуемых 
образцов [18]. Такая вариативность молекулярных под-
типов вероятнее всего связана с оценкой паттернов р53. 
В исследованиях Woelber L. и Garganese G. она основы-
валась лишь на проценте окрашенных клеток без учета 
различных паттернов, что может привести к ряду оши-
бок. Так, например, процент окрашиваемых клеток 
при рассеянном паттерне р53 дикого типа может быть 
больше, чем при паттерне базальной сверхэкспрессии 
(мутантный тип). Среднеэпителиальный паттерн, ха-
рактерный для ВПЧ-ассоциированных карцином без 
тщательной оценки базального слоя может быть спу-
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тан и принят за парабазальный паттерн мутантного ти-
па.  А нулевой паттерн экспресии (мутантный тип) оце-
нен как отрицательная экспрессия р53. Таким образом, 
при оценке экспрессии р53 необходимо использовать 
интерпретацию паттернов характерных для данной ло-
кализации, продемонстрировавшую высокую корре-
ляцию с ТР53 мутационным статусом опухоли [11, 12].

Выявление молекулярных подтипов с помощью им-
муногистохимического анализа представляет особый 
интерес, поскольку появляются данные о возможности 
использования экспрессии р16 и р53 в качестве марке-
ров прогноза заболевания. Результаты исследований 
сообщают, что наихудший прогноз, как правило свя-
зан с p16-p53mut подтипом, в то время как в группе па-
циенток с p16+p53wt подтипом показаны лучшие пока-
затели выживаемости и меньший риск возникновения 
рецидива [7, 8, 15]. 

Данные ряда авторов показали, что ВПЧ-положи-
тельные опухоли преимущественно базалоидного или 
бородавчатого типа, тогда как ВПЧ-независимые пора-
жения практически всегда ороговевающие [11, 19]. Од-
нако исследование, проведенное Rakislova N. с соавтора-
ми, которое включало большое количество образцов тка-
ней ПКВ (1594 парафиновых блока), показало, что 36,5% 
карцином, ассоциированных с ВПЧ, относились к обыч-
ному ороговевающему типу, хотя этот гистологический 
тип считался характерным для ВПЧ-независимого пути 
[20]. В нашем исследовании при оценивании гистологи-
ческого типа ПКВ в зависимости от ВПЧ-статуса опухо-
ли было выявлено, что ВПЧ-независимые карциномы 
преимущественно были ороговевающими – 94,3% и не-
большая часть неороговевающими (5,7%), в то время как 
ВПЧ-ассоциированные карциномы были базалоидными 
(57,1%) и ороговевающими (42,9%) Наши данные согла-
суются с данными литературы и еще раз подчеркивают 
невозможность достоверно различить ВПЧ-ассоцииро-
ванные и ВПЧ-независимые карциномы только лишь на 
основании морфологического исследования.

Заключение

Наше исследование показало, что плоскоклеточ-
ные карциномы вульвы являются преимущественно 
ВПЧ-независимыми. Для определения ВПЧ-статуса 
карциномы, а также молекулярного подтипа необходи-
мо совместная оценка экспрессии р16 и р53 иммуноги-
стохимическим методом с правильной интерпретацией 
паттернов, характерных для данной локализации. В слу-
чаях несоответствия экспрессии биомаркеров или труд-
ностях интерпретации паттернов экспрессии выявление 
ДНК ВПЧ может быть полезно.
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