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Резюме
Описаны наблюдения пигментной (меланобластической) и беспигментной (ахроматической) поверхностных ме-

ланом кожи, для дифференциальной диагностики которых, наряду с традиционным гистологическим исследованием, 
использованы прецизионные (иммуногистохимические, молекулярно-генетические) методы изучения морфологи-
ческого субстрата опухоли. На основании результатов рамановской спектроскопии образцов обеих опухолей осу-
ществлен их мультиплексный анализ, с помощью которого в одном отдельно взятом образце биологического объекта 
одновременно идентифицировано значительное количество молекул различных аналитов. 
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Summary
Observations of pigmented (melanoblastic) and non-pigmented (achromatic) superficial melanomas of the skin are described, 

for the differential diagnosis of which, along with traditional histological examination, precision (immunohistochemical, 
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Введение
Среди заболеваний и патологических состоя-

ний человека, оказывающих существенное влия-
ние на формирование показателей заболеваемо-
сти и смертности населения подавляющего боль-
шинства стран мира, по-прежнему преобладают 
новообразования различных локализаций. Это 
общеизвестное утверждение, подкрепленное ре-
зультатами эпидемиологических исследований [1, 
2], полностью применимо и для тех случаев, когда 
речь заходит об опухолях кожной локализации [3, 
4]. В своей повседневной практике клиницистам 
и патоморфологам нередко приходится решать 
вопросы дифференциальной диагностики между 
меланобластическими меланомами и другими пиг-
ментными образованиями кожи, а также между 
пигментными и беспигментными (ахроматически-
ми) меланомами [5].

Следует отметить, что подходы к осуществ-
лению традиционного, уже ставшего хрестома-
тийным, патоморфологического исследования и 
интерпретации его результатов за последние сто 
лет не претерпели существенных изменений. При 
описании макроскопического биообъекта, полу-
ченного интраоперационно, врач-патологоанатом, 
так же, как и до него клиницист, исследует ново-
образование морфометрически, оценивает ин-
тенсивность распределения меланина и наличие 
вторичных изменений, реализующихся в опухоли. 
Уже на этапе макроскопической визуализации в 
большей части случаев представляется возмож-
ность предположить клинико-морфологическую 
форму меланомы в виде поверхностно-распро-
страняющейся, то есть меланомы с преобладаю-
щим горизонтальным, поверхностным характером 
роста, либо в виде узловой формы новообразова-
ния. Кроме того, патоморфологи, за которыми 
остается решающее слово в вынесении вердикта 
меланомы, в свою очередь, в обязательном поряд-
ке наряду с традиционным патогистологическим 
исследованием образцов тканей широко приме-
няют прецизионные методы и технологии при-
жизненного изучения биологических объектов. 
К ним относятся гистохимические, иммуногисто-
химические, молекулярно-генетические, элек-
тронномикроскопические методы исследования. 
В последнее десятилетие появились публикации об 
использовании метода рамановской спектроско-

пии ткани для диагностики опухолей различной 
[6–8], в том числе и кожной [9] локализации. 

Предпринимаются попытки осуществления 
мультиплексного анализа биологических объектов 
для изучения морфогенеза, улучшения диагности-
ки и понимания существа различных заболеваний 
и патологических состояний [10–12]. 

Целью данной публикации явилось осуществле-
ние мультиплексного анализа морфологического 
субстрата образцов пигментной и беспигментной 
меланом кожи с использованием метода раманов-
ской спектроскопии, наряду с традиционными 
морфологическими, иммуногистохимическими и 
молекулярно-генетическими технологиями, для их 
дифференциальной диагностики. 

Исследованы образцы кожи двух пациентов, 
удаленной посредством хирургического иссечения 
ткани по поводу установленной клинически по-
верхностной меланомы, содержащей в первом на-
блюдении морфологический субстрат пигментной 
и, во втором – беспигментной меланом. Образцы 
кожи фиксировали в 10 % нейтральном забуфе-
ренном формалине с дальнейшей проводкой че-
рез спирты возрастающей концентрации (50°, 60°, 
70°, 80° и 96°) и ксилол с последующей заливкой 
в гистологическую среду «Гистомикс» («БиоВит-
рум», Россия). Серийные гистологические срезы 
толщиной 5–6 мкм окрашивали гематоксилином 
и эозином по общепринятой методике. Для вери-
фикации гистогенеза опухоли было проведено 
иммуногистохимическое исследование. С парафи-
нового блока сделаны срезы, на стекла нанесены 
внешние контроли из других тканей и проведены 
иммуногистохимические реакции с антителами к 
Melan A, Melanoma Marker (HMB45), S100 Protein 
с использованием иммуногистостейнера Ventana 
BenchMark ULTRA. Предварительно была про-
изведена оценка качества экспрессии антител 
в контрольных тканях: во внешнем позитивном 
контроле (тканях, нанесенных на эти же стекла) 
была выявлена экспрессия антител, во внешнем 
негативном контроле (тканях, нанесенных на эти 
же стекла) экспрессия антител отсутствовала. По-
ложительный внешний контроль был расценен как 
позитивный, отрицательный внешний контроль – 
как негативный. Кроме того, было осуществлено 
молекулярно-генетическое исследование био-
объекта с использованием полимеразно-цепной 

molecular genetic) methods of studying the morphological substrate of the tumor were used. Based on the results of Raman 
spectroscopy of samples of both tumors, their multiplex analysis was carried out, with the help of which a significant number 
of molecules of various analytes were simultaneously identified in one individual sample of a biological object.
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реакции (ПЦР) с целью выявления мутации гена 
BRAF и NRAS.

Мутации гена BRAF исследовали на предмет 
наличия мутации V600. 

Мутации гена NRAS изучали с целью иденти-
фикации 3 мутаций, расположенных в 12 кодоне 
2 экзона (Gly12Asp, Gly12Cys, Gly12Ser); 2 мутаций, 
расположенных в 13 кодоне 2 экзона (Gly13Asp, 
Gly13Arg); 3 мутаций, расположенных в 61 кодо-
не 3 экзона (Gln61Lys, Gln61Leu, Gln61Arg). Было 
осуществлено также спектроскопическое исследо-
вание биообъекта с использованием спектрометра 
«ИнСпектр М», вариант исполнения: М-532 (РУ от 
18.06.2021 № РЗН 2015/2419, производитель: ООО 
«РамМикс», Россия), состоящего из оптического 
микроскопа Olympus CX41 и блока спектрометра 
с длиной волны возбуждающего излучения 532 
нм. Диаметр лазерного пятна в фокусе составлял 
10 мкм, мощность лазерного излучения – 10 мВт. 
Управление прибором, регистрацию и запись 
спектров производили с помощью специальной 
компьютерной программы ИнСпектр, также 
разработанной сотрудниками ООО  «РамМикс» 
(г. Черноголовка). Программа осуществляла иден-
тификацию химических веществ и регистрирова-
ла изменения их количественного и качественно-
го состава в изучаемом биологическом объекте 
по спектрам, сочетающим сигнал рамановского 
рассеяния и флуоресценции. Для сравнения вы-
явленных изменений использовались результаты 
исследований контрольных выборок тканей кожи, 
полученных у лиц данной возрастной группы с от-
сутствием патологии кожи.

Клиническое  наблюдение 1
Пациентка М., 60 лет, с раннего детского воз-

раста отмечала наличие пигментного образования 
в виде пятна светло-коричневого цвета, округлой 
формы, диаметром 0,3–0,4 см на коже в области 
дельтовидной мышцы левого плеча. Примерно 8 
месяцев назад обратила внимание на увеличение 
образования в размерах, усиление пигментации 
и появление неровностей его границ. При осмо-
тре и осуществлении дерматоскопии установлен 
диагноз поверхностной пигментной меланомы 
плеча, рекомендовано оперативное удаление 
новообразования. Произведено хирургическое 
иссечение опухоли. На патоморфологическое ис-
следование направлен лоскут кожи ромбовидной 
формы 3,5 х 1,2 см, толщиной 0,6 см. В препара-
тах фрагменты кожи, покрытые многослойным 
плоским ороговевающим эпителием с очаговым 
умеренно выраженным акантозом, участками ги-
перкератоза. На отдельных участках в базальных 
отделах акантотических тяжей определяется про-
лиферация умеренно полиморфных крупных не-
вусных клеток эпителиоидного типа с оптически 
пустой цитоплазмой и множественными зернами 
меланина, клеточным и ядерным полиморфизмом 

(рис. 1, а). Выявлены единичные митозы (1 митоз 
на 1 мм2). В дерме определяются гнезда верете-
новидных невусных клеток, богатых меланином. 
Помимо этого, в сосочковом слое дермы видны 
свободно лежащие зерна меланина, очаговая, ме-
стами распространенная перитуморальная лим-
фогистиоцитарная инфильтрация. Толщина по 
Бреслоу составляет 0,5 мм, уровень по Кларку II. 
Сосудистой (V0) и периневральной (Pn0) инвазии 
не выявлено. Патогистологическое заключение: 
поверхностно распространяющаяся меланома. 
При иммуногистохимическом исследовании с 
использованием антител к Melan A, Melanoma 
Marker (HMB45), S100 Protein была выявлена их 
экспрессия в клетках опухоли (рис. 1 б, в). В ре-
зультате проведенного молекулярно-генетиче-
ского исследования была обнаружена мутация 
BRAF V600, мутаций в 12/13 кодоне 2 экзона и 
61 кодоне 3 экзона гена NRAS не было выявлено. 
При спектроскопическом исследовании на фоне 
низких значений инициальной флуоресценции 
были зарегистрированы Рамановские пики в 
спектральном диапазоне: 485–2980 см–1. Пик 485 
см–1 соответствовал молекулярным колебаниям 
триптофана, пик 1005,6 см–1 был обусловлен мо-
лекулярными колебаниями фенилаланина, а пик 
1162,4 см–1 – тирозина (рис. 1, г).

Клиническое  наблюдение 2
Пациентка П., 62 лет, обратилась в ФГБУ «Наци-

ональный медицинский исследовательский центр 
онкологии имени Н. Н. Блохина» Минздрава Рос-
сии в связи с появлением на месте предсуществу-
ющей розовой макулы медиальной поверхности 
правого предплечья округлого плотноватого не-
подвижного образования в виде узла правильной 
формы диаметром 0,5–0,6 см. Дерматоскопия без 
особенностей. Клинический диагноз: дерматофи-
брома. Произведено хирургическое иссечение 
опухоли. На патоморфологическое исследова-
ние направлен лоскут кожи ромбовидной формы 
2,0×1,1 см, толщиной 0,8 см, содержащий узел. 
В препаратах – фрагмент кожи, покрытый атро-
фичным многослойным плоским ороговевающим 
эпителием с очаговым умеренно выраженным 
акантозом и отдельными участками гиперкерато-
за. В дерме опухолевый узел, представлен комплек-
сами клеток эпителиоидного типа с единичными 
митозами, формирующими солидно альвеолярные 
структуры (рис. 2, а). Патогистологическое заклю-
чение: злокачественная эпителиоидноклеточная 
опухоль. Для верификации гистогенеза опухоли 
было проведено иммуногистохимическое иссле-
дование с ограниченным количеством антител 
вследствие малого объема материала. При имму-
ногистохимическом исследовании с антителами к 
Melan A, Melanoma Marker (HMB45), S100 Protein 
была выявлена их экспрессия в клетках опухоли 
(рис. 2, б, в). Морфологическая картина и иммуно-
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фенотип соответствовали беспигментной эпите-
лиоидноклеточной меланоме. При молекулярно-
генетическом исследовании обнаружена мутация 
BRAF V600, мутаций в 12/13 кодоне 2 экзона и 
61 кодоне 3 экзона гена NRAS не было выявлено. 
Спектроскопический анализ образцов беспиг-
ментной меланомы выявил значительно большие 
значения инициальной флуоресценции (1250 отно-
сительных единиц) по сравнению с ее пигментным 
антиподом, и крайне низкую интенсивность моле-

кулярных колебаний фенилаланина (1003,8 см–1) 
и тирозина (1172,4 см–1) (рис. 2, г). 

Проведенное изучение двух клинических на-
блюдений-антиподов одного и того же злокаче-
ственного новообразования, развивающегося из 
меланинобразующей ткани, позволило, несмотря 
на полное отсутствие пигмента в клетках и строме 
опухоли в одном случае, выявить ряд признаков, 
присущих обеим опухолям. Прежде всего, мы 
учитывали мнение классиков онкоморфологии 

  
а б

  
в г

Рис. 1. Морфологическая иммуногистохимическая и спектроскопическая характеристика поверхностно распростра-
няющейся пигментной меланомы кожи: а – участок пигментной меланомы, состоящей из атипичных пролиферирующих не-

вусоподобных меланоцитов, местами инвазирующих сосочковый слой дермы, выраженная перитуморальная лимфогистиоцитарная 
инфильтрация; окраска гематоксилином и эозином, ×100; б – иммуногистохимическая реакция с антителами к Melanoma Marker 

(HMB45), ×200; в – иммуногистохимическая реакция с антителами к Melan A; очаговая и распространенная экспрессия антител к опу-
холевой ткани, перитуморальная лимфогистиоцитарная инфильтрация, ×200; г – спектр образца пигментной меланомы кожи; низкие 
значения инициальной флуоресценции (20 относительных единиц); сравнительная интенсивность молекулярных колебаний прекур-

соров меланина: триптофана (485 см–1), фенилаланина (1005,6 см–1) и тирозина (1162,4 см–1)

Fig. 1. Morphological immunohistochemical and spectroscopic characteristics of superficially spreading pigmented melanoma 
of the skin: а – a site of pigmented melanoma, consisting of atypical proliferating nevus-like melanocytes, in places invading the papillary 
dermis, pronounced peritumoral lymphohistiocytic infiltration. Hematoxylin and eosin staining, ×100; б – immunohistochemical reaction 

with antibodies to Melanoma Marker (HMB45), ×200; в – immunohistochemical reaction with antibodies to Melan A; focal and widespread 
expression of antibodies to tumor tissue, peritumoral lymphohistiocytic infiltration, ×200; г – the spectrum of the skin pigmented melanoma 
sample; low values of initial fluorescence (20 relative units); comparative intensity of molecular vibrations of melanin precursors: tryptophan 

(485 cm–1), phenylalanine (1005.6 cm–1) and tyrosine (1162.4 cm–1)
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[13, 14], указывавших на необходимость учиты-
вать ряд характерных для большинства меланом 
морфологических признаков, независимо от коли-
чества и особенностей выявляемого пигмента при 
дифференциальном диагнозе между пигментной 
и беспигментной меланомами. К числу надежных 
морфологических признаков, присущих обоим 
типам меланом, по их мнению, следует отнести 
наличие альвеолярных и солидных структур, осо-
бенности ангио- и гистоархитектоники опухоли, 
характер клеточной составляющей новообразо-
вания, распределение хроматина в ядрах клеток 
меланомы, а также наличие выраженной лимфо-
идно-гистиоцитарной инфильтрации вокруг опу-

холевых комплексов. Кроме того, в описываемых 
наблюдениях мы использовали как классический 
алгоритм диагностики меланом с различным со-
держанием пигмента, предписываемый клиниче-
скими рекомендациями «Меланома кожи и сли-
зистых оболочек», утвержденными Минздравом 
России в 2019 г. [5], так и комплекс прецизионных 
методов (ИГХ, молекулярно-генетическое иссле-
довании). Так, при оценке экспрессии антител в 
исследуемой опухолевой ткани с использованием 
антител к Melan A, Melanoma Marker (HMB45), S100 
Protein была выявлена их экспрессия в клетках и 
строме опухоли, и на этом основании в обоих слу-
чаях был установлен иммунофенотип, присущий 

  
а б

  в г
Рис. 2. Морфологическая иммуногистохимическая и спектроскопическая характеристика беспигментной меланомы 

кожи: а – опухоль представлена комплексами клеток эпителиоидного типа формирующими солидно альвеолярные структуры с 
участками митоза; окраска гематоксилином и эозином, ×400; б – иммуногистохимическая реакция с антителами к Melan A; очаго-

вая и местами распространенная экспрессия антител к опухолевой ткани, ×60; в – иммуногистохимическая реакция с антителами к 
Melanoma Marker (HMB45); очаговая и местами распространенная экспрессия антител к опухолевой ткани, ×60; г – спектр образца 
беспигментной меланомы кожи; умеренные значения инициальной флуоресценции (1250 относительных единиц) и распределение 

интенсивности молекулярных колебаний фенилаланина (1003,8 см–1) и тирозина (1172,4 см–1)

Fig. 2 Morphological immunohistochemical and spectroscopic characteristics of non-pigmented skin melanoma: а – the tumor 
is represented by complexes of epithelioid type cells forming solid alveolar structures with areas of mitosis; hematoxylin and eosin staining, 
×400; б – immunohistochemical reaction with antibodies to Melan A; focal and locally widespread expression of antibodies to tumor tissue, 

×60; в – immunohistochemical reaction with antibodies to Melanoma Marker (HMB45); focal and locally widespread expression of antibodies 
to tumor tissue, ×60; г – the spectrum of the amelanotic skin melanoma sample; moderate initial fluorescence values (1250 relative units) and 

the distribution of the intensity of molecular vibrations of phenylalanine (1003.8 cm–1) and tyrosine (1172.4 cm–1)
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меланоме. В результате проведенного молекуляр-
но-генетического исследования в обоих наблюде-
ниях была обнаружена мутация BRAF V600, что 
окончательно развеяло сомнения относительно ги-
стогенеза новообразования. Спектроскопическое 
исследование образца классической пигментной 
меланомы выявило чрезвычайно низкие значения 
инициальной флуоресценции. На этом фоне были 
зарегистрированы наиболее интенсивные, значи-
тельно более высокие по сравнению с образцами 
кожи лиц с отсутствием кожной патологии и образ-
цами беспигментной меланомы Рамановские пики 
прекурсоров меланина в спектральном диапазоне: 
485–2980 см–1. Пик 485 см–1 соответствовал моле-
кулярным колебаниям триптофана, пик 1005,6 см–1 
был обусловлен молекулярными колебаниями фе-
нилаланина, а пик 1162,4 см–1 – тирозина. Спектры 
образцов кожи контрольной выборки (рис. 3) харак-
теризовались значительно большими значениями 
инициальной флуоресценции (2000 относительных 
единиц), наличием дополнительных Рамановских 
пиков в спектральном диапазоне: 762–2980 см–1, 
соответствовавших молекулярным колебаниям фе-
нилаланина (1045,1 см–1) и тирозина (862,8 см–1).

Для подтверждения причин отсутствия пигмен-
та в опухоли было проведено спектроскопическое 
исследование образца меланомы, которое выявило 
меньшие значения как инициальной комплексной 
флуоресценции аналитов биообъекта (1250 отно-
сительных единиц), так и минимальные показатели 
интенсивности молекулярных колебаний фенила-
ланина (1003,8 см–1) и тирозина (1172,4 см–1). 

Заключение
Изложенные в статье данные, полученные в ре-

зультате анализа материалов двух антиподов ме-
ланом (пигментной и беспигментной), безусловно, 
не призваны быть руководством к немедленному 
действию по коррекции парадигмы идентифика-
ции опухолей кожи и пересмотру комплекса усто-
явшихся диагностических аксиом.

Авторы, прежде всего, ставили своей целью 
обратить внимание читательской аудитории на 
необходимость соблюдения установленного для 
диагностики меланом алгоритма независимо от 
количества и особенностей выявляемого пигмен-
та. Применение прецизионных технологий ди-
агностики меланомы позволило в обоих случаях 
выявить иммунофенотип и характерные для но-
вообразования мутации (BRAF V600). Осуществ-
ленный на основании использования рамановской 
спектроскопии образцов обеих опухолей мульти-
плексный анализ полученных данных позволил 
идентифицировать в каждом образце биологиче-
ского объекта одновременно значительное коли-
чество молекул различных аналитов. Отсутствие 
триптофана, а также дефицит тирозина и фени-
лаланина, являющихся прекурсорами меланина, 
ожидаемо явились прерогативой беспигментной 

меланомы. На этих двух наблюдениях авторам хо-
телось акцентировать внимание специалистов на 
высокой ценности и эффективности использова-
ния в диагностике меланом кожи информацион-
ных технологий. При этом под информационными 
технологиями понимаются не какие-то конкрет-
ные единичные диагностические манипуляции, а 
динамичная методология получения, обработки, 
осмысления и использования с диагностической 
целью полученной информации. Предшествую-
щий опыт использования рамановской спектро-
скопии в диагностике опухолей различных лока-
лизаций, отсутствие каких бы то ни было противо-
показаний, простота пробоподготовки позволяют 
предположить возможность и перспективность ее 
применения при идентификации новообразова-
ний кожной локализации.
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 Рис. 3. Спектр образца кожи контрольной выборки;  
высокие значения инициальной флуоресценции  

(2000 относительных единиц) и распределение интенсив-
ности молекулярных колебаний фенилаланина  

(1003,8 см–1 и 1045,1 см–1) и тирозина (1172,4 см–1)
Fig. 3. Spectrum of the control sample skin; high values of 

initial fluorescence (2000 relative units) and the distribution 
of the intensity of molecular vibrations of phenylalanine 

(1003.8 cm–1 and 1045.1 cm–1) and tyrosine (1172.4 cm–1)
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