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abstraCt

Impression cytology (from the Latin impressio — impact, indentation) is a minimally invasive method of cytological examination of 
the surface epithelium of the cornea, limbus and conjunctiva using various sorbing applicators for the collection of cellular material. 
The spectrum of diseases, in the diagnosis of which impression cytology is traditionally used, is mainly associated with pathological 
processes occurring in the conjunctiva. Such diseases as: Sjogren’s syndrome, dry eye syndrome, mucopolysaccharidosis, vitamin A 
deficiency, trachoma, squamous cell neoplasia of the ocular surface, etc. With the advent of the concept of limbal epithelial stem cell, 
new diagnostic possibilities of impression cytology in ophthalmology occurred.
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резЮме 

Импрессионная цитология (от латинского impressio — воздействие, вдавливание) — минимально инвазивный метод цитологиче-
ского исследования поверхностного эпителия роговицы, лимба и конъюнктивы с применением для забора клеточного материа-
ла различных сорбирующих аппликаторов. Спектр заболеваний, в диагностике которых традиционно применяют импрессионную 
цитологию, в основном связан с патологическими процессами, происходящими в конъюнктиве. Такими заболеваниями явля-
ются синдром Шегрена, синдром сухого глаза, мукополисахаридоз, дефицит витамина А, трахома, плоскоклеточная неоплазия 
глазной поверхности и др. Появление концепции лимбальных эпителиальных стволовых клеток роговичного эпителия открыло 
новые диагностические возможности импрессионной цитологии в офтальмологии.
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введение

Импрессионная цитология (от латинского 
impressio  — воздействие, вдавливание)  — минимально 
инвазивный метод цитологического исследования по‑
верхностного эпителия роговицы, лимба и конъюнкти‑
вы с применением для забора клеточного материала раз‑
личных сорбирующих аппликаторов [1].

Спектр заболеваний, в диагностике которых тради‑
ционно применяют импрессионную цитологию, в основ‑
ном связан с патологическими процессами, происходя‑
щими в эпителии конъюнктивы, такими как синдром 
Шегрена, синдром сухого глаза (ССГ), мукополисаха‑
ридоз, дефицит витамина А, трахома, плоскоклеточная 
нео плазия глазной поверхности и др.

Метод дает возможность контролировать и своевре‑
менно определять тактику и способы консервативного 
лечения таких пациентов. Интерес к методу особенно 
возрос с появлением концепции лимбальных стволовых 
клеток роговичного эпителия [2].
история метода

Первое сообщение о методе цитологической диагно‑
стики заболеваний глазной поверхности (ГП) появилось 
в 1977 г. в статье R.W. Thatcher и соавт. «Conjunctival 
impression cytology». Авторы с целью получения от‑
печатков эпителия конъюнктивы разработали пласти‑
ковое устройство из полистирола, которое состояло 
из круглого диска с рукояткой, располагавшейся к нему 
под углом 120°. Для того чтобы после получения клеточ‑
ного материала с ГП диск мог отламываться от рукоятки, 
на нее были нанесены насечки. Диск после аппликации 
на ГП отделяли от рукоятки, после этого обрабатывали 
растворами красок по Райуа и Гимзе. Затем проводили 
световую микроскопию окрашенных клеточных образ‑
цов. Метод получил название импрессионной цитологии 
(ИЦ) и был применен для цитологической диагностики 

аденовирусного, герпетического и весеннего конъюнк‑
тивита. При этом оценивали количество лейкоцитов 
(нейтрофилов, эозинофилов, лимфоцитов и изучали 
морфологические изменения в эпителиальном пласте 
клеток конъюнктивы [3] (рис. 1).

В том же 1977 г. P.R. Egbert и соавт. забор клеточного 
материала для ИЦ осуществляли с помощью апплика‑
торов из синтетической ацетатцеллюлозной фильтро‑
вальной бумаги разных фирм‑производителей (Duralon, 
Polyvic, Mitex, Millipore). Перед аппликацией нарезали 
полоски из этой бумаги размерами 2×6 мм. Аппликации 
проводили на различных участках бульбарной и тарзаль‑
ной конъюнктивы пациента как с применением пред‑
варительной эпибульбарной анестезии, так и без нее. 
После забора клеточного материала для транспортиров‑
ки в исследовательскую лабораторию ацетатцеллюлоз‑
ные аппликаторы (АЦА) помещали в специальный кон‑
тейнер. Морфологическую оценку клеток конъюнктивы 
и выявление бокаловидных клеток (БК) проводили с по‑
мощью световой микроскопии. Перед окрашиванием 
полученного клеточного материала периодической кис‑
лотой Шиффа осуществляли его фиксацию в 96 % этило‑
вом спирте. Авторы метода пришли к выводу, что АЦА 
фирмы Millipore типа VS с «микроскопическим» разме‑
ром пор обеспечивают получение более качественных 
отпечатков клеточного материала. В работе были даны 
практические рекомендации по применению метода ИЦ 
в клинической практике и перечислены заболевания, 
при которых его диагностические возможности оказа‑
лись востребованными [4] (рис. 2).

Необходимость при транспортировке в лабораторию 
(по методу P.R. Egbert и соавт.) помещать полученный 
клеточный материал в специальные контейнеры созда‑
вала определенные сложности для выполнения ИЦ в ам‑
булаторных условиях, и метод не нашел широкого при‑
менения [5].

рис. 1. А — пластиковое устройство из полистирола для забора отпечатков эпителия конъюнктивы. Б — цитологический препарат 
конъюнктивы, окраска по Романовскому — Гимзе [3]

Fig. 1. A — plastic device made of polystyrene for taking impressions of conjunctival epithelium. Б — сytological preparation of conjunctiva, 
stained by Romanovsky—Giemsa
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В то же время изучение диагностических возмож‑
ностей метода продолжилось. Так, в 1983 г. J.D. Nelson 
и соавт., изучая адсорбирующую способность АЦА с раз‑
личным диаметром пор, установили, что поры больших 
размеров (0,44–0,47 мкм) адсорбировали клетки лучше. 
Однако при этом отмечалась высокая частота повреж‑
дения плазмолеммы клеток, что, в свою очередь, сни‑
жало информативность метода ИЦ. Маленький размер 
пор (0,20–0,22 мкм), адсорбируя клетки хуже, сохранял 
целостность цитоплазматической мембраны клеток. 
Поэтому большинством офтальмологов стали использо‑
ваться усредненные размеры АЦА с диаметром пор 0,22–
0,44 мкм. Для создания равномерного дозированного при‑
жатия АЦА к ГП авторы также предлагали использовать 
офтальмодинамометр с усилием (давлением) в 40 г [6, 7].

В 1985 г. S.C. Tseng предложил в дополнение к окраске 
клеточного материала реактивом Шиффа использовать 
гематоксилин. Это существенно повышало точность ми‑
кроскопического исследования [8].

В 1990 г. компания Biopore (США) для хранения 
и транспортировки полученного клеточного материа‑
ла разработала миниатюрное мембранное устройство 
в комплекте с пробиркой до ¼ дюйма в диаметре, ко‑
торую заполняли раствором фиксатора [Millicell‑CM 
0,4 PICM 012550, Millipore Corp., Бедфорд, Массачусетс, 
США]. Благодаря этому существенно расширились воз‑
можности применения ИЦ в клинических и амбулатор‑
ных условиях, а также в эксперименте [5, 9, 10].

Усовершенствованный таким образом метод получе‑
ния клеточного материала, описанный P.R. Egbert и со‑
авт., давал ряд преимуществ ИЦ перед такими цитологи‑
ческими методами, как мазок‑отпечаток и метод соскоба 
поверхностных эпителиальных клеток с конъюнктивы. 
Последние являются более травматичными и позволя‑
ют получать для цитологического исследования огра‑
ниченное, не всегда достаточное количество клеточного 

материала. Важным достоинством метода ИЦ является 
простота выполнения и достоверность результата, так 
как он может выполняться в амбулаторных условиях, 
не причиняя значительного дискомфорта пациенту [11]. 
Усовершенствованный метод забора клеточного матери‑
ала на поверхность АЦА и способ окраски, предложен‑
ные P.R. Egbert и соавт., используются по сей день [12].
методика забора и окраски клеточного 
материала

Методика забора материала зависит от локализации 
исследуемого эпителия на ГП [13].

Так, R. Singh и соавт. для забора клеточного матери‑
ала конъюнктивы и роговицы (с захватом лимбальной 
зоны или без нее) использовали АЦА в виде диска диа‑
метром 13 мм. Диск разрезали на две половины, каждую 
из которых в зависимости от цели исследования прикла‑
дывали к интересующим участкам [7].

А.И. Еременко для дозированного забора клеточ‑
ного материала с конъюнктивы на АЦА размером пор 
0,47  мкм (марка HATH, Millipore) использовал специ‑
ально созданный инструмент. Инструмент обеспечивал 
компрессию на ГП в 15 г, что повысило точность резуль‑
татов исследования по сравнению с техникой, предло‑
женной P.R. Egbert и соавт. [4, 14].

В клинике офтальмологии им. проф. В.В. Волкова 
Военно‑медицинской академии им. С.М. Кирова 
до 2017 г. забор клеточного материала производят путем 
аппликации на глазную поверхность ацетатцеллюлозно‑
го аппликатора (АЦА) (MCE Membrane Pore: 0,45 (µm), 
Diameter: 8 (mm), Biolot, Россия) различной протяжен‑
ности, от 60 до 360 градусов, после предварительной 
эпибульбарной анестезии троекратным закапыванием 
0,5 % раствора проксиметакаина. Экспозиция апплика‑
ции — 10 сек.1 (рис. 3).
1 Рационализаторское предложение № 13663/6.

рис. 2. А — способ забора эпителия конъюнктивы на ацетатцеллюлозный аппликатор, изготовленный из ацетатцеллюлозной фильтро-
вальной бумаги разных фирм-производителей (Duralon, Polyvic, Mitex, Millipore). Б — цитологический препарат конъюнктивы, окраска 
периодической кислотой Шиффа (ШИК-реакция), стрелочками показаны бокаловидные клетки конъюнктивы [4]

Fig. 2. A — the way of conjunctival epithelium sampling on acetate cellulose applicator made of acetate cellulose filter paper of different 
manufacturers (Duralon, Polyvic, Mitex, Millipore). Б — сytological preparation of conjunctiva stained with periodic Schiff acid (Schiff reaction), 
arrows show conjunctival globular cells
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В 2017 году И.О. Гаврилюк и соавт. предложили ме‑
тод аппликации, при котором забор клеточного матери‑
ала роговицы на АЦА (диаметр пор 0,45–0,47 мкм) вы‑
полнялся одномоментно со всей ее поверхности. С этой 
целью из стандартного ацетатцеллюлозного диска выре‑
зали круглый диск диаметром, соответствующим диаме‑
тру исследуемой роговицы. На диск наносили 4 взаимно 
перпендикулярных разреза от края до парацентральной 
зоны. При этом вне оптической зоны формировали 4 от‑
дельных «лепестка», которые во время аппликации обе‑
спечивали равномерное прилегание аппликатора на всей 
поверхности роговицы [15]2 (рис. 4).
2 Рационализаторское предложение № 14774/5 от 13.11.2017.

методика окраски 
цитологического ПреПарата

Большинство авторов перед окра‑
ской фиксацию полученного на АЦА 
клеточного материала проводят в 96  % 
этиловом спирте по методу P.R. Egbert 
и соавт. [4, 14–17].

В зависимости от цели исследова‑
ния для окраски материала могут ис‑
пользоваться различные красители. Так, 
реактив Шиффа и альциановый синий 
применяют для окраски бокаловидных 
клеток [4, 6, 7]. Хемофлуоресцентный 
краситель используют для обнаружения 
амебных цист [18]. С помощью окраски 
по методике Папаниколау оценивают 
изменения в клетках, вызванные виру‑
сами герпеса, цитомегаловирусом, хла‑
мидией, а также определяют клетки вос‑
палительного ряда [8]. Метод окраски 

по Романовскому  — Гимзе (азур, эозин, метиленовый 
синий) используют для выявления бактериальной фло‑
ры и оценки цитологических изменений в клетках [16]. 
Для оценки изменений в клетках и выявления клеток 
воспалительного ряда иногда используют окраску гема‑
токсилином и эозином [19].

После окрашивания клеточного материала, дегидра‑
тации АЦА (проводкой через спирты) и просветления 
ксилолом выполняют световую микроскопию [4, 7, 14, 
16, 17, 20–22].

В клинике офтальмологии им. профессора В.В. Вол‑
кова Военно‑медицинской академии окраску цитологи‑
ческих материалов проводят как на предметном стекле, 

рис. 3. АЦА из ацетата целлюлозы различной площади

Fig. 3. ACA from acetate cellulose of different area (acetate-cellulose applicators)

рис. 4. А — адаптированный аппликатор ацетатцеллюлозного диска MF-Millipore для цитологического исследования в I и III серии экс-
периментов: 1 — четыре взаимно перпендикулярных разреза, 2 — четыре «лепестка» диска, 3 — метка в виде треугольного участка, 
вырезанного из верхнего края; Б — забор клеточного материала с поверхности роговицы пациента

Fig. 4. A — adapted “MF-Millipore” acetate-cellulose disk applicator for cytological examination in series I and III of experiments: 1 — four mutu-
ally perpendicular incisions, 2 — four “petals” of the disk, 3 — marker in the form of a triangular area cut from the upper edge; Б — collection 
of cellular material from the corneal surface of the patient
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так и с помощью автоматизированной 
подвижной платформы для серийной 
подготовки импрессионно‑цитологиче‑
ских препаратов (рис. 5) [15].
имПрессионная цитология 
в диагностике заболеваний гП

Спектр заболеваний, в диагностике 
которых традиционно применяют ИЦ, 
в основном связан с патологическими 
процессами, происходящими в конъ‑
юнктиве. Такими заболеваниями яв‑
ляются синдром Шегрена, синдром су‑
хого глаза (ССГ), мукополисахаридоз, 
дефицит витамина А, трахома, плоско‑
клеточная неоплазия глазной поверх‑
ности и др. [5–7, 12].

В отечественных публикациях до не‑
давнего времени метод ИЦ применяли 
в основном для:

‑ диагностики ССГ. Цель исследова‑
ния — в основном изучение морфологи‑
ческой характеристики эпителиального 
пласта конъюнктивы (выявление в эпи‑
телиальных клетках зерен кератогиали‑
на, изменений ядерно‑цитоплазмати‑
ческого соотношения и др.), выявление 
слизи и лимфоцитов, а также БК [16];

‑ изучения микрофлоры ГП (опре‑
деление рода и вида микроорганизмов 
методом ПЦР при ССГ) [23].

Появление концепции стволовых 
клеток роговичного эпителия открыло 
новые диагностические возможности 
ИЦ как метода определения фенотипа эпителия, покры‑
вающего роговицу, в том числе в условиях помутнения 
сосудистого генеза [24].

Согласно этой концепции, базальные клетки рого‑
вичной части лимба, расположенные в складках палиса‑
да (палисадах) Vogt роговичной части лимба, являются 
олигопотентными стволовыми клетками эпителия ро‑
говичного фенотипа. Эти лимбальные эпителиальные 
стволовые клетки (ЛЭСК) в течение жизни обеспечива‑
ют постоянную эпителиальную массу роговицы в про‑
цессе нормального оборота клеток и заживление эпите‑
лиальных дефектов. Они также являются естественным 
барьером для нарастания на роговицу конъюнктиваль‑
ного эпителия. Тотальная гибель ЛЭСК клинически 
проявляется состоянием, получившим название не‑
достаточности эпителиальных стволовых клеток лим‑
ба (коротко  — лимбальной недостаточности  — ЛН). 
При этом происходит так называемая «конъюнктива‑
лизация роговицы» — на роговицу медленно нарастает 
эпителий конъюнктивы с инвазией в строму поверх‑
ностных и глубоких сосудов с формированием фибро‑
васкулярного паннуса  — сосудистого бельма. В случае 

частичной гибели популяции ЛЭСК конъюнктивализа‑
ция роговицы происходит в основном только в секторе 
их гибели. Причинами возникновения ЛН являются за‑
болевания и травматические повреждения лимбальной 
зоны [25].

Таким образом, поверхность васкуляризированной 
роговицы может быть полностью или частично покрыта 
конъюнктивальным эпителием и роговичным эпители‑
ем, так как причиной васкуляризации роговицы может 
служить не только ЛН.

Оптическая кератопластика на глазах с сосудистым 
бельмом, покрытым конъюнктивальным эпителием (то‑
тальная ЛН), обречена на неудачу ввиду неизбежности 
рецидива конъюнктивализации роговицы (трансплан‑
тата). Операция показана только после устранения ЛН 
с восстановлением нормального эпителиального по‑
крова роговицы. Это достигается посредством предва‑
рительной операции пересадки на роговицу стволовых 
клеток роговичного эпителия — лимбальной трансплан‑
тации (ЛТ) [25, 26].

При решении вопроса о показаниях к ЛТ опреде‑
ляющим является установление фенотипа эпителия 

рис. 5. Этапы приготовления цитологического микропрепарата на предметном сте-
кле и автоматизированной подвижной платформе для серийной подготовки импрес-
сионно-цитологических препаратов

Fig. 5. Stages of cytological microslide preparation on a slide and automated moving 
platform for serial preparation of imprecise cytological preparations
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вакуляризированной роговицы. Среди всех признаков 
только наличие в эпителии БК, характерных для конъ‑
юнктивального эпителия, достоверно подтверждает диа‑
гноз ЛН [26].

Диагностика ЛН методом ИЦ основана на обна‑
ружении бокаловидных клеток в эпителии, покрыва‑
ющем роговицу. Первое сообщение о применении ИЦ 
в диагностике ЛН сделал в 1989 году S.C. Tseng [27]. 
Чувствительность метода колеблется от 87 до 97 % [20, 
27–29]. При этом для окраски полученного на АЦА кле‑
точного материала возможно использование таких стан‑
дартных методик, как окраска:

‑ реактивом Шиффа (периодической кислотой 
Шиффа),

‑ альциановым синим,
‑ по Романовскому — Гимзе.
В первом случаев в окрашенном препарате бокало‑

видные клетки на фоне эпителиальных клеток окраши‑
ваются в фиолетовый цвет, во втором — в голубой цвет 
и в третьем — на фоне окрашенного в синий цвет эпите‑
лиального пласта клеток бокаловидные клетки не окра‑
шиваются и выглядят оптически пустыми.

С помощью метода ИЦ мы исследовали клинико‑
морфологическую характеристику эпителия роговицы 
при тотальном сосудистом бельме различной этиологии 
у 44 пациентов (на 44 глазах) с сосудистым бельмом ро‑
говицы различной этиологии. На основании морфоло‑
гических результатов определяли оптимальную тактику 
хирургического лечения данных пациентов. По морфо‑
логическим данным ИЦ пациентов разделили на 2 груп‑
пы. В группу 1 вошли 30 пациентов, у которых эпителий 
по данным ИЦ оказался роговичным. Этим пациентам 
была выполнена сквозная кератопластика (СКП). Во 2‑ю 
группу вошли 14 пациентов, у которых был выявлен эпи‑
телий конъюнктивального фенотипа. У восьми из них 
роговичный фенотип эпителия был восстановлен по‑
средством операции лимбальной трансплантации, затем 
этим пациентам также выполнили СКП. Таким образом, 
ИЦ позволила провести клинико‑морфологическую 
оценку фенотипа эпителия, покрывающего сосудистое 
бельмо, и аргументированно определить показания 
к выбору той или иной тактики хирургического лечения 
таких больных, а также диагностировать ЛН на глазах 
с сосудистым бельмом [30] (рис. 6).

По данным экспертов ин‑
тернациональной рабочей 
группы по лимбальным ство‑
ловым клеткам Interational 
Limbal Stem Cell Working 
Group, ИЦ является «золо‑
тым стандартом» диагности‑
ки ЛН [26].

В то же время имеются со‑
общения, что если наличие 
в эпителии БК подтверждает 
диагноз ЛН, то полное их от‑
сутствие ее не исключает [31]. 
Так, при тяжелой или средней 
степени тяжести синдроме су‑
хого глаза в сочетании с ЛН 
не всегда удается выявить БК 
на поверхности конъюнктивы 
и в образцах препаратов, полу‑
ченных с роговицы, и таким об‑
разом исключить ЛН [32, 33].

В настоящее время пер‑
спективными методами опре‑
деления фенотипа эпителия, 
покрывающего роговицу 
(в клеточном материале, полу‑
ченном при ИЦ), являются:

‑ иммуноцитохимическое 
исследование специфических 
маркеров эпителиальных кле‑
ток конъюнктивы и роговицы, 
таких как цитокератины 3, 7, 
13 и 19 и муцины  — MUC1 
и MUC5AC [34–38];

рис. 6. А — эпителий роговичного фенотипа по данным ИЦ; Б — гистологический срез рогови-
цы, в эпителии которого отсутствуют БК; В — эпителий конъюнктивального фенотипа, белыми 
стрелками показаны БК; Г — гистологический срез фиброваскулярного паннуса, удаленного во 
время поверхностной кератэктомии, отмечается наличие БК (белые стрелки) в составе эпите-
лия. Окраска цитологических препаратов: гематоксилин и альциановый синий; окраска гисто-
логических препаратов: периодической кислотой Шиффа (ШИК — реакция). Увеличение 400

Fig. 6. A — corneal epithelium phenotype according to CI; Б — histological section of the cornea with 
no BCs in the epithelium; В — epithelium of conjunctival phenotype, white arrows show BKs; Г — 
histological section of fibrovascular pannus removed during superficial keratectomy, BKs are seen in 
epithelium (white arrows). Staining of cytological preparations: hematoxylin and alcian blue; staining of 
histological preparations: periodic Schiff acid (SHIK — reaction). Magnification 400
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‑ проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
специфичной матричной‑РНК (мРНК) к цитокератинам 
3, 7, 13, 19 и муцинам MUC1 и MUC5AC [39].

Будучи в определенной степени более сложными 
(по сравнению с простым обнаружением БК в эпители‑
альном покрове сосудистого бельма), данные методики 
исследования являются специфическими и более точ‑
ными — достоверность их колеблется в пределах от 95 
до 99 % [39,40].
заклЮчение

ИЦ является информативным, высокоточным, мало‑
инвазивным и относительно недорогим методом цито‑

логического исследования с возможностью определения 
фенотипа эпителия глазной поверхности.

Благодаря указанным преимуществам и усилива‑
ющемуся интересу офтальмологов к заболеваниям 
глазной поверхности в настоящее время импресси‑
онная цитология становится все более и более вос‑
требованной.
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