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Итоги и перспективы изучения 
диффузной эндокринной 
эпителиальной системы
В.В. Яглов, Н.В. Яглова
ФГБУ «Научно-исследовательский институт морфологии человека» РАМН, Москва

Диффузная эндокринная эпителиальная система (ДЭЭС) – эволюционно древнее и крупнейшее звено 
эндокринной системы животных и человека. В статье обобщены многолетние результаты исследования 
биологии ДЭЭС, включая историю создания концепции ДЭЭС, филогенетические и онтогенетические 
аспекты формирования ДЭЭС, структурно-функциональную организацию, секрецию ее клеток, и 
намечены пути ее дальнейшего исследования.

Ключевые слова: диффузная эндокринная эпителиальная система, филогенез, онтогенез, структурная 
организация, секреция

В 2013 г. исполнится 75 лет с момента формиро-
вания концепции диффузной эндокринной эпители-
альной системы. ДЭЭС  – эволюционно древнее и 
крупнейшее звено эндокринной системы животных и 
человека. Она образована комплексом одиночно рас-
положенных рецепторно-эндокринных клеток, которые 
находятся в эпителиальных тканях слизистых оболочек 
органов пищеварительной, дыхательной, мочеполовой 
систем и кожи. Клетки ДЭЭС получают информацию 
из внешней и внутренней среды организма. В ответ на 
нее они реагируют выделением биогенных аминов и 
пептидных гормонов, благодаря чему реализуют широ-
кий диапазон биологических защитных реакций. Это 
дает основание рассматривать ДЭЭС как эволюционно 
древний диффузно организованный орган чувств.

История создания концепции ДЭЭС. Морфоло-
гические предпосылки открытия ДЭЭС создал немец-
кий физиолог и гистолог Р. Гейденгайн. В 1870 г. он 
обнаружил в слизистой оболочке желудка ранее никем 
не описанные клетки, избирательно окрашивающиеся 
солями хрома [26]. Позже их выявляли другие исследо-
ватели и описывали под разными названиями (светлые, 
желтые, базальнозернистые, энтерохромаффинные, 
аргентаффинные, аргирофильные) или по фамилии 
описавших их авторов (клетки Кульчицкого, Нуссба-
ума, Фейртера, Николаса). Функции этих клеток на 
протяжении многих лет оставались невыясненными. 
В 1938 г. F. Feyrter [23] изложил свои концептуальные 
взгляды на эту систему клеток. По его мнению, они вы-
деляют гормоны, которые оказывают местные, то есть 
паракринные, эффекты и, поступая в кровь, дистантно 
влияют на клетки организма, однако эта концепция не 
привлекла к себе должного внимания исследователей. 
Причиной стало отсутствие доказательств эндокрин-

ной природы этих клеток. В 1968–1969 гг. A. Pearse 
опубликовал свои результаты, касающиеся функции 
этих загадочных клеток. Он установил, что они явля-
ются эндокринными и выделяют биогенные амины и 
пептидные гормоны. Кроме того, им были описаны и 
гистохимические проявления (маркеры) продукции 
биогенных аминов и пептидных гормонов. Эти клет-
ки назвали APUD-серией [30, 31]. Так ДЭЭС устами 
Пирса обрела свое другое название. Ее клетки стали 
называть апудоцитами, а опухоли, развивающиеся 
из них, – апудомами. Ценный вклад в ее дальнейшее 
изучение внес Т. Fujita [24]. Он установил, что клетки 
APUD-серии наряду с эндокринной функцией выпол-
няют рецепторную и внешне напоминают нейроны. 
Т. Fujita ввел для них новое название – паранейроны. 
Дальнейшие исследования клеток APUD-серии пока-
зали, что их свойствами обладают не только клетки 
ДЭЭС, но и пептидергические нейроны, тучные клетки 
соединительной ткани, секреторные кардиомиоциты 
и т.д. Было также установлено, что пептидергические 
нейроны выделяют тот же набор пептидных гормонов, 
что и клетки ДЭЭС, – соматостатин, вазоактивный ин-
тестинальный пептид (ВИП), эндорфины, бомбезин, 
субстанцию Р, нейротензин, холецистокинин (ХЦК), 
инсулин, глюкагон. Наблюдаемое сходство клеток 
ДЭЭС и пептидергических нейронов навело Пирса 
на мысль, что все клетки APUD-серии являются про-
изводными нейроэктодермы, а эмбриональным зачат-
ком их развития он считал нервный гребень [29]. Так, 
APUD-серия клеток переросла границы ДЭЭС и стала 
называться нейроэндокринной системой. Вследствие 
этого она утратила свою концептуальную суть ДЭЭС, 
осуществляющей гормональный контроль за элемен-
тарным свойством эпителиев, – внешнего обмена. 

передовые статьи, лекции
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Кроме того, признание АРUD-серии клеток единой 
гистогенетической системой потребовало пересмотра 
классических положений современной эмбриологии 
и гистологии об энтеродермальном происхождении 
эпителия слизистых оболочек желудочно-кишечного 
тракта, поджелудочной железы, мезенхимного проис-
хождения тучных клеток, мезодермального – кардио-
миоцитов. Дальнейшее изучение ДЭЭС и ее роли в 
регуляции функций организма было возможным, зная 
фило- и онтогенетические закономерности ее разви-
тия, общие принципы структурно-функциональной 
организации и становление механизмов секреции ее 
клеток. 

Филогенетические аспекты формирования 
ДЭЭС. Изучение сравнительной морфологии ДЭЭС 
показало, что в ходе эволюции позвоночных животных 
и их предков она прошла ряд морфологических этапов 
становления. У современных представителей класса 
ланцетников, близких по структурно-функциональной 
организации к древним предкам позвоночных, она 
представлена кишечной (энтериновой) эндокринной 
эпителиальной системой (рис. 1 А). У первых пред-
ставителей позвоночных (класс круглоротые) начался 
процесс структурного преобразования кишечной (эн-
териновой) системы в гастроэнтеропанкреатическую 
эндокринную систему. Из эпителия кишки происходи-
ло выселение В-клеток, секретирующих инсулин, за 
ее пределы, тогда как остальные эндокринные клет-
ки оставались еще в эпителии кишки. Выселившиеся 
В-клетки формировали полимерные скопления клеток, 
которые в дальнейшем превращались в фолликулы Лан-
герганса (рис. 1 Б). У древних представителей позво-
ночных – хрящевых и кистеперых рыб – завершилось 
формирование поджелудочной железы. Изменилась и 
форма структурной организации эндокринной части. 
Ее клетки располагались по ходу средних и мелких 
выводных протоков (рис. 1 В), вследствие чего данную 
форму назвали внешним эпителием. У представителей 
хрящевых и кистеперых рыб продолжалось выселение 
части клеток из внешнего эпителия и формирование 
в паренхиме экзокринной части немногочисленных 
смешанных панкреатических островков, состоящих в 
основном из А-, В- и D-клеток. В ходе дальнейшей 
эволюции панкреатические островки стали основной 
формой структурной организации эндокринной части 
поджелудочной железы всех остальных классов позво-
ночных (рис. 1 Г). Так кишечная (энтериновая) система 
в ходе эволюции превратилась в гастроэнтеропанкреа-
тическую эндокринную систему. У двоякодышащих 
рыб часть ее клеток сформировала респираторный от-
дел ДЭЭС. У амфибий клетки ДЭЭС дополнительно 
появились и в коже. У птиц наблюдалось частичное 
разделение инсулярного и контринсулярного аппарата 
и формирование трех типов панкреатических остров-
ков: типичных смешанных, состоящих, как и у всех 
позвоночных, из А-, В-, D- и РР-клеток, и эволюционно 
новых, так называемых темных и светлых островков. 

Первые образованы многочисленными А- и единич-
ными D-клетками, а вторые – многочисленными В- и 
единичными D-клетками (рис. 1 Д, Е). 

Таким образом, основным принципом эволюци-
онного развития ДЭЭС являлись процессы миграции 
ее клеток из эпителия слизистой оболочки кишки, в 
результате чего она сформировала свои представи-
тельства и в других органах пищеварительной систе-
мы (гастроэнтеропанкреатическая эндокринная систе-
ма), дыхательной, мочеполовой систем и кожи. В ходе 
эволюции эндокринной части поджелудочной железы 
имел модус фиксации промежуточных фаз, объясняю-
щий наличие наряду с панкреатическими островка-
ми остатков внешнего эпителия в составе выводных 
протоков поджелудочной железы некоторых классов 
позвоночных [1, 12]. Особый интерес представляют 
данные о сравнительной чувствительности В-клеток, 
секретирующих инсулин, к диабетогенным факторам. 
Установлено, что В-клетки амфибий [9] и рептилий [10] 
проявляют сравнительно высокую резистентность к ал-
локсану, тогда как у млекопитающих [12] он вызывает 
их гибель. Таким образом, проведенный анализ струк-

А – энтериновая гормональная истема ланцетник
Б – фолликулы Лангерганса круглоротые

В – внешний эпителий поджелудочной железы  
хрящевые и кистеперые рыбы

Г – смешанный панкреатический островок костистые рыбы, 
амфибии, рептилии, птицы, млекопитающие

Д – темный отсровок птиц
Е – светлый островок птиц

Рис. 1. Схема этапов эволюции структурной организации 
эндокринной части поджелудочной железы позвоночных  

(по В.В. Яглову, 1978)
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Б
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Г

Е
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турного формирования ДЭЭС в ряду позвоночных дает 
основания считать, что ее развитие было направлено 
на интенсификацию функций организма (ароморфоза) 
путем миграции ее клеток из кишки в эпителии других 
органов и систем с целью создания адекватных условий 
гормонального контроля всех этапов внешнего обмена.

Онтогенетические аспекты формирования 
ДЭЭС. В этом плане заслуживает внимания рассмотре-
ние двух проблем – выяснение эмбриональных источ-
ников развития ДЭЭС и закономерностей становления 
и дифференцировки ее клеток в пре- и постнатальном 
периодах онтогенеза. 

В то время, когда формировалась концепция APUD-
серии, основное внимание исследователей было об-
ращено на сходство ее клеток с пептидергическими 
нейронами. В конечном счете все клетки APUD-серии 
стали считать нейроэндокринными, то есть производ
ными нейроэктодермы. Такое представление хорошо 
объясняло, почему так называемые нейропептиды 
(соматостатин, ВИП, бомбезин, нейротензин, субстан-
ция Р, эндорфины и т.д.) содержатся как в нейронах, 
так и в тучных клетках, секреторных кардиомиоцитах 
и клетках ДЭЭС. Однако признание их производными 
нейроэктодермы противоречило элементарным пред-
ставлениям об энтеродермальном происхождении 
паренхимы экзокринной и эндокринной частей под-
желудочной железы, мезенхимном – тучных клеток и 
мезодермальном – секреторных кардиомиоцитов. 

Начались проверочные работы. Было использо-
вано два методических подхода: изучение ацино-
островковых клеток, сочетающих в себе черты 
структурно-функциональной организации экзокрин-
ных и эндокринных клеток поджелудочной железы, и 
удаление нервного гребня (предполагаемого источника 
развития клеток APUD-серии) до начала его диссоциа-
ции и миграции клеток в ткани. Ультраструктурный 
анализ поджелудочной железы костистых рыб [11], 
амфибий [5], рептилий [6], птиц [7] и млекопитаю-
щих [8] показал наличие в ней ацино-островковых кле-
ток. Было установлено, что они являются истинными 
клетками, а не артефактами. На основании этого сделан 
вывод о едином источнике их развития из кишечной 
энтодермы [4, 12, 15, 16, 17]. Второй подход дал те 
же результаты [19, 34]. Таким образом, нейроэктодер-
мальная концепция происхождения клеток ДЭЭС не 
получила научно обоснованного подтверждения. Стало 
очевидно, что клетки ДЭЭС развиваются из стволовых 
клеток гистогенетически различных типов эпители-
альных тканей. В частности, клетки самого крупного 
звена ДЭЭС – гастроэнтеропанкреатической системы 
развиваются из стволовой энтеродермальной клетки 
[22, 35]. Дифференцировка стволовых клеток крипт ки-
шечника осуществляется по пяти направлениям, фор-
мирующим пулы бокаловидных, энтероэндокринных 
клеток, апикальнозернистых клеток Панета, каемчатых 
энтероцитов и малоизученных пулов клеток, таких как 
М-клетки, щеточные клетки и т.д. [28, 33]. Первые три 

вида клеток формируют так называемую секреторную 
линию дифференцировки. Основными путями диф-
ференцировки стволовых клеток кишечного эпителия 
являются Wnt и Notch (рис. 2). Активация Notch приво-
дит к транскрипции генов класса Hes (Hairy/Enchancer 
of Split), которые репрессируют транскрипцию генов 
фактора Math1 – ключевого транскрипционного фак-
тора, коммитирующего дифференцировку клеток по 
секреторному пути. Утрата Math1 приводит к утрате 
секреторных клеток. Запуск каскада Notch–Hes–Math1 
необходим для активации группы транскрипционных 
факторов нейрогенин-3 (Ngn3), отвечающих непосред-
ственно за дифференцировку прогениторных клеток 
секреторного пути в энтероэндокринные [20]. Одно-
временно каскад Wnt активирует синтез Dll – лигандов 
пути Notch. Dll соединяется с рецептором, располо-
женном на мембране соседней клетки, и активирует 
в ней экспрессию рецепторов Notch. Это приводит к 
транскрипции генов Hes1, что препятствует экспрес-
сии нейрогенина-3, и клетка не дифференцируется по 
секреторному направлению. Экспрессия нейрогенина-3 
нужна для дифференцировки различных энтероэндо-
кринных клеток, в частности I-клеток (ХЦК), S-клеток 
(секретин), G-клеток (гастрин), К-клеток (гастроин-
гибирующий пептид), L-клеток (энтероглюкагон), 
YY-клеток (YY-полипептид), Ec-клеток (серотонин, 
субстанция Р) и D-клеток (соматостатин). 

Утверждение, что клетки ДЭЭС развиваются из 
различных эмбриональных зачатков, не дает ответа 
на ряд вопросов. В частности, как объяснить, что 
гистогенетически разные клетки – нейроны (произ-
водные нейроэктодермы), клетки гастроэнтеропан-
креатической эндокринной системы (производные 

Рис. 2. Схема дифференцировки эпителиальных клеток 
кишечника (по van der Flier L. с совт., 2009,  

с изменениями и дополнениями). 
Math1 – mouse atonal homolog 1, Hes1 – hairy/Enhancer of Split, 

Gli1 – , Ngn3 – neurogenin3, Elf3 – E47-like factor 3, Sox9 – , 
Klf4 – kruppel-like factor 4, Pdx1 – pancreatic and duodenal 
homeobox 1 , Beta2 – , Pax4, 6 – paired box 4, 6, Tgf-βRII – 

transforming growth factor β type II receptor
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эпителия энтеродермального типа), тучные клетки 
(производные мезенхимы), секреторные кардиомио-
циты (производные миоэпикардиальной пластинки 
мезодермы) – секретируют одни и те же биогенные 
амины (гистамин, серотонин, катехоламины) и пеп-
тидные гормоны (инсулин, глюкагон, ВИП, сомато-
статин, ХЦК, субстанция Р и т.д.)? Анализируя эту 
проблему, следует признать, что химическая структура 
биологически активных веществ принципиально не 
менялась в ходе эволюции животных, то есть отражала 
экспрессию элементарного блока генотипа клеток жи-
вотных различного уровня эволюционного развития. 
Как известно, в основу современного функционализ-
ма положена концепция функциональных блоков [3]. 
Так, образование молочной кислоты и в бактериях, и 
в мышцах человека требует участия одних и тех же 
ферментов. Другими словами, каждый элементарный 
функциональный блок продукции биологически актив-
ного вещества может экспрессироваться различными 
цитогенетическими типами клеток. Это в равной мере 
относится и к экспрессии маркеров их дифференци-
ровки. Хромогранин А может выявляться в нейроэкто-
дермальных клетках (хромаффинные клетки мозгового 
вещества надпочечника), энтеродермальных клетках 
ДЭЭС и мезодермальных гландулоцитах бульбоурет
ральных желез. Все сказанное требует научно обо-
снованного подхода к созданию гистогенетической 
классификации опухолей ДЭЭС. 

Анализ второго аспекта онтогенетического развития 
ДЭЭС – закономерностей закладки и дифференцировки 
ее клеток – позволил выделить ряд закономерностей 
этого процесса. Одной из них является ранняя диф-
ференцировка клеток ДЭЭС в органах и тканях до 
появления специфических клеток-мишеней, то есть 
в тот период, когда гормоны еще не могут оказывать 
свое специфическое действие. С другой стороны, эти 
данные дают основание полагать, что раннее разви-
тие эндокринных клеток в составе тех или иных тка-
ней обусловлено участием их гормонов в регуляции 
механизмов эмбрионального гистогенеза. Второй за-
кономерностью становления клеток ДЭЭС в прена-
тальном онтогенезе является интенсивное развитие 
эндокриноцитов в период наиболее выраженного роста 
и дифференцировки тканей. Третья закономерность 
пренатальной закладки ДЭЭС – появление ее клеток в 
органах и тканях, где у взрослых особей они не встре-
чаются, но в условиях патологии появляются, например 
образование гастринсекретирующих клеток в составе 
панкреатических островков при синдроме Золлинге-
ра–Эллисона или В-клеток, продуцирующих инсулин, 
в процессе метаплазии эпителия бронхов у пациентов, 
страдающих пылевым бронхитом [13, 15]. Итак, ана-
лиз разных аспектов онтогенетического становления 
ДЭЭС свидетельствует о том, как важно их дальнейшее 
изучение для понимания механизмов гормональной 
регуляции нормально и патологически протекающего 
гистогенеза тканей.

Структурно-функциональная организация 
ДЭЭС. ДЭЭС является эндоэпителиальной железой 
мозаично-клеточного типа [17,18]. Для ее клеток ха-
рактерны умеренно развитый набор органелл, наличие 
светлого матрикса цитоплазмы и секреторных гранул, 
которые в каждой клетке различаются формой, раз-
мерами и электронной плотностью содержимого [13, 
14, 15, 18]. В структурно-функциональном отношении 
клетки ДЭЭС подразделяют на открытый и закрытый 
типы [25]. Клетки открытого типа своим апикальным 
концом достигают полости желудка, кишки или бронха. 
На нем имеются микроворсинки, содержащие рецеп-
торные белки, то есть клетки открытого типа являются 
хеморецепторами содержимого полых органов, сооб-
щающихся с внешней средой. Клетки закрытого типа 
не достигают полости органа и получают информацию 
о состоянии внутренней среды организма.

 Последняя классификация клеток ДЭЭС включает 
следующие виды клеток: А, В, D, D1, Ес, Еcl, G, I, K, L, 
Mo, N, P, PP, S, X, YY [27]. А-клетки (клетки закрытого 
типа) содержатся в эндокринной части поджелудоч-
ной железы и слизистой оболочке желудка, выделяют 
глюкагон, эндорфины, гастроингибирующий пептид 
(ГИП) и ХЦК. В-клетки (клетки закрытого типа) рас-
полагаются в эндокринной части поджелудочной же-
лезы и выделяют инсулин. D-клетки (клетки закры-
того типа) находятся в панкреатических островках, 
слизистой оболочке желудка, тонкой и толстой кишки. 
Они секретируют соматостатин. D1-клетки содержат-
ся в поджелудочной железе, желудке, тонкой и тол-
стой кишке. Они выделяют ВИП. Ec-клетки (клетки 
открытого типа) – самый многочисленный вид. Они 
встречаются в поджелудочной железе, слизистой обо-
лочке желудочно-кишечного тракта, воздухоносных 
путях и легких. Эти клетки секретируют серотонин 
и субстанцию Р. Ecl-клетки (клетки закрытого типа) 
располагаются в слизистой оболочке тела желуд-
ка. Они выделяют гистамин. G-клетки содержатся в 
эпителии слизистой оболочки пилорического отдела 
желудка, двенадцатиперстной и тощей кишки, выде-
ляют гастрин. I-клетки находятся в тонкой кишке. Они 
секретируют ХЦК. К-клетки содержатся только в тон-
кой кишке, секретируют гастроингибирующий пептид 
(ГИП). L-клетки – вторая по численности популяция 
клеток – находятся в слизистой оболочке подвздошной 
и толстой кишки. Они продуцируют энтероглюкагоны: 
глицентин, или глюкагоноподобный пептид-1 (ГПП‑1), 
и оксинтомодулин (ГПП-2). Мо-клетки содержатся в 
эпителии слизистой оболочки тонкой кишки. Они про-
дуцируют серотонин и мотилин. N-клетки распола-
гаются в нижнем отделе тонкой кишки и выделяют 
нейротензин. Р-клетки локализуются в желудке, то-
щей, подвздошной кишке, поджелудочной железе и 
легких. Выделяют бомбезин. РР-клетки содержатся в 
поджелудочной железе, слизистой оболочке пилори-
ческого отдела желудка, тонкой и толстой кишки. Они 
выделяют панкреатический полипептид. S-клетки (от-



клиническая и экспериментальная морфология       3/20128

передовые статьи, лекции

крытого типа) находятся в двенадцатиперстной кишке. 
Выделяют секретин. Х-клетки выявлены в слизистой 
оболочке желудка. Их гормональный профиль не вы-
яснен. YY-клетки выделяют пептид YY. 

Клеточный состав других звеньев ДЭЭС исследо-
ван менее полно. В последние годы в составе ДЭЭС 
открыты клетки, секретирующие грелин и обестатин. 
Наличие в составе ДЭЭС хеморецепторных клеток 
открытого и закрытого типа послужило основанием 
считать ее эволюционно древним диффузно органи-
зованным органом чувств [15], осуществляющим гор-
мональный контроль за внешним обменом эпителиев 
слизистых оболочек полых органов, сообщающихся с 
внешней средой (рис. 3). Анализ топографии клеток 
ДЭЭС показал, что D, D1, Ec, P и PP-клетки содержатся 
во всех отделах желудочно-кишечного тракта, тогда 
как остальные клетки имеют ограниченную органную 
локализацию. В чем физиологический смысл такой 
топографии клеток ДЭЭС? По мнению В.В. Яглова 
[15], D-, D1-, Ec-, P- и PP-клетки и их гормоны (со-
матостатин, ВИП, серотонин, субстанция Р, бомбезин 
и панкреатический полипептид) в экстремальных си-
туациях включают защитные стандартные механизмы 
усиления барьерной функции эпителиальных тканей. 
В пищеварительной системе они в конечном счете 
завершаются рвотой или диареей, в воздухоносных 
путях – бронхоспазмом. Что касается ограниченной 
локализации клеток ДЭЭС, они в большей мере осу-
ществляют регуляцию периодической функциональной 

деятельности органов желудочно-кишечного тракта – 
выделение желудочного, панкреатического, кишечного 
сока, перистальтику, всасывание пищевых мономеров 
и передачу информации об их химическом составе. 
Из этого следует, что ДЭЭС как орган чувств полых 
органов, сообщающихся с внешней средой, имеет раз-
личные по структурно-функциональной организации 
паракринно-эндокринные регионы [15]. Основу каж-
дого из них составляют D-, D1-, Ec-, P- и PP-клетки – 
регуляторы барьерной функции эпителиальных тка-
ней. Наличие в них других гормонопродуцирующих 
клеток обеспечивает регуляцию их специфической 
деятельности. Однако роль паракринно-эндокринных 
регионов не ограничивается этими функциями. По-
явились данные о роли гастрина, ХЦК, бомбезина, 
нейротензина, пептида YY, энтероглюкагона и сома-
тостатина в регуляции пролиферации клеток и трофи-
ке тканей [32]. Это открывает новые перспективы в 
изучении структурно-функциональной деятельности 
паракринно-эндокринных регионов ДЭЭС, так как вы-
деляемые в их пределах гормоны отличаются степенью 
выраженности пролиферативных, трофических и анти-
трофических эффектов.

Секреция клеток ДЭЭС. Данный процесс прошел 
два этапа эволюционного становления: спонтанный, 
или агранулярный, и циклический, или грануляр-
ный [2]. При спонтанном типе секреции образовав-
шиеся молекулы прогормонов сразу выделялись за 
пределы клетки, а при циклическом оформлялись в 
секреторные гранулы, накапливались в клетке и при 
действии триггера выделялись за ее пределы, поэто-
му в гранулярном секреторном цикле клетки ДЭЭС 
различают последовательно текущие фазы: поступле-
ние исходных продуктов, синтез из них секрета, его 
оформление в секреторные гранулы, их накопление 
в цитоплазме и выделение секрета [12, 15]. При этом 
было отмечено, что после стимулированной секреции 
вслед за фазой накопления секрета клетки вступают не 
в фазу выделения секрета, а в фазу его максимального 
накопления в результате включения механизма экс-
трузионного блока [8, 11]. После него клетка все-таки 
вступает в фазу выделения, но не экзоцитозом, а микро-
апокриновым или голокриновым способом с частич-
ным либо полным нарушением ее целостности. Важно 
подчеркнуть, что у высокоорганизованных животных и 
человека в секреторной деятельности функционирует 
преимущественно циклический тип секреции – вы-
деление биологически активного гормона (например, 
инсулина) и спонтанный – выделение биологически не-
активной формы – прогормона (проинсулина). В норме 
у человека в крови содержится (95% инсулина и 5% 
проинсулина). Доказано, что В-клетки инсулиномы, 
продуцирующие инсулин, адаптивно меняют соотно-
шение спонтанного и циклического типа секреции, вы-
деляют 50% инсулина и 50% проинсулина [21] и тем 
самым предотвращают развитие гипогликемии и ее 
последствий. Эти показатели можно расценивать как 

Рис. 3.  Схема строения диффузной эндокринной 
эпителиальной системы (по В.В. Яглову, 1989). 

1 – эндокринная клетка открытого типа;  
2 – эндокринная клетка закрытого типа; 3 – гладкий миоцит; 

4 – тучная клетка; 5 – кровеносный капилляр;  
6 – концевой отдел экзокринной железы; 7 – фибробласт;  

8 – нейрон
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диагностические признаки присутствия в организме 
гормонально активных опухолей ДЭЭС. 

Функциональная деятельность ДЭЭС неразрывно 
связана с деятельностью других желез внутренней 
секреции, нервной и иммунной систем, играя роль 
звена первичного реагирования, оповещения и защи-
ты организма [15].

К фундаментальным проблемам изучения ДЭЭС 
необходимо отнести следующие: выявление связей 
ДЭЭС с другими железами внутренней секреции; 
выяснение ее роли в реализации механизмов спец-
ифического динамического действия пищи; даль-
нейшее изучение трофических и антитрофических 
свойств гормонов ДЭЭС в различных паракринно-
эндокринных регионах; исследование молекуляр-
ных механизмов, лежащих в основе резистентности 
и чувствительности В-клеток эндокринной части 
поджелудочной железы к диабетогенным факторам; 
дальнейшее изучение секреторных механизмов клеток 
ДЭЭС в норме и патологии и научно обоснованный 
пересмотр гистогенетической классификации опухо-
лей ДЭЭС.
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RESULTS AND PROSPECTS FOR STUDYING DIFFUSE ENDOCRINE EPITHELIAL SYSTEM
V.V. Yaglov, N.V. Yaglova

Diffuse endocrine epithelial system (DEES) is evolutionarily ancient and largest component of animal and 
human endocrine system. The paper summarizes the long-term results from the study on DDES including 
the history of the concept of DEES; phylogenetic and ontogenetic aspects of DEES development; structure 
and function of diffuse endocrine epithelial cells. Outlines for further research of DEES are suggested. 

Key words: diffuse endocrine epithelial system, phylogenesis, development, structure, hormone secretion 
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НАРУШЕНИЯ ПРОЦЕССОВ АНГИОГЕНЕЗА, 
АПОПТОЗА И ПРОЛИФЕРАЦИИ  
В ТКАНЯХ ПЛОДНОГО ЯЙЦА  
И ЭНДОМЕТРИИ ПРИ НЕРАЗВИВАЮЩЕЙСЯ 
БЕРЕМЕННОСТИ В I ТРИМЕСТРЕ
Н.А. Семенцова1, Ю.Н. Пономарева1, Т.Г. Барсанова2, О.В. Зайратьянц1,2

1	 ГБОУ ВПО «Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И. Евдокимова» 
Минздравсоцразвития России, Москва 

2 	ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва

Проведено иммуноморфологическое исследование тканей плодного яйца и соскобов эндометрия 
у 96 пациенток с неразвивающейся беременностью в сроке 4–12 недель. Контролем служили  
40 соскобов эндометрия при артифициальных абортах. Показано, что в патогенезе неразвивающейся 
беременности в I триместре определенное значение могут иметь нарушения экспрессии сосудисто-
эндотелиального фактора роста, трансформирующего фактора роста-β1, Bax, Bcl-2 и Ki-67 в тканях 
плодного яйца и эндометрия. 

Ключевые слова: неразвивающаяся беременность, факторы роста, апоптоз, пролиферация

Неразвивающаяся беременность (НБ) является 
одной из актуальных медико-социальных проблем 
в акушерстве и гинекологии. Ее частота, по данным 
разных авторов, варьирует от 45 до 88,6% среди всех 
случаев самопроизвольного прерывания беременности 
в I триместре, а в структуре репродуктивных потерь 
она составляет 10–20%. Исследования последних лет 
свидетельствуют о многофакторности патогенеза НБ. 
Недостаточно изучены его молекулярно-биологические 
механизмы, в частности нарушения продукции факто-
ров роста, ангиогенеза, процессов апоптоза и пролифе-
рации клеток тканей трофобласта и эндометрия. Фор-
мирование сосудистой системы хориона, необходимой 
для имплантации, связано с оптимальной экспрессией 
сосудисто-эндотелиального фактора роста (СЭФР) [5]. 
Значительным пролиферативным и митогенным по-
тенциалом, необходимым для роста, созревания кле-
ток и неоангиогенеза, обладает трансформирующий 
фактор роста бета (ТФР-β1), повышенная продукция 
которого, напротив, инициирует процессы склероза 
тканей [2, 5]. Физиологическая готовность к имплан-
тации бластоцисты и инвазии трофобласта во многом 
обусловлена оптимальным соотношением процессов 
апоптоза и пролиферации клеток эндометрия [8]. В ре-
гуляции апоптоза большое значение имеют несколько 
групп белков, среди которых основные – системы Bcl-2 
и Вах, относящиеся, соответственно, к его ингибиторам 

и индукторам [3]. Активность процессов пролиферации 
принято оценивать по уровню экспрессии негистоново-
го ядерного белка Кi-67, который позволяет выделить 
пролиферирующие клетки, находящиеся во всех фазах 
клеточного цикла, кроме фазы G0 [6]. 

С целью изучения некоторых молекулярно-биоло
гических механизмов формирования НБ в I триместре 
проведено комплексное клинико-морфологическое ис-
следование 96 пациенток в возрасте от 17 до 38 лет 
(средний возраст 25,3±8,1 года), госпитализированных 
с диагнозом угрожающего, начавшегося или несостояв-
шегося аборта в сроке беременности 4–12 недель. Всем 
пациенткам проводилось комплексное обследование 
в соответствии с принятыми стандартами: общекли-
ническое обследование, лабораторные исследования, 
трансвагинальная эхография с допплерометрией [4]. 
При проведении УЗИ диагностировали отсутствие 
сердцебиения эмбриона (плода), по параметрам плод-
ного яйца и предполагаемым срокам беременности 
устанавливали время гибели эмбриона (плода) с по-
следующей постановкой диагноза «неразвивающаяся 
беременность».

Объектом морфологического исследования яв-
лялись удаленные из полости матки ткани плодного 
яйца и соскобы эндометрия. В качестве контроля при 
проведении иммуноморфологических исследований 
использовали 40 образцов абортного материала, по-
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лученного при проведении артифициальных абортов 
на сроке 4–12 недель у женщин, сопоставимых по воз-
расту и данным анамнеза. 

Гистологические исследования проводили по 
стандартной методике, для иммуноморфологического 
исследования использовали иммунопероксидазный 
метод. Гистологические срезы, изготовленные из па-
рафиновых блоков, помещали на покрытые адгезивом 
APES-ацетон предметные стекла. Эндогенную перок-
сидазу в депарафинированных срезах блокировали 3% 
перекисью водорода. Демаскировку антигенов прово-
дили в микроволновой печи в течение 20 минут при 
600 Вт в 0,1 М растворе цитратного буфера (рH 6,0). Ис-
пользовали 5 моноклональных антител (производства 
DAKO, UK, Germany и Lab Vision, USA) к СЭФР (клон 
G153-694), ТФР-β1, Всl-2, Вах и Ki-67. После инкуба-
ции гистологических срезов с первичными антителами 
(рабочее разведение антисывороток – 1:50–100, время 
инкубации – 45–60 минут при температуре +37ºС) их 
обрабатывали вторичными биотилированными анти-
кроличьими иммуноглобулинами. Для последующей 
визуализации результата реакции использовали систе-
му детекции Ultra Vision LP Value HRP Polymer (Lab Vi-
sion, USA). Проводили общепринятые отрицательные и 
положительные контрольные процедуры на используе-
мые реагенты и ткани при обработке параллельных сре-
зов. Отрицательный контроль заключался в проведении 
реакции с исключением первичных специфических 

антител (путем их замены неиммунным реактивом – 
бычьей сывороткой) или специфических антигенов. 
Положительный контроль – с использованием гисто-
логических препаратов рака молочной железы. 

Результаты иммуногистохимических реакций оце-
нивали с помощью полуколичественного морфомет
рического метода [9] отдельно в децидуальных клет-
ках, клетках стромы и эпителии желез эндометрия, 
клетках эпителия и стромы ворсин (в последующем 
для сравнительной оценки тканевых показателей вы-
числяли средние значения для децидуальной ткани, 
ткани эндометрия и ворсин хориона). Определяли 
процент клеток, ядра которых экспрессируют белок 
Ki-67 в 10 полях зрения при увеличении микроскопа 
х 400. Для оценки экспрессии СЭФР, ТФР-β1, Вах и 
Bcl-2 применяли балльную систему. Визуально оце-
нивали интенсивность окраски клеток в баллах от 
0 до 3 (отрицательная, слабая, умеренная и выражен-
ная) и подсчитывали процент позитивно окрашенных 
клеток при каждом значении интенсивности окраски 
(в 10 полях зрения при увеличении микроскопа х 400). 
Коэффициент экспрессии рассчитывали для каждо-
го наблюдения по формуле [9]: К = ∑(Б х П) / 100, 
где Б — интенсивность окраски в баллах (от 0 до 3), 
П – процент окрашенных клеток (от 0 до 100%) для 
каждого значения Б.

Статистическую обработку данных проводили в со-
ответствии с правилами вариационной статистики [1]. 

Таблица
Тканевые показатели экспрессии факторов роста, регуляторов апоптоза и уровня пролиферации  

в изученных наблюдениях

Показатель Группы наблюдений и ткани*: 
1 – децидуальные ткань – децидуальные клетки;

2 – ткань эндометрия – средний показатель для стромальных клеток и эпителия желез эндометрия;
3 – ткань ворсин – средний показатель для стромальных клеток и эпителия ворсин хориона

Контроль, n=40 I группа, n=54 II группа, n=42

1 2 3 1 2 3 1 2 3

СЭФР 1,05±0,11 1,88±0,10 0,72±0,10 0,77±0,09
p=0,05

0,93±0,34
p=0,02

0,35±0,13
p=0,47

1,11±0,11
p1=0,02

1,63±0,24 0,82±0,11
p1=0,01

ТФРβ1 0,18±0,03 0,41±0,02 0,13±0,03 1,24±0,19
p<0,001

0,91±0,15
p=0,01

0,47±0,13
p=0,03

0,25±0,02
p1<0,001

0,57±0,04
p1=0,05

0,18±0,01
p1=0,05

Вах 0,11±0,01 0,21±0,02 0,10±0,01 0,58±0,11
p<0,001

0,46±0,10
p=0,04

0,30±0,08
p=0,04

0,24±0,10
p1=0,03

0,36±0,13 0,11±0,03
p1=0,05

Всl-2 2,24±0,45 2,79±0,78 2,85±0,78 2,10±0,59 2,55±0,71 2,76±0,71 2,13±0,49 2,61±0,41 2,97±0,98

Всl-2/Вах 20,4±2,45 13,3±1,44 28,5±4,60 3,6±0,07
p<0,001

5,5±0,15
p<0,001

9,2±2,10
p<0,001

8,9±3,22
p=0,01

7,3±3,22 26,4±2,50

Кi-67 9,9±1,10 12,6±1,10 38,0±3,88 6,2±1,41
p=0,05

9,2±1,10
p=0,04

29,0±2,10
p=0,03

7,5±0,86 14,0±2,09
p1=0,03

33,2±2,84

* Особенности экспрессии отдельных типов клеток изученных тканей – см. в тексте статьи; р – статистическая значимость раз-
личий с контрольной группой; р1 – статистическая значимость различий с I группой.
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Рис. 1, А–Г. I группа наблюдений. Лимфомакрофагальная инфильтрация с примесью плазмоцитов (а–в), перигландулярный  
и периваскулярный склероз (б, в) и формирование лимфоидных фолликулов со светлыми центрами (Г) в эндометрии.  

Окраска гематоксилином и эозином, А – × 100, б, в – × 140, г – × 400

Данные представлены в виде M±m, где M – среднее 
арифметическое, m – ошибка среднего. Для оценки ста-
тистически значимых различий использовали критерий 
Стьюдента (t), критический уровень значимости (p) 
принимался меньшим или равным 0,05. 

Результаты исследования 40 наблюдений контроль-
ной группы выявили высокие значения экспрессии 
СЭФР и Всl-2 в клетках стромы и части эпителиальных 
клеток желез гравидарного эндометрия, децидуальных 
клетках, стромальных и эпителиальных клетках ворсин 
хориона, а также Кi-67 ядрами тех же типов клеток. 
Минимальная экспрессия отмечена для ТФР-β1 и Вах 
(табл.). Выявленные изменения позволяют предполо-
жить, что при нормальном развитии беременности на 
ранних сроках высокая концентрация СЭФР связана 
с модуляцией процессов эмбриотрофической актив-
ности, тогда как минимальные концентрации ТФР-β1, 
инициирующего реакции локальной иммуносупрес-
сии в гравидарном эндометрии, обеспечивают реакции 

физиологической инвазии трофобласта. Соотношение 
ингибиторов и индукторов апоптоза (Всl-2/Вах), ба-
ланс которых обеспечивает постоянство клеточного 
состава, повышалось, что указывало на подавление 
механизмов запуска программированной клеточной 
гибели, необходимой для нормального развития и ин-
вазии трофобласта.

Из 96 наблюдений НБ в 54 случаях (I группа, 56,3%) 
гистологически выявлялись изменения эндометрия, 
не позволяющие исключить возможность ранее суще-
ствовавшего хронического эндометрита: диффузная, 
преимущественно периваскулярная лимфомакрофа-
гальная инфильтрация с примесью плазмоцитов, фор-
мирование лимфоидных фолликулов со светлыми цент
рами, перигландулярный и периваскулярный склероз 
(рис. 1, А–Г). В 42 наблюдениях НБ (II группа, 43,7%) 
гистологически были выявлены только разной величи-
ны очаги некроза и острое гнойное воспаление тканей 
трофобласта и эндометрия (рис. 2, А, Б). 

А Б

В Г
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В I группе наблюдений отмечались снижение экс-
прессии СЭФР и значительное повышение ТФР-β1 в 
строме и эпителии желез эндометрия, децидуальных 
клетках, стромальных и эпителиальных клетках ворсин 
хориона по сравнению с показателями контрольной 
группы (табл.). Очевидно, что снижение СЭФР пре-
допределяет неполноценную инвазию трофобласта, 
приводя к его повреждению, отслоению и в конечном 
счете прекращению развития беременности. Другой 
составляющей этого механизма потери беременности 
является гиперпродукция ТФР-β1 (рис. 3, А), опосре-
дующего усиление иммунного ответа на трофобласти-
ческие антигены и активацию продукции компонентов 
межклеточного матрикса [2], препятствуя, таким об-
разом, изначально сниженной инвазии трофобласта 
за счет дефицита СЭФР. Каскад изменений ростовых 
факторов, локальная гипоксия на фоне нарушений 
развития сосудистого компонента могут приводить к 
активации механизмов клеточной гибели, в частности 
посредством активной экспрессии индуктора апопто-
за Вax, а также снижению пролиферативной активно-
сти клеток, что и было установлено.

Во II группе наблюдений экспрессия СЭФР как в 
клетках стромы и эпителии желез гравидарного эндо-
метрия, так и в децидуальных клетках, а также в стро-
мальных клетках ворсин была достаточно выражена, не 
отличаясь от показателей контрольной группы, и оказа-
лась выше, чем в I группе (рис. 3, Б). Нельзя исключить, 
что высокие значения экспрессии СЭФР обусловлены 
не только физиологическими механизмами развития 
беременности, но и прямой стимуляцией его продукции 
провоспалительными цитокинами I типа (интерферо-
ны, ИЛ-1, ФНОα) при остром воспалении. Послед-
ние наряду с активацией апоптоза клеток (умеренная 
экспрессия в децидуальных клетках Вах со снижени-
ем соотношения Вcl-2/Вax) (рис. 3, В, Г) оказывают 

прямое эмбриотоксическое действие и способствуют 
активации протромбиназы, предопределяя тромбозы, 
инфаркты трофобласта, его отслойку и гибель [6, 7]. 
Низкая экспрессия ТФРβ1 при остром воспалении так-
же, возможно, связана с активацией цитотоксической 
активности макрофагов [2].

Таким образом, проведенное исследование выявило 
при НБ в I триместре различные нарушения экспрессии 
факторов роста, процессов апоптоза и пролиферации 
в тканях плодного яйца и эндометрии. Дальнейшее 
изучение молекулярно-биологических механизмов 
патогенеза НБ позволит с новых позиций рассматри-
вать проблему невынашивания беременности и откроет 
перспективы поиска диагностических критериев, путей 
своевременной профилактики и патогенетического ле-
чения данной патологии.
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эндометрия. Окраска гематоксилином и эозином, × 120

А Б



клиническая и экспериментальная морфология       3/2012 15

клиническая морфология

8.	 Apoptosis, bcl-2 expression, and proliferation in benign and 
malignant endometrial epithelium: an approach using multipa-
rameter flow cytometry / Morsi H.M. et al. // Gynecol. Oncol. 
2000. V. 77. P. 11–17.

9.	 Immunocytochemical analysis of estrogen receptors as a pre-
dictor of prognosis in breast cancer patients: comparison with 
quantitative biochemical methods / L.B. Kinsel et al. // Cancer 
Res. 1989. V. 49. P. 1052–1056.

Рис. 3, а–г. Результаты иммуноморфологического исследования I группы (а) и II группы (б–г) наблюдений; а – выраженная 
экспрессия ТФР-β1 в децидуальных клетках; б – выраженная экспрессия СЭФР преимущественно в эпителии и части клеток 

стромы ворсин и умеренная  в децидуальных клетках; В – выраженная экспрессия Всl-2 в клетках хориального эпителия ворсин; 
Г – умеренная экспрессия Вах в клетках стромы ворсин хориона и крайне слабая  в клетках хориального эпителия.  

Непрямой иммунопероксидазный метод с антителами к ТФР-β1(а), СЭФР (б), Всl-2 (в), Вах (г); а, г – × 200, в, б – × 120 

а б

В Г

DISORDERS OF ANGIOGENESIS, APOPTOSIS AND PROLIFERATION IN THE TISSUE  
OF THE GESTATIONAL SAC AND ENDOMETRIUM IN NON-DEVELOPING PREGNANCY 
OF THE FIRST TRIMESTER
N.A. Sementsova, Ju.N. Ponomareva, T.G. Barsanova, O.V. Zayratyants

Tissue of the gestational sac and endometrial scrapings of 96 women with non-developing pregnancy (weeks 
4 to 12) was studied immunomorphologically. Forty endometrial scrapings obtained from artificial abortions 
served as controls. Impaired expression of vascular endothelial growth factor, transforming growth factor-β1, 
Bax, Bcl-2 and Ki-67 in the tissue of the gestational sac and endometrium are shown to be involved in the 
pathogenesis of non-developing pregnancy of the first trimester.

Key words: non-developing pregnancy, growth factors, apoptosis, proliferation
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КОЛИЧЕСТВЕННОЕ 
И ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ 
ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ  
ПРИ ДЛИТЕЛЬНО ТЕКУЩЕМ САХАРНОМ 
ДИАБЕТЕ 1-го ТИПА у ВЗРОСЛЫХ
А.Е. Прощина, В.М. Барабанов, Ю.С. Кривова, С.В. Савельев
ФГБУ «НИИ морфологии человека РАМН», Москва

В работе исследованы аутопсии поджелудочной железы (ПЖ), полученные от 5 лиц, страдавших дли-
тельное время сахарным диабетом 1-го типа (СД1), и 9 лиц, не страдавших нарушениями углеводного 
обмена и заболеваниями ПЖ. При гистологическом исследовании выявлена воспалительная реакция 
в экзокринной части ПЖ 3 пациентов с СД1. Наибольший вклад в эту реакцию вносили CD16+ и 
CD25+ клетки. Кроме того, при СД1 были выявлены достоверное увеличение относительного коли-
чества больших островков ПЖ (диаметр >100 мкм) и занимаемой ими площади на фоне уменьшения 
количества островков в целом. Предполагается, что в результате СД1 не происходит полноценного 
обновления популяции В-клеток, секретирующих инсулин, и образования новых островков.

Ключевые слова: сахарный диабет 1-го типа, островки поджелудочной железы, инсулин

Сахарный диабет – группа эндокринных заболе-
ваний, развивающихся вследствие абсолютной или 
относительной недостаточности гормона инсулина. 
Тяжелая недостаточность инсулина при отсутствии 
его заместительного введения приводит к гипергли-
кемии и кетоацидозу – биохимическим признакам 
сахарного диабета 1-го типа. К середине 80-х годов 
прошлого столетия в диабетологии сложилась кон-
цепция аутоиммунного патогенеза СД1, основное 
положение которой сводится к тому, что причиной 
гибели В-клеток, содержащих инсулин, является ауто
иммунная агрессия против них [1, 11]. У пациентов с 
недавно выявленным СД1 аутоиммунные процессы 
проявляются в форме инсулита – хронической воспа-
лительной инфильтрации мононуклеарными клетка-
ми остаточных В-клеток в островках поджелудочной 
железы [3]. Хотя инсулит и считается характерным 
для начальных стадий СД1, гистологически и имму-
ногистохимически он был описан только примерно в 
150 случаях за 100 лет изучения [14]. 

Несмотря на заметные успехи в лечении диабета, 
СД1 по-прежнему остается одной из ведущих причин 
развития финальных стадий почечной болезни, слепо-
ты и ампутаций [11]. В настоящее время активно раз-
рабатываются новые методы трансплантации для вос-
становления углеводного обмена у больных диабетом. 
При этом вопрос о механизмах и последовательности 

формирования зрелых мозаичных островков у человека 
до сих пор остается открытым [6]. 

Целью нашей работы было выявить количественные 
и иммуногистохимические изменения в ПЖ человека 
при длительно текущем СД1 по сравнению с контролем.

Материалы и методы
В работе использовали аутопсийный материал, со-

бранный в 2007–2011 годы в больницах Москвы, и из 
коллекции лаборатории развития нервной системы 
НИИ морфологии человека РАМН. Нами были иссле-
дованы образцы ПЖ 5 лиц, страдавших, по данным 
клинического диагноза, СД1, и 9 лиц без нарушений 
углеводного обмена и заболеваний ПЖ в качестве конт
роля (табл.). 

Материал был зафиксирован в 10% кислом форма-
лине, нейтральном формалине (4% параформальдегид 
на 0,1 М фосфатном буфере, рН 7,5) или жидкости 
Буэна. Кусочки из хвостовой части ПЖ обезвожива-
ли в спиртах восходящей концентрации и диоксане и 
заливали в парафин. Для всех образцов готовили се-
рийные срезы толщиной 5 или 10 мкм. Впоследствии 
срезы депарафинировали, гидратировали, проводили 
гистологическую окраску по Маллори и гематоксили-
ном–эозином. 

Для иммуногистохимического исследования ПЖ 
срезы инкубировали при комнатной температуре в те-



клиническая и экспериментальная морфология       3/201218

клиническая морфология

чение 45 минут с антителами к инсулину (мышиные 
моноклональные антитела, Sigma, 1:1000–1:2000) 
и глюкагону (мышиные моноклональные антитела, 
Sigma, 1:2000–1:16000). В работе также использова-
лись антитела к маркерам иммунологического ряда 
(Lab  Vision Corp, NeoMarkers, RTU). Демаскирование 
антигена (кипячение срезов в 0,01 М цитратном буфе-
ре в течение 10 минут) было проведено для реакции 
с антителами к CD8, CD16, CD25 и CD71. С антите-
лами к CD8 (кроличьи, эпитопспецифичные) срезы 
инкубировали при комнатной температуре в течение 
20 минут, к CD20, CD25 (мышиные, моноклональ-
ные) – в течение 1 часа и, наконец, с антителами к 
CD16 и CD71(мышиные моноклональные) – в течение 
2 часов. Для выявления этих антигенов использовали 
Ultra Vision Detection System Anti-polyvalent (Lab Vision 
Corp). Для всей серии антител проведен как негатив-
ный, так и позитивный контроль. 

На срезах также проведено двойное иммуногисто-
химическое окрашивание в реакциях инсулин (мыши-
ные моноклональные антитела, ThermoScientific, 1:400) 
плюс глюкагон (кроличьи поликлональные антитела, 

ThermoScientific, 1:100). Для выявления указан-
ных антигенов использована система детекции 
MultiVision Polymer Detection System: MultiVi-
sion anti-rabbit/HRP + anti-mouse/AP polymers 
(ThermoScientific). 

Все полученные препараты оценивали ви-
зуально с помощью микроскопа Leica DMLS. 
Видеозахват осуществлялся с помощью каме-
ры Sony SSc–Dc50P. Оценку количественных 
параметров проводили полуавтоматическим 

методом при помощи программы NIH ImageJ 1.43u. 
Сначала измеряли общую площадь среза при увели-
чении объектива х 1,6. Затем вычислялось количество 
островков диаметром от 40 до 100 мкм и отдельно 
островков диаметром больше 100 мкм, а также зани-
маемая ими площадь в срезе. Вычислялось процентное 
соотношение количества крупных и средних островков 
и процентное соотношение занимаемой ими площади. 
Статистические расчеты проводили по критерию Ман-
на–Уитни при помощи программы Statistica 6. 

Результаты и обсуждение
Уже на гистологическом уровне нами были выявле-

ны заметные отличия в образцах ПЖ, полученных от 
пациентов с СД1, от контрольных образцов. В наблюде-
нии 5с выявлена заметная атрофия ПЖ, в наблюдении 
4с обнаружено жировое перерождение в экзокринной 
части и отложение бесструктурного матрикса вдоль 
капилляров в ряде островков. В наблюдениях 1с, 2с и 
3с была выражена воспалительная реакция (рис. 1А). 
При этом не наблюдалось классической картины пери-
инсулита и инсулита. В очагах воспаления при помощи 

Рис. 1. Серийные срезы 
ткани ПЖ пациента 2с: 

А – окраска гематоксилин-
эозином, × 100;  

Б – иммуногистохимическая 
реакция на CD 16, × 100;  

В – иммуногистохимическая 
реакция на CD 25, × 100;  

Г – иммуногистохимическая 
реакция на CD 71, × 100, 

стрелками отмечен  
крупный островок;  

на врезах фрагменты того же 
островка, × 1000

А Б

В Г

Таблица
Половозрастная характеристика доноров ткани ПЖ  

(с – лица с СД1, н – контроль)

№ 1с 2с 3с 4с 5с 1н 2н 3н 4н 5н 6н 7н 8н 9н

Возраст 27 41 41 41 66 24 27 31 35 51 55 60 62 70

Пол м м м м м м м м м м м м м м
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иммуногистохимических методов нами были иденти-
фицированы CD16 и СD25 положительные клетки 
(рис. 1 б, в). При этом реакция на CD8 оказалась не-
значительной. Кроме того, в аутопсиях, полученных 
от больных диабетом, и тех, в которых наблюдалась 
воспалительная реакция, увеличивалось число кле-
ток, положительных на антитела к рецептору транс-
феррина (CD71). В некоторых островках эти клетки 
обнаруживались и внутри капилляров (рис. 1 г). Коли-
чество клеток, положительных на антитела к CD20, во 
всех исследованных образцах было незначительным. 
Эти клетки встречались только в достаточно крупных 
кровеносных сосудах. В контроле реакция на все эти 
антитела наблюдалась лишь в небольшом числе клеток 
внутри крупных сосудов.

В контроле нами выявлены различные типы орга-
низации эндокринной части ПЖ: от единичных инсу-
линсодержащих клеток до крупных панкреатических 
островков. При окрашивании на глюкагон во всех слу-
чаях СД1 были выявлены как единичные глюкагон-
содержащие клетки, так и островки. Только в одном 

случае (наблюдение 2с) полностью отсутствовала им-
муноположительная реакция на инсулин (рис. 2 а). 
В наблюдении 1с выявлялись лишь единичные инсу-
линположительные клетки, рассеянные в ацинарной и 
протоковой ткани (рис. 2 б). В трех случаях (наблюде-
ния 3с, 4с и 5с) нами выявлены инсулинположительные 
клетки и в островках ПЖ (рис. 2 в, г). 

Количество островков диаметром больше 100 мкм 
относительно общего числа островков при СД1 возрас-
тало (р<0,05). Соответственно, возрастала и занимае-
мая этими островками относительная площадь (p<0,01) 
(рис. 3 а, б).

Обнаруженные нами гистологические изменения в 
ПЖ при СД1, такие как выраженная воспалительная 
реакция и атрофия экзокринной части ПЖ, являются 
характерными и неоднократно описаны [7, 9, 12]. Хотя 
изменения в наблюдении 4с более характерны для са-
харного диабета 2-го типа [2], они также были описаны 
для СД1 [5, 9]. 

Феномен инсулита, как лимфоидная инфильтрация 
островковых клеток, обнаруженная при аутопсиях под-

Рис. 2. Двойная иммуногистохимическая окраска на инсулин (синий) и глюкагон (красный), × 1000:  
А – полное отсутствие реакции на инсулин у пациента 2с; Б – остаточная секреция инсулина у пациента 1с;  

В, Г – примеры сохранения В-клеток в островках ПЖ у пациентов 3с и 4с

А Б

В Г
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желудочной железы больных с недавно выявленным 
СД 1-го типа, описан в 1965 г. [8] и был подтвержден 
в дальнейших работах на животных. Мононуклеарные 
клетки включают преимущественно активированные 
Т-лимфоциты (CD4+, CD8+), то есть имеющие экс-
прессию рецептора интерлейкина-2, а также макрофа-
ги. Присутствуют и В-лимфоциты [1]. При инсулите на-
блюдается селективная гибель В-клеток ПЖ, в то время 
как другие эндокринные клетки остаются интактными. 
Инсулит характерен для островков, в которых сохрани-
лась значительная часть В-клеток. В основном счита-
ется, что инсулит характерен для детей и подростков 
с впервые выявленным СД1 [8, 14]. У взрослых лиц 
с продолжительным течением диабета он выявляется 
редко [9, 13, 14], однако описаны случаи инсулита и 
после 8 лет длительности СД1 [4]. 

К сожалению, мы не располагаем информацией о 
точной продолжительности течения СД1 у исследо-
ванных нами пациентов, но, судя по гистологическо-
му и иммуногистохимическому состоянию ПЖ этих 
больных, СД1 развивался у них в течение длительного 
времени. В нашем исследовании ни в одном из образ-
цов не была выявлена картина инсулита, однако в трех 
случаях из пяти нами обнаружена выраженная воспа-
лительная реакция в экзокринной части, причем в двух 
случаях (наблюдения1с и 2с) В-клетки в эндокринной 
части практически не выявлялись. Следовательно, эту 
реакцию сложно считать направленной только против 
инсулинсодержащих клеток. Воспалительная реакция в 
экзокринной части ПЖ больных с разной длительностью 
СД1 была выявлена и другими авторами, например при 
проведении национального исследования СД1 в Японии 
[9]. Это позволило авторам даже высказать предполо-
жение о принципиальном отличии протекания СД1 у 
японцев по отношению к представителям белой расы.

Наибольший вклад в развитие обнаруженной нами 
реакции вносили CD16+ и CD25+ клетки. CD16 являет-
ся антигеном NK-клеток и клеток миеломоноцитарного 
происхождения. Кроме того, CD16 также служит ре-
цептором при антителозависимой клеточной цитоток-
сичности и клеток, экспрессирующих интерлейкин-2. 

СD25 – маркер лимфоцитарной активации и рецептор 
фактора роста Т-клеток. Он экспрессируется в активи-
рованных Т- и В-лимфоцитах, а по некоторым источ-
никам, в NK-клетках и макрофагах. Повышенная экс-
прессия в этих образцах CD71 свидетельствует о том, 
что в воспалительной реакции участвуют клетки, про-
шедшие недавно пролиферацию. В формировании на-
блюдавшейся нами реакции Т(CD8+)- и В-лимфоциты 
(CD20) принимали незначительное участие. Таким об-
разом, в обнаруженной реакции ведущую роль, по всей 
видимости, играют активированные цитотоксические 
Т-лимфоциты и NK-клетки, что соответствует данным 
литературы [10, 11].

Несмотря на большие индивидуальные различия, 
нами была выявлена общая закономерность – увели-
чение числа крупных островков по сравнению с не-
большими и, соответственно, значительное увеличение 
площади, занимаемой большими островками на срезе. 
Ранее нами [2] было описано общее сокращение числа 
островков при СД1 за счет инсулинположительных и 
глюкагонположительных клеток. Схожие данные были 
получены и другими исследователями [9]. В половине 
случаев СД1 из 47 изученных они не смогли обнару-
жить инсулинсодержащие клетки, а в пяти случаях – 
глюкагонсодержащие. Возможно, эти данные можно 
интерпретировать следующим образом: при СД1 по 
неизвестной нам причине, предположительно из-за 
аутоиммунной атаки, не образуются новые островки 
и постепенно с течением болезни их становится все 
меньше. 

Заключение
Таким образом, основным становится вопрос, не 

почему при СД1 гибнут В-клетки, а почему их популя-
ция не восстанавливается. Его решение может открыть 
новые перспективы в лечении данного заболевания.

Исследование поддержано специализированным 
фондом управления целевым капиталом для выполне-
ния научно-исследовательских работ в области био-
логии и медицины «Фундаментальный».

Рис. 3. Процентное соотношение а) числа островков диаметром больше 100 мкм и островков диаметром 40–100 мкм  
при СД1 и в контроле, б) площади, занимаемой островками разного диаметра в срезе
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QUANTITATIVE AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY OF THE PANCREAS OF ADULT 
PATIENTS WITH LONG-TERMED DIABETES MELLITUS TYPE 1
A.E. Proshchina, V.M. Barabanov, Yu.S. Krivova, S.V. Saveliev

We studied pancreatic autopsy samples in 5 adult patients with long-termed diabetes mellitus type 1 and of 9 
adults not suffering from metabolic disorders of carbohydrate and diseases of the pancreas using histological, 
immunohistochemical and quantitative methods. We have identified the inflammatory response in the acinar 
pancreatic tissue of three patients with diabetes. CD16+ and CD25+ cells were the major contributors to this 
reaction. Insulitis was not detected in any of the cases examined. In addition, the significant increase was 
revealed in the relative number and area of large islets with a diameter of more than 100 microns against the 
background of decreased total number of islets. Diabetes mellitus type 1 is supposed to inhibit the renewal 
of the population of B-cells secreting insulin and the formation of islets. 
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онтогенетические трансформации 
цито- и ангиоархитектоники 
сосцевидных тел   
головного мозга человека
А.В. Павлов 1,2, С.В. Савельев 2

1 ГОУ ВПО РязГМУ Минздравсоцразвития России, Рязань 
2 ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва

Гистологическое и иммуногистохимическое исследование архитектоники ядер сосцевидных тел 
обеих гендерных групп показало наличие возрастной инволютивной трансформации их нейронного, 
глиального и сосудистого компонентов. Выявлена гендерная специфичность изменений средних зна-
чений основных параметров нейро-глио-сосудистых ансамблей сосцевидных тел в процессе позднего 
постнатального онтогенеза лиц разного пола и возраста. Выявлены закономерности сроков появления 
и интенсивности инволютивных изменений цито- и ангиоархитектоники ядер сосцевидных тел у 
представителей разных полов. 
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Изучение преобразований, происходящих в органах 
и тканях организма в течение жизни, остается акту-
альной задачей современной биологии и медицины. 
В настоящее время изучение сосцевидного комплекса 
представляется важным уже с позиций их анатоми-
ческого размещения и топографии. Как правило, со-
сцевидному комплексу отводят роль исключительно 
коммуникативной структуры ввиду того, что большая 
ее часть занята миелинизированными волокнами, фор-
мирующими ряд крупных проводящих путей и связы-
вающими ключевые структуры головного мозга. По 
современным представлениям характерной особенно-
стью коммуникативных структур является отсутствие 
возрастных изменений или гендерной специфичности, 
проявляющихся в процессе жизни. Яркий пример об-
разований, основной функцией которых служит пере-
дача информации от одной анатомической структуры 
к другой, – латеральный и медиальный пучки мозга. 
При этом ни одно исследование не подтверждает на-
личие в них возрастных изменений в зависимости от 
гендерных признаков. 

Результаты клинических исследований подтверж-
дают также актуальность изучения половых различий 
в человеческом мозге. Так, было показано, что некото-
рые неврологические и психические заболевания чаще 
наблюдаются у представителей одного пола: аутизм, 
эпилепсия, шизофрения (Зенков Л.Р., 2002; Swaab D.F., 
2004; Goldstein Jill M., 2007). Вместе с тем данные ли-
тературы, касающиеся изучения полового диморфиз-

ма мозга человека в целом и гипоталамуса в частности, 
весьма немногочисленны и часто противоречивы. Еще 
меньше работ посвящено описанию морфологии сосце-
видных тел гипоталамуса. Тем не менее исследование 
полового диморфизма гипоталамических структур че-
ловека может не только раскрыть механизм репродук-
тивного поведения и половой ориентации, но и предо-
ставить весьма важные клинические данные о половых 
различиях, затрагивающих риск и течение некоторых 
заболеваний.

Целью исследования было изучение онтогенетиче-
ских особенностей нейро-глио-сосудистых ансамблей 
сосцевидных тел головного мозга человека с учетом 
половой принадлежности.

Материалы и методы
 Исследование проводили на аутопсийном мате-

риале головного мозга людей обоего пола, смерть 
которых не была напрямую связана с заболевания-
ми нервной системы. Материал фиксировали в 10% 
кислом или нейтральном забуференном формалине 
(4% параформальдегид на 0,1М фосфатном буфе-
ре, pH 7,5), жидкости Буэна, жидкости Карнуа или 
спирт-формалином по методу Леннера (1 часть 40% 
формалина и 2 части 80% спирта) и заливали в пара-
фин. Выполняли серии срезов, которые окрашивали 
по стандартным гистологическим и иммуногистохи-
мическим методикам. В работе использовали нейро-
маркеры (к нейронспецифическому бета 3-тубулину, 
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нейронспецифической энолазе, основному белку мие-
лина, глиальному фибриллярному кислому белку). 
Работа с антителами проводилась согласно рекомен-
дуемому производителем протоколу. Весь материал 
распределили на группы по гендерно-возрастным 
признакам. Ввиду морфофизиологических особен-
ностей второго периода зрелого возраста для более 
детальной оценки изменений, происходящих в со-
сцевидных телах в это время, данный период подраз-
деляли на четыре субпериода: 36–40, 41–45, 46–50, 
51–55 лет. В каждой группе выполняли морфометри-
ческий анализ следующих параметров: количество 
глиальных клеток, количество нейронов, количество 
сосудов, площадь нейронов. Рассчитывали степень 
васкуляризации и глио-сосудистый индекс. 

Статистическую обработку данных проводили с 
применением пакета анализа Microsoft Exsel и Statistica 
6.0, NCSS 2004. Оценку значимости различия средних 
значений и частоты проявления признаков в различных 
исследованных группах осуществляли с помощью па-
раметрических и непараметрических методов оценки 
гипотез.

Результаты и обсуждение
При анализе полученных в ходе исследования дан-

ных было установлено, что с первого периода зрелого 
возраста морфометрические характеристики ядер со-
сцевидных тел показывают выраженную гендерную 

специфичность, которая не проявлялась в более ранних 
возрастных группах. 

У мужчин средние значения количества глиальных 
клеток с возрастом изменяются: с 372,29±11 клеток 
в юношеском периоде они возрастают до 631,17±26 
клеток в пожилом возрасте, соответственно увеличи-
ваясь на 41%. При этом наиболее выраженное стати-
стически достоверное увеличение числа глиальных 
клеток у мужчин определяется во втором периоде зре-
лого возраста, когда разница значений между первым 
и вторым периодом по данному параметру достигает 
35,4% (р< 0,001).

В женской группе увеличение числа глиальных кле-
ток происходит с 319±19 в первом периоде до значений 
629,40±25,58 во втором. Средние значения отличаются 
более чем на 49%. При этом последующий рост дан-
ного показателя относительно возраста происходит 
плавно: прирост его составляет 6,3% с 46 до 55 лет, и 
7,3% с 55 до 74 лет. 

В мужской группе средние значения количества 
нейронов в сосцевидных телах с возрастом имеют тен-
денцию к снижению на 39%, уменьшаясь к пожилому 
возрасту с 105,23±8 клеток до 64,16±4 клеток в пяти 
полях зрения. 

Число нейронов в сосцевидных телах женщин с 
возрастом статистически достоверно уменьшается на 
30,4%. При этом отмечается резкое снижение средних 
значений количества нервных клеток ко второму перио-

Рис. 1. Участок сосцевидных тел мужчины 34 лет.  
GFAP-иммунопозитивные клетки и волокнистые структуры пограничной  

глиальной мембраны и подлежащего слоя.  
А – × 200, Б – × 400

А Б
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ду зрелого возраста. Разница значений определяется 
как 40%. В пожилом возрасте наступает своеобразная 
стабилизация падения средних значений этого показа-
теля и даже отмечается некоторый рост. 

Значения глиального индекса также имеют стати-
стически достоверные изменения во всех возрастных 
группах. Разница значений средних показателей между 
юношеским и пожилым периодом у мужчин составляет 
73,4% (р<0,001). Наиболее выраженные изменения по-
казателя глиального индекса определяются ко второму 
периоду зрелого возраста, когда средние значения уве-
личиваются на 59,7% по сравнению с первым зрелым 
периодом. 

В связи с резким изменением числа глиальных 
клеток у женщин отмечается сильная корреляцион-
ная связь глиального индекса с возрастом. Коэффи-
циент корреляции по данному показателю равен 0,77,  
р< 0,001.

Возрастные изменения нейро-глио-сосудистых ан-
самблей сосцевидных тел головного мозга сопрово-
ждаются появлением нервных клеток, в цитоплазме 
которых определяются гранулы липофусцина. У муж-
чин статистически значимые и достоверные измене-
ния показателя средних значений числа таких клеток 
определяются, начиная с первого периода зрелого 
возраста, и достигают своих максимальных значений 
в пожилом возрасте, увеличиваясь с 4,60±1 клетка 
до 34,96±2 клетки, соответственно. Разница средних 

значений между этими периодами составляет 86,8%. 
При этом наиболее выраженный рост числа клеток с 
липофусцином отмечается во втором периоде зрело-
го возраста. Достоверные различия средних значений 
этого параметра у мужчин ко второму периоду зрелого 
возраста достигают 79,3% (р<0,001).

При оценке возрастных изменений средних значе-
ний количества нейронов с липофусцином в цитоплаз-
ме следует отметить, что в отличие от мужской группы 
у женщин наличие данного параметра можно оценивать 
только со второго периода зрелого возраста. Разница 
значений между вторым зрелым и пожилым периодами 
у женщин по данному показателю составляет 24,8%. 
С возрастом у мужчин отмечается уменьшение средних 
показателей числа микрососудов на 58,2%. Особенно 
резко значения этого показателя уменьшаются в пожи-
лом возрасте. Между вторым периодом зрелого возрас-
та и пожилым определяется статистически достоверное 
отличие показателя количества микрососудов на 48% 
(р<0,001). Соответственно этому падает степень ва-
скуляризации сосцевидных тел к пожилому возрасту. 
Коэффициент корреляции этого параметра у мужчин 
с возрастом имеет значение –0,58.

Возрастное снижение количества сосудов у жен-
щин также более выражено. Среднее значение этого 
показателя к пожилому возрасту снижается на 57,5%. 
При этом наиболее выраженное изменение данного 
показателя наблюдается во втором периоде зрелого 

А Б

Рис. 2. Участок сосцевидных тел женщины 72 лет.  
GFAP-иммунопозитивные клетки и волокнистые структуры пограничной  

глиальной мембраны и подлежащего слоя.  
А – × 200, Б – × 400
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возраста с 46 лет. Соответственно этому изменяется 
и степень васкуляризации сосцевидных тел, снижа-
ясь со значения 14,82±1,05 в юношеском возрасте до 
6,27±0,54 в пожилом. 

Средние показатели площади нейронов сосцевид-
ных телах мужской группы с возрастом имеют тенден-
цию к увеличению. Статистически достоверные отли-
чия между юношами и мужчинами пожилого возраста 
по данному показателю составляют 18,6%. Наиболее 
интенсивное увеличение средних значений площади 
нейронов в сосцевидных телах у мужчин происходит 
к концу первого периода зрелого возраста, разница зна-
чений с юношеским возрастом составляет 14,8%. По-
следующее увеличение показателей площади нейронов 
протекает постепенно, возрастал в среднем на 2,5% за 
каждый возрастной период. 

Средние значения площади нейронов у женщин, как 
и в мужской группе, увеличиваются, достигая стати-
стически достоверных различий в пожилом возрасте 
(39,4%). 

Оценивая результаты микроморфометрического ис-
следования нейро-глио-сосудистых ансамблей сосце-
видных тел головного мозга мужчин, можно отметить 
следующее. С возрастом происходят статистически 
достоверные изменения средних значений всех вы-
бранных параметров. Сила корреляционной связи этих 
изменений относительно возраста может быть охарак-
теризована, в среднем, как умеренная. Отмечается рост 
средних значений таких параметров как количество 
глиальных клеток, глиальный индекс, количество ней-
ронов с включениями липофусцина и площадь нейро-
нов. С возрастом достоверно уменьшаются значения 
показателей числа нейронов, капилляров.

В целом динамику средних значений параметров 
нейро-глио-сосудистых ансамблей в женской группе 
можно охарактеризовать следующим образом. С воз-
растом происходит увеличение средних значений ко-
личества глии, нейронов с липофусцином, площади 
нейронов. Наблюдается уменьшение средних значений 
количества нейронов, капилляров и площади ядра ней-
рона. 

При анализе корреляционной связи ряда средних 
значений морфометрических параметров нейро-глио-
сосудистых ансамблей мужчин и женщин в возрасте 
от 16 до 74 лет определяются статистически значимые 
значения коэффициента корреляции при р<0,05. Наи-
более выраженная связь отмечается между половыми 
группами по показателям глиального индекса, что 
может быть объяснено с тех позиций, что показатели 
среднего количества глиальных и нервных клеток так-
же имеют достоверную корреляцию. 

При анализе возрастных изменений исследуемых 
параметров сосцевидных тел можно отметить их схо-
жую динамику в обеих гендерных группах. При этом 
время наступления и выраженность изменения их сред-
них значений зависят от пола. Следует отметить, что 
сила корреляционной связи исследуемых параметров 
с возрастом в разных половых группах отличается. 
В целом можно сказать, что изменения, протекающие 
в соотношениях нейрон–глия–капилляр сосцевидных 
тел мужчин, отличаются от схожих процессов в жен-
ской группе меньшей силой корреляционной связи с 
возрастом. Несмотря на то, что наиболее выраженные 
изменения средних значений морфометрических пара-
метров происходят в обеих половых группах во втором 
периоде зрелого возраста, в женской группе они прояв-
ляются на 5 лет раньше и отличаются интенсивностью.

Выводы
Применение разнообразных методик позволило дать 

морфологическую характеристику нейро-глиальных 
отношений, а также динамику числа микрососудов 
в ядрах сосцевидных тел лиц в различных возраст-
ных и половых группах. Выявлена четкая гендерная 
специфичность онтогенетических изменений выбран-
ных параметров, поэтому сосцевидные тела головного 
мозга человека не могут рассматриваться в качестве 
коммуникативного центра.
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Ontogenetic transformations in cyto- and angioarchitectonics  
OF MAMMILLARY bodies of human brain
Pavlov A.V., Saveliev S.V.

Histological and immunohistochemical architectonics of mammillary bodies investigation both gender groups 
showed the presence of age-involutive transformation of neuronal, glial and vascular components. Identified 
gender specificity changes in average values ​​of the main parameters of the neuro-glio-vascular ensembles 
mammillary bodies during late postnatal ontogeny of humans in different age and gender. The performed 
investigation demonstrated patterns and timing of the involutive changes of cyto- and angioarchitectonics 
in mammillary bodies of human brain in different sexes. 
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Эмфизема легких (ЭЛ) – один из наиболее частых 
клинико-морфологических синдромов в патологии ор-
ганов дыхания. По данным метаанализа R.J. Halbert 
et al. [8], у взрослого населения ЭЛ встречается с часто-
той 0,5–5,7%. Большой проблемой является не только 
высокая заболеваемость ЭЛ, но и фактическое отсут-
ствие лечебных средств, влияющих на прогрессиро-
вание патологического процесса в легких. Согласно 
общепринятому определению, эмфизема легких – это 
необратимое увеличение воздушного пространства 
дистальнее терминальных бронхиол, сопровождаю-
щееся деструкцией стенок ацинуса без их сопутствую-
щего фиброза [20]. Однако устоявшееся представление 
о необратимости эмфизематозных изменений ткани 
легких было подвергнуто сомнению после ряда экс-
периментов, доказывающих возможность регенерации 
поврежденных структур экстрацеллюлярного матрикса 
легочной паренхимы под влиянием ретиноевой кисло-
ты [10, 18]. Также было показано, что в сохранивших-
ся клеточных элементах тканей легких идет активный 
синтез эластина и коллагена [26]. В нашем исследо-
вании у больных, оперированных по поводу тяжелой 
эмфиземы, обнаружена гиперэкспрессия фактора роста 
эндотелия (VEGF) в паренхиме легких, что свидетель-
ствовует в пользу процессов активного ангиогенеза [1]. 
Одна из гипотез патогенеза ЭЛ предполагает, что в его 
основе лежит нарушение баланса между повреждением 
и регенерацией альвеолярных структур. 

Естественный интерес к проблеме регенерации в 
легких вызывают активно развивающиеся техноло-
гии трансплантации стволовых клеток (СК). Тем не 
менее, до последнего времени опубликованы резуль-
таты единичных исследований, оценивающих возмож-
ные эффекты различных видов СК на патологический 
процесс в экспериментальных моделях ЭЛ. В 2008 г. 
G. Zhen et al. [28] показали, что введение крысам с 
папаининдуцированной эмфиземой легких мезенхи-
мальных стволовых клеток (МСК) приводит к мигра-
ции их в легкие с последующей дифференцировкой в 
альвеолоциты II типа, ингибирует процессы апоптоза и 
предотвращает развитие ЭЛ. Schweitzer et al. [23] пока-
зали снижение активности воспаления в дыхательных 
путях и уменьшение числа погибших альвеолоцитов и 
эндотелиоцитов после трансплантации МСК жировой 
ткани мышам с эмфиземой, вызванной хронической 
экспозицией табачного дыма или блокадой рецепторов 
VEGF. Однако H. Kubo [14] не подтверждает регене-
ративный эффект экзогенных МСК костного мозга в 
экспериментальной модели ЭЛ у мышей. Исходя из 
противоречивости данных об эффектах лечения МСК 
в ранее проведенных исследованиях, нами была вос-
произведена острая модель эмфиземы легких у крыс с 
последующей трансплантацией МСК и морфометри-
ческой оценкой респираторного отдела легких.

Целью исследования стало изучение влияния у 
крыс с эмфиземой, индуцированной интратрахеальным 
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введением панкреатической эластазы, внутривенной 
трансплантации аллогенных мезенхимальных стволо-
вых клеток в разные сроки на ткань легких.

 
Материалы и методы

В эксперименте было использовано 40 самок крыс 
линии Вистар в возрасте 3 месяцев массой 180–200 г. 
Животным 1-й группы (10 крыс) одномоментно ин-
тратрахеально вводили 0,4 мл 0,9% раствора NaCl. 
Остальным 30 крысам однократно эндотрахеально 
вводили 20 ЕД свиной панкреатической эластазы 
(Sigma, США) в 0,4 мл 0,9% NaCl. После инстилля-
ции крыс поворачивали в разные стороны в течение 
1 минуты для равномерного распределения жидкости 
в дыхательных путях. Для обездвиживания животных 
во время интратрахеальных инъекций предварительно 
внутрибрюшинно вводили раствор нембутала в дозе 
40 мг/кг массы тела. 

Из 30 животных с экспериментальной эмфиземой 
легких 10 были использованы в качестве группы срав-
нения (2-я группа). Третьей группе крыс через 1 сутки 
после начала эксперимента в хвостовую вену вводили 
по 2х106 суспензии аллогенных МСК, содержащихся 
в 0,5 мл физиологического раствора (3-я группа). Жи-
вотные 4-й группы получили ту же дозу МСК через 
7 суток после введения эластазы. 

Культура МСК (пассаж 5) была выращена из кост-
ного мозга самок крыс Вистар по модифицирован-
ной методике [6]. У крыс-доноров клетки костного 
мозга для посева в культуру получали из бедренной 
кости после введения им летальной дозы нембутала 
(70 мг/кг). Полученные в строго стерильных услови-
ях примерно 107 костномозговых клеток помещали в 
пробирки с гепарином (100 ЕД/мл пунктата). После 
отстаивания эритроцитов в течение 1–2 часов при 
комнатной температуре супернатант отсасывали па-
стеровской пипеткой, выделенные клетки отмывали 
в среде 199 (Sigma, СШA), центрифугировали при  
1000 об/мин в течение 10 минут, осадок ресуспендиро-
вали в ростовой среде. В качестве ростовой брали среду 
RPMI-1640 (Sigma, СШA), содержащую пенициллин 
(100 ЕД/мл), амфотерицин (100 нг/мл), L-глутамин 2 мМ, 
20% эмбриональной телячьей сыворотки. Культивиро-
вание проводилось в пластиковых флаконах Карреля 
(Sigma, СШA) c площадью дна 25 см2, в которые вносили  
5 × 106–107 клеток костного мозга в 8 мл ростовой 
среды. Флаконы продували газовой смесью, содержа-
щей 5% углекислого газа и 95% воздуха, и помеща-
ли их в термостат 37оС. Продувание флаконов такой 
газовой смесью проводили каждый раз, когда меняли 
среду или пересевали клетки в новые культуральные 
флаконы. При достижении сливного (конфлюент-
ного) монослоя клетки пересевали с использовани-
ем 0,25% раствора трипсина (Sigma, США) в новые 
флаконы сначала с той же площадью дна (25 см2), 
а впоследствии, при нарастании клеточной массы, – 
в большие культуральные флаконы с площадью дна 

175 см2. Такой метод позволял к концу 5–6-й не-
дели добиться получения популяции МСК в числе  
(1–2) × 108 клеток, достаточных для трансплантации в 
организм крыс-реципиентов.

Крыс выводили из эксперимента на 21-й день внут
рибрюшинным введением нембутала в дозе 70 мг/кг 
массы. При достижении наркотизации проводили пе-
ритонеальный лаваж, промывая брюшную полость 
5 мл забуференного физиологического раствора (ЗФР, 
рН 7,4). Модифицирующие эффекты МСК на уровень 
зимозаниндуцируемой продукции активных форм кис-
лорода (АФК) перитонеальными макрофагами (ПМ) 
оценивали в тесте люминолзависимой хемилюми-
несценции (ХЛ) [4]. Пул ПМ выделяли на градиенте 
Histopaque 1077/1119 (Sigma, СШA). Для определения 
продукции АФК в кюветы люминометра LKB-Wallac 
1251 вносили по 106 выделенных ПМ в 600 мкл ЗФР, 
содержащей 10-4 М люминола (Serva). Затем в термо-
статируемую при +37оС кювету в кюветодержателе лю-
минометра автоматически по специальной программе 
LKB-Wallac 1254-124 Phagocytosys Program добавля-
ли суспензию опсонизированного зимозана (Serva) 
до конечной концентрации 1,25 мг/мл. Регистрация 
зимозаниндуцированной хемилюминисцентной (ХЛ) 
активности в милливольтах/106 клеток продолжалась 
в течение 30 минут через каждые 2–3 минуты. Данные 
представляли как средние величины показаний пика 
ХЛ-активности макрофагов от 12 параллельных из-
мерений. 

После забора материала для определения ХЛ‑ак
тивности макрофагов для фиксации легких интратра-
хеально через катетер вводили жидкость Боуэна под 
давлением 12 см вод. ст. до полного расправления лег-
ких, заполнявших всю плевральную полость. После 
этого перевязывали трахею, извлекали из плевраль-
ной полости комплекс легкие–сердце и помещали его в 
жидкость Боуэна, в 5-кратном размере превышающую 
объем легких, на 3 суток. Затем из каждого легкого 
вырезали пластины толщиной 0,4 см перпендикулярно 
к воротам легкого через все его отделы. Полученные 
срезы обезвоживали в возрастающих по концентрации 
спиртах, заливали в парафин и приготавливали срезы 
толщиной 0,4–0,5 мкм. Полученные срезы окрашива-
ли гематоксилином и эозином, пикрофуксином по ван 
Гизону. С помощью объект-микрометра измеряли ши-
рину альвеолярных ходов между замыкательными пла-
стинками входа в альвеолы, ширину и глубину альвеол, 
открывающихся в альвеолярные ходы. Все измерения 
проводили строго перпендикулярно к продольной оси 
альвеолярных ходов. Вычисляли также соотношение 
ширины к глубине альвеол (альвеолярный индекс), ха-
рактеризующее степень выраженности ЭЛ [5]. 

Статистическую обработку результатов проводили 
при помощи пакета прикладных программ Statistica 
for Windows StatSoft Inc (версия 6.0). Данные таблиц 
представлены как выборочное среднее ± стандартное 
отклонение. Достоверность различий оцениваемых по-
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казателей между исследуемыми группами вычисля-
лась методом однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA). Различия считали статистически достовер-
ными при p<0,05.

Результаты и обсуждение
Результаты морфометрического анализа ткани лег-

ких в разных группах животных представлены в та-
блице 1. 

Таблица 1
Морфометрические характеристики ткани легких  

в контрольной и экспериментальных группах  
(n – число измеренных альвеолярных ходов и альвеол)

Группы Ширина 
альвеолярного 

хода (мкм)

Альвеолярный индекс  
(отношение ширины
к глубине альвеол)

1-я 
(контроль) (n=65) 43,2±2,0 (n=59) 0,78±0,04

2-я (n=76) 100,0±2,0 (n=73) 1,16±0,04

3-я (n=60) 66,5±3,8 (n=57) 0,71±0,04

4-я (n=38) 60,8±4,3 (n=41) 0,49±0,06

Ширина альвеолярного хода Альвеолярный индекс

 1-я – 2-я, 3-я, 4-я р<0, 001 1-я – 2-я, 4-я р<0,001 

 2-я – 3-я, 4-я р<0,001 2-я – 3-я, 4-я р<0,001

 3-я – 4-я р>0,05 3-я – 4-я р<0,001

1-я – 3-я р>0, 05

Как видно из таблицы 1, во 2-й группе эксперимен-
тальной эмфиземы ширина альвеолярных ходов увели-
чивалась на 231% по отношению к контрольной груп-
пе (рис. 1 а, б), что свидетельствовало об успешном 
моделировании острой ЭЛ. При введении МСК через 
сутки после создания модели острой эмфиземы легких 
ширина альвеолярных ходов уменьшалась в среднем 
на 50,3% по сравнению с группой животных, которым 
МСК не вводили (рис. 1 в). У животных, которым МСК 
вводили на 7-е сутки развития эмфиземы легких, этот 
показатель снижался в большей степени – на 64,5%, 
но был выше на 40,7% по сравнению с контрольной 
группой (рис. 1 г). Другой количественный показатель 
выраженности ЭЛ – альвеолярный индекс – достовер-
но возрастал на 149% во 2-й группе по отношению к 
контролю. При введении МСК на 1-е и 7-е сутки после 
введения эластазы альвеолярный индекс достоверно 
уменьшался, соответственно, на 163,4% и 237% по 
отношению к значению данного показателя в группе 
контрольной ЭЛ (табл. 1). 

Исследуя показатели хемилюминесцентной актив-
ности перитонеальных макрофагов, мы получили дан-
ные, в целом отражающие морфологические изменения 
в экспериментальных группах (табл. 2). Высший пик 
ХЛ-активности ПМ пришелся на животных 2-й груп-
пы (57,3±1,3 мВ/106 клеток), что практически в 2 раза 
выше, чем в 1-й группе. В группах лечения МСК по-
казатель ХЛ-активности ПМ снижался в среднем на 
60% (3-я группа) и 79,6% (4-я группа), но не достигал 
уровня у крыс без эмфиземы легких. 

Результаты проведенного исследования свидетель-
ствуют о положительных морфологических и иммуно-
логических эффектах трансплантации МСК в острой 

Рис. 1. Ткань легких. Окраска 
гематоксилином и эозином, × 100 

А – альвеолярные ходы и альвеолы 
в контрольной группе; Б – расширение 

альвеолярных ходов при острой 
эмфиземе легких на 21-е сутки 

эксперимента;  
В – альвеолярные ходы и альвеолы 
после введения МСК со 2-х суток 

эксперимента; Г – альвеолярные ходы 
и альвеолы после введения МСК  

на 7-е сутки после создания 
экспериментальной эмфиземы

А Б

В

Г
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эластазной модели ЭЛ. По-видимому, МСК оказали 
сдерживающее влияние на развитие ЭЛ после эластаз-
ного повреждения. Несмотря на то, что биохимические 
процессы деградации экстрацеллюлярного матрикса 
паренхимы легких фиксируются уже в первые часы 
после эндотрахеального введения эластазы, значимые 
морфологические изменения находят обычно к концу 
2-й недели эксперимента [15]. При этом гибель аль-
веолоцитов и эндотелиоцитов, снижение содержания 
эластина, коллагена и ламинина в альвеолярных стен-
ках наблюдаются с первого дня эластазного повреж-
дения [15, 22].

В нашем исследовании более выраженный регене-
ративный эффект наблюдался в группе, получившей 
МСК на 7-й день эксперимента (4-я группа). Возмож-
но, это связано с тем, что в ближайший период от мо-
мента повреждения легких часть МСК «отвлекалась» 
на нейтрализацию острого воспалительного ответа, 
развивающегося после введения эластазы [17]. Дока-
зательством противовоспалительной активности МСК 
могут служить результаты оценки индуцированной 
хемилюминесценции перитонеальных макрофагов [2]. 
Массированный выброс активных радикалов кисло-
рода (синглетный кислород, перекись водорода, ги-
похлорит, супероксидный анион-, гидроксильный и 
гидроперекисный радикалы, оксид азота) в резуль-
тате «метаболического взрыва» является одним из 
основных и начальных звеньев цитостатической и 
цитотоксической активации фагоцитов, естествен-
ных киллеров в отношении микробных, опухолевых 
и переживающих клеток [3, 24]. При использовании 
ХЛ-теста было обнаружено, что введение эластазы и 
развитие эмфиземы легких усиливают способность 
эффекторных клеток генерировать активные формы 
кислорода, что свидетельствует о системном воспа-
лительном ответе. С другой стороны, в группах, по-
лучивших клеточную терапию, пик ХЛ-активности 
перитонеальных макрофагов достоверно уменьшался, 
приближаясь к уровню у контрольных животных без 
эмфиземы легких. 

Таким образом, мы предполагаем, что часть МСК 
оказывала противовоспалительный эффект и поэтому 
меньшее число МСК участвовало в последующем про-
цессе восстановления клеточных и каркасных струк-
тур, что объясняет больший регенерационный эффект 
в группе, получившей МСК не на следующий, а на 7-й 
день после эластазной травмы. 

Механизмы восстановления паренхимы легких 
в результате введения МСК до настоящего времени 
окончательно не установлены, хотя в ряде исследова-
ний показаны миграция МСК в легкие и превращение 
экзогенных МСК в альвеолярный эпителий и эндоте-
лий [11, 13, 27]. В более поздних работах установлено, 
что трансформация МСК в альвеолоциты происходит 
не более чем у 1% от введенного пула МСК [12, 16], 
однако эти данные были получены не на модели эм-
физемы, а при экспериментальном муковисцидозе и 
блеомициновом фиброзе. Вероятно, больший вклад в 
регенерацию ткани легких при эмфиземе вносят пара-
кринные эффекты клеточной терапии. G. Zhen et al. [29] 
продемонстрировали положительное влияние МСК на 
тканевую экспрессию фактора роста эндотелия (VEGF) 
и подавление апоптоза эпителия у крыс с ЭЛ, вызван-
ной инстилляцией папаина в дыхательные пути. В ис-
следовании E.P. Ingenito et al. [9] на модели ЭЛ у овец 
показана продукция МСК интегринов, компонентов 
экстрацеллюлярного матрикса (коллагена IV, ламинина 
и фибриллина), рецепторов фактора роста тромбоцитов 
и трансформирующего фактора роста β2. В этой же 
работе установлено, что часть МСК встраивается в аль-
веолярные стенки и перибронхиальный интерстиций 
при эндобронхиальном введении, а часть подвергается 
апоптозу. 

Вероятны также активирующие эффекты экзоген-
ных МСК на резидентные СК легких. Как и в других 
органах, в легких имеются собственные МСК, среди ко-
торых выделяют клетки протоков желез подслизистого 
слоя трахеи, базальные клетки эпителия межхрящевых 
зон нижней части трахеи, клетки Клара терминальных 
и респираторных бронхиол, альвеолярных ходов и 
альвеолоциты II типа [21]. Одним из путей активации 
стационарных СК легких может быть экспрессия эк-
зогенными СК ростовых факторов, в частности фак-
тора роста кератиноцитов [7]. По-видимому, сумма-
ция разных эффектов трансплантированных МСК как 
основного компонента физиологической и «аварийной» 
регенерации разных органов и тканей взрослого орга-
низма [19] определяет как торможение развития ЭЛ, 
так и восстановление поврежденных структур ткани 
легких при острой эластазной модели. 

Заключение
 В проведенном исследовании была показана прин-

ципиальная возможность сдерживающего, регенера-
тивного и системного противовоспалительного эф-
фекта при внутривенном введении аллогенных МСК в 
экспериментальной эластазной модели эмфиземы лег-

Таблица 2
Пиковые значения хемилюминесцентной активности 

перитонеальных макрофагов  
в контрольной и экспериментальных группах

Группы Средние величины показаний пика 
ХЛ-активности макрофагов (мВ/106 клеток)

1-я группа 28,8±1,1*

2-я группа 57,3±1,3

3-я группа 35,8±1,6*

4-я группа 31,9±1,9*

* – p <0,001 в сравнении со 2-й группой
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ких у крыс. Учитывая низкую иммуногенность МСК, 
можно ожидать подобного эффекта и при введении ксе-
ногенных МСК, что наблюдалось в экспериментальных 
моделях при других заболеваниях [25]. 
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Еffects of allogeneic mesenchymal stem cells on lung tissue in rat 
experimental model of pulmonary emphysema
А.V. Averyanov, A.L. Chernyaev, A.G. Konoplyannikov, V.N. Petrov, O.A. Konoplyannikova, E.V. Ageeva,  
O.P. Kuzovlev, N.S. Kulagina, A.E. Trusov, K.S. Voytkovskaya

We studied the lung tissue in rats with emphysema induced by intratracheal administration of pancreatic 
elastase at different times after intravenous transplantation of allogeneic mesenchymal stem cells. We revealed 
that allogeneic mesenchymal stem cells administered intravenously could have inhibitory, regenerative and 
systemic anti-inflammatory effects on rat lungs in the experimental elastase model of pulmonary emphysema. 
Considering the low immunogenicity of mesenchymal stem cells, a similar effect can be expected after 
administration of xenogeneic mesenchymal stem cells.
Key words: experiment, emphysema, mesenchymal stem cells.
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 Иммунная система может идентифицировать и 
разрушать вновь образуемые опухолевые клетки, то 
есть осуществлять противоопухолевый иммунный 
надзор. В процессе онкогенеза, в результате много-
численных мутаций, опухолевые клетки начинают 
экспрессировать измененные антигенные пептиды, 
которые могут быть распознаны иммунной системой 
как измененное «свое» [27]. К настоящему времени в 
многочисленных экспериментальных и клинических 
исследованиях получены неоспоримые доказательства 
участия клеток врожденного и адаптивного иммуните-
та в противоопухолевом иммунном надзоре [12, 25]. 
Взаимосвязь между врожденным и приобретенным 
противоопухолевым иммунитетом при развитии про-
тективного Т-клеточного ответа осуществляется при 
участии цитокинов, хемокинов и ассоциированных 
с гибелью клеток молекулярных паттернов (damage-
associated molecular pattern, DAMP) [2, 23]. Ответ на 
опухоль может быть зарегистрирован при in vitro со-

культивировании опухолевых клеток и спленоцитов 
иммунокомпетентных мышей по выработке провос-
палительных цитокинов. Эффект опухолеспецифичен и 
проявляется уже через 4 часа, достигая максимального 
значения через 24 часа. Цитокины, вырабатываемые в 
популяции клеток селезенки в ответ на опухоль, вклю-
чают фактор некроза опухоли (ФНО)-α, интерлейкин 
(ИЛ)-6, интерферон (ИФ)-γ [1]. В популяции спленоци-
тов клетки-эффекторы, отвечающие на опухоль в столь 
ранние сроки, представлены дендритными клетками, 
плазмацитоидными клетками, естественными киллер-
ными клетками и ИФ-продуцирующими киллерными 
дендритными клетками [21, 24, 26], а также макрофа-
гами и не рестриктированными по главному комплексу 
гистосовместимости γδ Т-клетками [27]. Иммуноген-
ный потенциал опухолевых клеток, то есть способность 
к индукции противоопухолевого иммунного ответа, 
определяется набором белков с иммуномодулирующи-
ми свойствами, называемыми сигналами опасности, 
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Стимуляция опухолеспецифического 
иммунного ответа цитостатическими 
химиопрепаратами в популяции клеток 
селезенки мышей in vitro
И.М. Богданова, Е.А Пономаренко
ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва

 Исследовали влияние противоопухолевых химиопрепаратов доксорубицина, цисплатина и топо-
текана на клетки опухолевых линий различного генеза in vitro. Культивирование опухолевых кле-
ток с клетками селезенки интактных мышей приводит к опухолеспецифической активации имму-
нитета, регистрируемой по выработке провоспалительных цитокинов фактора некроза опухоли-α 
и интерферона-γ. При оценке прямого цитотоксического эффекта химиопрепаратов на клетки  
опухолевых линий выявлены чувствительные и резистентные линии. Предварительная обработка опу
холевых клеток цитостатиками с последующей отмывкой приводит к повышению уровня цитокинов в 
культуральном надосадке 24-часовых культур опухолевых клеток и клеток селезенки. Это, очевидно, 
связано с усилением экспрессии иммуногенных детерминант на опухолевых клетках, претерпевающих 
начальную стадию апоптоза. Взаимосвязь между повышением иммуногенного потенциала опухоле-
вых клеток, обработанных цитостатиками, и их чувствительностью к действию химиопрепаратов 
выявлена только при использовании опухолевых линий одного тканевого происхождения, глиоблас
том 101.8 и С6. В случае с клетками L929 (фибробластоподобная опухолевая клеточная линия), 
резистентными к цитотоксическому действию цитостатиков, выявлена обратная зависимость между 
резистентностью опухоли к цитостатикам и индукцией иммуногенного потенциала. Возможно, экс-
прессия иммуногенных детерминант на опухолевых клетках и их гибель, индуцированная действием 
препаратов, значительно разобщены во времени. Для ответа на поставленные вопросы необходимы 
дополнительные эксперименты.

Ключевые слова: опухолевые клеточные линии, клетки селезенки, иммуногенность, противоопу
холевые химиопрепараты
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которые регистрируются клетками иммунной системы 
через соответствующие рецепторы. Повышение уровня 
таких сигналов – один из способов индукции эффек-
тивного противоопухолевого иммунного ответа.

 Результаты многочисленных работ последних лет, 
посвященных этой проблеме, свидетельствуют о за-
висимости между типом гибели опухолевых клеток и 
экспрессией молекулярных детерминант, ассоцииро-
ванных с иммуногенным потенциалом опухоли [3, 28]. 
Апоптоз, или физиологическая гибель клеток, – не-
прерывный неиммуногенный процесс обновления кле-
точного пула организма, который протекает в отсут-
ствие сигналов опасности, исходящих от погибающих 
клеток [4], однако апоптотическая гибель опухолевых 
клеток, индуцированная стрессом (радио- или химио-
терапия), может приводить к повышению их имму-
ногенности [13, 22, 23]. Показано, что цитостатики 
антрациклинового ряда вместе с прямым действием 
индуцируют развитие противоопухолевого иммунного 
ответа в системе врожденного и адаптивного иммуни-
тета [9, 10, 15, 17], необходимого для оптимального 
терапевтического результата. Приобретение опухоле-
выми клетками иммуногенного фенотипа зависит от 
ряда факторов. Наряду с внутренними факторами, ко-
торые определяют тип ответа, а также потенциальную 
иммуногенность опухолевых клеток, важное прогно-
стическое значение имеет функциональное состояние 
иммунной системы хозяина [29].

 Иммуногенная клеточная гибель вовлекает изме-
нения состава клеточной поверхности и освобождение 
растворимых иммуногенных сигналов. Иммуногенная 
клеточная гибель характеризуется ранней экспрессией 
шаперонов на клеточной поверхности, включая каль-
ретикулин и/или белки теплового шока. Преапоптоти-
ческая транслокация внутриклеточного кальретикули-
на на поверхности плазматической мембраны имеет 
ключевое значение для распознавания и захвата по-
гибающих опухолевых клеток дендритными клетками 
(ДК), а также влияет на созревание ДК [7, 8, 14, 20]. 
Блокада или нокдаун кальретикулина подавляют фа-
гоцитоз обработанных доксорубицином опухолевых 
клеток и отменяют их иммуногенность у мышей. Дру-
гие ДНК-повреждающие агенты, такие как митомицин 
С и этопозид, не индуцируют иммуногенную гибель 
клеток [19]. В экспериментальной системе на мышах, 
несущих стабилизированные канцерогениндуцирован-
ные опухоли, удачный исход лечения доксорубицином в 
большой степени зависит от участия как врожденного, 
так и адаптивного иммунитета [16]. Нами разработана 
модельная система для регистрации ранней (до 24 ча-
сов) провоспалительной реакции клеток селезенки мы-
шей на клетки опухолевых линий in vitro, основанная 
на определении уровня референс-цитокинов, ФНО-α и 
ИФ-γ в культуральном надосадке спленоцитов и опу-
холевых клеток [1]. 

 Цель настоящей работы – исследование способ
ности используемых в клинике химиопрепаратов ин-

дуцировать иммуногенную клеточную гибель в опухо-
левых клеточных линиях крысы и мыши in vitro. 

Maтериалы и методы
 В работе использовали самцов мышей линии 

C57BL/6 весом 20–22 г (питомник «Столбовая»). Экспе-
риментальные процедуры на животных проводились в 
соответствии с приказом МЗ СССР № 755 от 12.8.1977. 

 В экспериментах использовали культивируемые ли-
нии опухолевых клеток – L-929 (фибросаркома мыши), 
YAC-1 (Т-лимфома мыши), 101.8 и С6 (глиобластомы 
крысы из коллекции линий глиом НИИ морфологии че-
ловека, предоставленные А.С. Халанским и Л.И. Кон-
даковой). Клетки поддерживались субкультивирова-
нием в среде RPMI 1640 с 10% фетальной телячьей 
сыворотки, 20 мкг/мл гентамицина и 2 мМ глутамина. 

 В работе использовали цитостатические химио-
препараты: доксорубицин (Dox) – антрациклиновый 
антибиотик, цисплатин (Cis) – препарат на основе пла-
тины и топотекан (Topo) – ингибитор топоизомеразы I, 
предоставленные А.С. Халанским.

 Для получения культуральных надосадков клетки 
селезенки мышей C57BL/6 (5 × 106/мл) инкубировали 
с клетками опухолевых линий (5 × 105/мл) в течение 
24 часов при +37ºС в СО2-инкубаторе. По окончании ин-
кубации клетки осаждали центрифугированием, надо-
садки отбирали и хранили до тестирования при –20ºС. 

 Цитокины в культуральных надосадках опреде-
ляли иммуноферментным методом c помощью ком-
мерческих наборов ELISA для детекции ИФ-γ мыши и 
ELISA (mouse Th1/Th2 10plex Kit) от Bender MedSystem 
GmbH. В последнем случае определение цитокинов 
проводили на проточном цитофлуориметре Cytomics 
FC500 BeckmanCoulter.

 Оценку цитотоксического действия химиопрепара-
тов проводили с использованием колориметрического 
метода определения жизнеспособности клеток [18]. 
Опухолевые клетки инкубировали в 96-луночных 
плоскодонных панелях (5 × 104 клеток/лунку) в тече-
ние 24 часов для получения монослоев. Затем в лун-
ки добавляли серийные разведения цитостатиков от 
10 мкг/мл до 0,01 мкг/мл в объеме 50 мкл (в случае с 
суспензионной культурой YAC-1 1-й этап 24-часовой 
инкубации клеток исключали) и инкубировали 1 сут-
ки. В контрольных лунках цитостатики отсутствова-
ли. По окончании инкубации в лунки добавляли по 20 
мкл МТТ(3-(4,5-диметилтиразол-2-ил)-2б5-дифенил 
тетразолий бромид) (Sigma) с концентрацией 5 мг/
мл и инкубировали 4 часа при +370С. Панели цен-
трифугировали 5 минут. При 1500 об/мин надосадки 
удаляли и в каждую лунку добавляли по 100 мкл HCl-
изопропанола. После тщательного пипетирования про-
водили фотометрию на многоканальном планшетном 
фотометре ANTHOS 2010 (Австрия) при длине волны 
495 нм. Процент цитолиза определяли по формуле  
D1 – D2/D1 × 100(%), где D1 – оптическая плотность 
контрольных, а D2 – опытных образцов.
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 Для обработки опухолевых линий цитостатиками 
клетки L929, 101.8 и C6 в концентрации 5 х 105/мл в 
объеме 1 мл помещали в лунки 24-луночных панелей 
и инкубировали при +370С с 5% СО2 в течение 24 ча-
сов. К полученным монослойным культурам клеток 
добавляли цитостатики – Dox, Cis и Topo (10 мкг/мл) 
и инкубировали 2–4 часа. Затем культуры отмывали 
3 раза бессывороточной средой, доводили объем до 
1 мл полной культуральной средой и добавляли спле-
ноциты (5 х 106/мл). Инкубировали 24 часа, надосадки 
отбирали, центрифугировали и хранили при –20°С [ 7].

 Статистическую обработку результатов проводи-
ли методами вариационной статистики с вычислени-
ем средней арифметической и ее стандартной ошибки 
(М±m). О достоверности различий средних величин 
судили по критерию t-Стьюдента. 

Результаты и обсуждение
 Для оценки прямого действия химиопрепаратов на 

клетки опухолевых линий различного генеза исполь-
зовали доксорубицин, цисплатин и топотекан. Нами 
обнаружены различия по чувствительности к цитоста-
тикам тестируемых опухолевых линий. На рисунке 1 
видно, что клетки линий L929 и С6 в значительной 
степени резистентны, а YAC-1 и 101.8 – чувствитель-
ны к цитолитическому действию химиопрепаратов. 
Несмотря на различную химическую природу ис-
пользуемых препаратов, их эффект на опухолевые 
клетки практически идентичен. В связи с этим нам 
представлялось интересным определить зависимость 
между таким свойством опухолевых клеток как чув-
ствительность к цитотоксическому действию химио-
препаратов и способностью к индукции цитокинов в 
популяции клеток селезенки интактных мышей. Мы 
полагали, что уровень экспрессии иммуногенных 
детерминант, ассоциированных с начальной стадией 
гибели опухолевых клеток по механизму апоптоза, 
должен быть выше в клетках чувствительных, чем ре-
зистентных линий и, соответственно, вызывать более 
интенсивную продукцию провоспалительных цито-
кинов. Данные, представленные в таблице 1, полно-
стью подтверждают это предположение. Значительно 
более высокий уровень выработки ФНО-α и ИФ-γ и 
небольшое, но достоверное повышение продукции 
ИЛ-6 и ИЛ-10 зарегистрированы в надосадках сокуль-
тур чувствительных опухолевых клеток 101.8 и спле-
ноцитов С57BL/6, чем при использовании в качестве 
индукторов этих цитокинов резистентной линии С6. 
Таким образом, чувствительность к химиопрепаратам 
ассоциирована с повышением иммуногенности опухо-
левых клеток. Выработка других цитокинов, ИЛ-1α, 
ИЛ-2, ИЛ-5, ГМ-КСФ, ИЛ-4, ИЛ-10 не зарегистриро-
вана, что может быть связано с их недетектируемым 
уровнем в столь ранние сроки активации врожденного 
иммунитета. 

 При анализе результатов, полученных с использо-
ванием в качестве индуктора цитокинов другой рези-

стентной линии, L929, выявлено повышение иммуно-
генности, индуцируемое химиопрепаратами (табл. 1). 
В данной экспериментальной системе использованы 
опухолевые линии различного тканевого происхожде-
ния. Мы полагаем, что исход химиотерапии наряду с 
чувствительностью к препаратам связан с другими 
многочисленными факторами [29]. Очевидно, в случае 
с опухолевыми клетками L929 обработка их химиопре-
паратами, индуцирующая экспрессию иммуногенных 
детерминант на клеточной поверхности, и гибель кле-
ток могут быть разобщены по времени. Действительно, 
удлинение срока экспозиции L929 с химиопрепаратами 
с 24 до 48 часов значительно повышает процент гибели 
этих клеток (данные не представлены). 

Для продолжения работы необходимо расширение 
панели опухолевых линий и, возможно, потенциаль-
ных индукторов иммуногенности опухолевых мише-
ней. Также необходимо проведение анализа причин 
резистентности опухолевых клеток к цитостатическому 
действию химиопрепаратов. Здесь следует иметь в виду 
феномен множественной лекарственной резистентно-
сти (multidrug resisitance, MDR). Р-гликопротеин, Pgp, 
кодируемый MDR1 геном, – АТФ-зависимый трансмем-
бранный транспортер, который осуществляет активный 
выброс различных токсинов, включая противоопухоле-
вые препараты, из клетки. Высокий уровень экспрессии 
этого белка в опухолевых клетках сообщает им рези-

Рис. 1. Влияние химиотерапевтических препаратов  
на жизнеспособность клеток опухолевых линий
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стентность к Pgp-транспортируемым лекарственным 
препаратам. Важным является оценка экспрессии Pgp 
на мембране опухолевых клеток, а также подавление 
его функции сурфактантами или неспецифическими 
ингибиторами протеинкиназы С [6].

Заключение
Таким образом, в результате проведенного иссле-

дования показано, что тестируемые нами химиопре-
параты доксорубицин, цисплатин и топотекан наряду 
с прямым цитотоксическим действием повышают им-
муногенность опухолевых клеток и индуцируют более 
высокий уровень иммунного ответа в популяции кле-
ток селезенки мышей, регистрируемый по выработке 
основных противоопухолевых цитокинов.

 Кроме того, показано наличие взаимосвязи между 
чувствительностью опухолевых клеток к цитостати-
кам и индукцией противоопухолевого ответа в систе-
ме врожденного иммунитета при использовании опу
холевых клеточных линий одного генеза (глиобластомы 
крысы 101.8 и С6). 
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STIMULATION OF TUMOR-SPECIFIC IMMUNE RESPONSE BY CYTOSTATIC 
CHEMOTHERAPEUTIC DRUGS IN MOUSE SPLEEN CELL POPULATIONS IN VITRO
I.M. Bogdanova, E.A. Ponomarenko

We studied the effects of anticancer chemotherapeutic drugs (doxorubicin, cisplatin, topotekan) on the 
different tumor cell lines in vitro. The cocultivation of spleen cells from intact mice with tumor cells resulted 
in the activation of tumor-specific immune response detected by the production of proinflammatory cytokines 
TNF-α and IFN-γ. Estimating the direct cytotoxic effect of chemotherapeutic drugs revealed sensitive and 
resistant cell lines. Pretreatment of tumor cells by cytostatics and subsequent washing leaded to increased 
cytokine levels in the supernatant of 24-hour culture of tumor and splenic cells. That was obviously connected 
with the enhanced expression of immunogenic determinants in tumor cells undergoing the initial stage of 
apoptosis. The relationship between increased immunogenic potential of tumor cells and their susceptibility 
to chemotherapeutic drugs was recordrd only in tumor cell lines of the same origin, from glioblastomas 101.8 
and C6. L929 cells (fibroblast-like tumor cell line) were resistant to cytotoxic effect of chemotherapeutic 
drugs. Inverse relationship between tumor resistance to cytostatics and the induction of immune potential 
was revealed. Expression of immunogenic determinants on tumor cells and their drug-induced death seem 
to be significantly separated in time. Additional experiments are clearly needed to answer these questions.

Key words: tumor cell lines, spleen cells, immunogenicity, chemotherapeutic drugs
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Морфологические проявления язвенного колита, описанные в литературе, касаются слизистой обо-
лочки. Изменения мышечного слоя ободочной кишки не изучены. Целью работы было изучение 
гистологических и ультраструктурных изменений стенки ободочной кишки, а также оценка состава 
просветной микрофлоры у мышей Balb/C при язвенном колите, индуцированном декстрансульфатом 
натрия. 
Показано, что потребление 5–7% раствора декстрансульфата натрия приводит к быстрому и значи-
тельному количественному и качественному изменению микрофлоры толстой кишки и нарушению 
эпителиального барьера. При морфологическом исследовании ободочной кишки во всех ее отделах 
выявляется эрозивно-язвенный колит. Методом электронной микроскопии в гладких миоцитах и 
интерстициальных клетках Кахаля преимущественно циркулярного слоя мышечной оболочки обна-
руживаются деструктивные изменения разной степени выраженности, в ряде случаев с переходом 
в некротические. Выявленные альтеративные изменения клеток мышечной оболочки ободочной 
кишки приводят к нарушению ее перистальтической активности, снижению скорости продвижения 
содержимого, что, наряду с нарушением эпителиальной выстилки, способствует транслокации пер-
систирующих в кишке условно патогенных и транзиторных патогенных микроорганизмов.
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Среди воспалительных заболеваний кишечника 
у человека наиболее распространены хронический 
неспецифический язвенный колит и болезнь Крона. 
Этиология этих заболеваний неясна, а патогенетиче-
ские механизмы связаны с нарушениями взаимодей-
ствия иммунной системы кишечника и его микробиома, 
обусловленными генетической предрасположенностью 
организма и рядом внешних и внутренних факторов [6]. 

Для изучения патогенетических механизмов вос-
палительных заболеваний кишечника широко исполь-
зуется экспериментальная модель острого язвенного 
колита, разработанная Okayasu et al. (1990). Воспа-
лительный процесс в толстой кишке развивается при 
пероральном потреблении мышами вместо питьевой 
воды раствора низкомолекулярного декстрансульфата 
натрия (dextransodium sulphat, DSS) ad libitum. 

Известно, что в развитии воспалительного процесса 
участвуют как гуморальное, так и клеточное звенья 
иммунитета, при этом особую роль играют хелперные 
Т-клетки (Th). В настоящее время некоторые авторы 
предполагают, что острый DSS-индуцированный ко-

лит у мышей обусловлен дисбалансом в системе Th1–
Th17. Хронизация воспалительного процесса в толстой 
кишке связана с переключением иммунного ответа на 
Th2-тип [11]. Большинство авторов, исследовавших 
воспалительные заболевания кишечника на модели 
DSS-колита, использовали животных с генетически об-
условленным преимущественно Th1-опосредованным 
типом иммунного ответа. Применение в этих целях мы-
шей с преимущественно Th2-типом иммунного ответа 
ограничено несколькими работами, а результаты этих 
исследований по воспроизводимости модели противо-
речивы [3, 5, 12]. Морфологические проявления остро-
го язвенного колита, описанные в литературе, касают-
ся только слизистой оболочки. Изменения мышечного 
слоя ободочной кишки не изучены. 

Воспроизведение всех экспериментальных моделей 
воспалительных заболеваний кишечника, включая ис-
пользование генетически модифицированных живот-
ных и DSS-индуцированный колит, требует наличия 
в кишке бактерий-комменсалов [2, 9]. В ряде работ 
показано, что при развитии хронического колита про-
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исходит снижение биологического разнообразия бак-
терий, населяющих кишечник, и значительное умень-
шение количества некоторых бактерий-симбионтов, 
сочетающееся с увеличением количества токсигенных 
Escherichia coli инвазивного фенотипа [1]. Следова-
тельно, необходимо комплексное исследование морфо-
логических и бактериологических проявлений колита. 

В связи с изложенным выше целью работы было 
изучение морфологических изменений стенки ободоч-
ной кишки и кишечной микрофлоры у мышей линии 
Balb/C при экспериментальном остром язвенном коли-
те, индуцированном декстрансульфатом натрия.

Материалы и методы
В работе были использованы 2 группы половозре-

лых самцов мышей линии Balb/c – по 8 особей в каж-
дой. Мыши опытной группы получали раствор DSS в 
питьевой воде по следующей схеме: 5% раствор DSS 
в течение первых 4 суток эксперимента и 7% раствор 
DSS в течение следующих 3 суток. В эксперименте 
был использован DSS (молекулярная масса 100 000 Da; 
Fluka, США). Мыши контрольной группы получали 
обычную питьевую воду в течение всего эксперимента. 
Оценку состояния микрофлоры кишечника контроль-
ной и опытной групп оценивали высевом гомогената 
свежеполученных фекалий в физиологическом раст
воре (1:9 по весу) на соответствующие питательные 
среды (HiMedia, Индия). Определяли следующие груп-
пы микроорганизмов: количество лактозоположитель-
ных и лактозоотрицательных энтеробактерий, энтеро-
кокков (Enterococcus faecalis et fecium), лактобактерий. 
Подсчет колоний проводили через 18–36 часов роста. 
Показатели выражали в КОЕ/мг фекалий.

 Для исследования микробиологической обсеме-
ненности образцы органов стандартных размеров 
(3 х 3 х 3 мм) гомогенизировали в 0,4 мл физиологиче-
ского раствора. После инкубирования в течение 1 часа 
при комнатной температуре 0,05 мл тканевого гомоге-
ната его высевали на сердечно-мозговой агар (HiMedia, 
Индия). Оценку результатов посева проводили через 
18 часов роста при температуре 36°C. При работе с 
экспериментальными животными руководствовались 
приказом Минздрава СССР № 755 от 12.08.1977. На 
проведение эксперимента получено разрешение био
этической комиссии НИИ морфологии человека РАМН. 
Животных выводили из эксперимента передозировкой 
диэтилового эфира. Для гистологического исследова-
ния выделяли ободочную кишку, которую разрезали 
вдоль по линии брыжейки и расправляли на милли-
поровом фильтре, фиксировали в растворе Буэна в те-
чение 24 часов, заливали в парафин. Гистологические 
срезы ободочной кишки окрашивали гематоксилином 
и эозином. Для электронно-микроскопического иссле-
дования материал фиксировали в 2,5% глутаровом аль-
дегиде на фосфатном буфере (0,1М, рН 7,3) в течение 
2 часов. После отмывания в 0,1М фосфатном буфере 
проводили фиксацию в OsO4 и заливку в смесь эпона с 

аралдитом. Полутонкие срезы исследовали под свето-
вым микроскопом, выбирали интересующую область 
и прицельно затачивали блок. Ультратонкие срезы го-
товили на ультрамикротоме 8800 Ultrotome III (LKB, 
Швеция), используя стеклянные ножи. Ультратонкие 
срезы помещали на сетки для электронной микроско-
пии, срезы контрастировали в растворе Рейнольдса в 
течение 7 минут. Исследование образцов проводили 
на просвечивающем электронном микроскопе TEM 
Libra120 (Carl Zeiss, Германия).

Результаты и обсуждение
На 5–7-е сутки потребления DSS у мышей опытной 

группы снижалась двигательная активность, шерстный 
покров был тусклым, в области анального отверстия 
определялись следы желто-коричневых, иногда с при-
месью крови, фекалий. Показатель массы тела у жи-
вотных опытной группы по сравнению с контрольной 
статистически значимо не изменялся. При микробио-
логическом исследовании просветной микрофлоры 
отмечалось незначительное повышение количества 
лактозоотрицательных колиформных энтеробактерий 
и снижение количества лактобактерий. Было обнару-
жено также достоверное увеличение количества E. fe-
calis при снижении количества E. fecium. Полученные 
данные позволяют утверждать, что употребление 
DSS мышами линии Balb/C приводит к быстрому и 
значительному количественному и качественному из-
менению микрофлоры с формированием патогенного 
микробного профиля. 

При посеве на сердечно-мозговой агар образ-
цов крови и гомогената органов у мышей опытной 
группы была обнаружена значительная бактериемия  
(4,4–9,2 х 102/мл), которая свидетельствует о наруше-
нии проницаемости эпителиального барьера и транс-
локации бактерий из кишки в кровоток. Приведенные 
результаты соответствуют данным, полученным на дру-
гих линиях животных и экспериментах in vitro [7, 10].

При макроскопическом исследовании внутренняя 
поверхность ободочной кишки мышей контрольной 
группы была серо-розовая, блестящая, местами склад-
чатая. У мышей, получавших DSS, слизистая оболочка 
была тусклой, очагово гиперемированной, в ней вы-
являлись единичные мелкие изъязвления диаметром 
0,1–0,2 мм. 

При гистологическом исследовании ободочной 
кишки животных контрольной группы (рис. 1) по-
кровный эпителий был сохранен на всем протяжении, 
крипты узкие, относительно глубокие, с преоблада-
нием в эпителиальном пласте бокаловидных клеток. 
В собственной пластинке слизистой оболочки вы-
являли диффузно рассеянные клеточные элементы, 
представленные лимфоцитами, гистиоцитами, фи-
броцитами и фибробластами. Мышечная пластинка 
слизистой оболочки была образована 2–3 слоями глад-
комышечных клеток с эозинофильной цитоплазмой. В 
соединительной ткани подслизистой основы обнару-
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живались расширенные, неравномерно полнокровные 
кровеносные сосуды и лимфатические сосуды с узким 
щелевидным просветом. Мышечная оболочка была об-
разована продольным и циркулярным слоями гладких 
миоцитов с гомогенной эозинофильной цитоплазмой 
и округлыми гиперхромными ядрами. В циркулярном 
слое мышечной оболочки встречались кластеры мио-
цитов со светлой, слабо эозинофильной цитоплазмой. 
Серозная оболочка была представлена слоем уплощен-
ных мезотелиальных клеток и соединительнотканным 
слоем. На границе поперечного и продольного слоев 
гладких миоцитов выявлялись ганглии межмышечных 
сплетений. 

При гистологическом исследовании ободочной 
кишки мышей, получавших в течение 7 суток 5–7% 
раствор DSS, во всех ее отделах (верхний, средний и 
нижний) выявлен острый эрозивно-язвенный колит, 
выраженность которого у каждой особи была мозаич-
ной и варьировала от минимальной до максимальной. 

В зонах с минимально выраженными патоморфоло-
гическими изменениями эпителиальная выстилка была 
сохранена на всем протяжении. Отмечались увеличе-
ние размеров бокаловидных клеток в области крипт, 
увеличение числа клеточных элементов в собственной 
пластинке слизистой оболочки. В мышечной пластинке 
слизистой оболочки изменения по сравнению с конт
рольной группой не выявлены. В подслизистом слое 
наблюдались выраженное полнокровие кровеносных 
сосудов и расширение просвета лимфатических со-
судов. Мышечная оболочка стенки кишки животных 
опытной и контрольной групп различий не имела. 

Зоны ободочной кишки с 
умеренно выраженными пато-
морфологическими изменения-
ми (рис. 2) характеризовались 
очаговыми дистрофическими 
изменениями покровного эпи-
телия с десквамацией единич-
ных клеток. Крипты были со-
хранены, в них располагались 
крупные бокаловидные клетки 
в состоянии резко выраженной 
гиперсекреции. В собствен-
ной пластинке слизистой обо-
лочки были выражены отек и 
воспалительная инфильтрация 
лимфоцитами, гистиоцитами и 
нейтрофилами. Мышечная пла-
стинка по сравнению с таковой 
у животных контрольной груп-
пы была не изменена. В под-
слизистой основе отмечались 
выраженный отек, полнокровие 
кровеносных сосудов, резкое 
расширение просвета лимфати-
ческих сосудов, а также умерен-
ная диффузно-очаговая воспали-

тельная инфильтрация лимфоцитами, гистиоцитами 
и нейтрофилами. В мышечной оболочке различия по 
сравнению с контролем не выявлены.

Зоны ободочной кишки с максимально выражен-
ными патоморфологическими изменениями (рис. 3) 
характеризовались дистрофией и десквамацией эпи-
телия с образованием эрозий и язв. Наблюдалась рез-
кая гипертрофия бокаловидных клеток. Глубина крипт 
была снижена, выражены отек и воспалительная ин-
фильтрация собственной пластинки слизистой обо-
лочки лимфоцитами, гистиоцитами и нейтрофилами. 
В подслизистой основе отмечались резко выраженный 
отек, полнокровие кровеносных сосудов и значитель-
ное расширение просвета лимфатических сосудов, рез-
ко выраженная воспалительная инфильтрация. Среди 
гладких миоцитов циркулярного слоя мышечной обо-
лочки преобладали клетки с зернистой, слабо эозино-
фильной цитоплазмой. В структуре гладких миоцитов 
продольного слоя мышечной оболочки изменения по 
сравнению с контролем не выявлены. 

При электронно-микроскопическом исследовании 
мышечной оболочки стенки ободочной кишки мышей 
линии Balb/C контрольной группы гладкие миоциты 
тесно прилежали друг к другу. Каждая мышечная клет-
ка была окружена базальной мембраной, отсутству-
ющей лишь на участках, где плазмолеммы смежных 
гладких миоцитов формируют щелевые соединения. 
Их ядра располагались преимущественно в центре 
клетки. При этом часть хроматина была локализована 
на периферии ядра, пристеночно, а часть рассеяна в 
виде глыбок. В околоядерной области и иногда на от-

Рис. 1. Ободочная кишка мыши контрольной группы. Эпителий цилиндрический, 
каемчатый, без дистрофических изменений, много бокаловидных клеток. Крипты 
щелевидные. В собственной пластинке слизистой оболочки небольшое количество 

диффузно рассеянных лимфоцитов. Мышечная пластинка состоит из 2–3 слоев гладких 
миоцитов. Подслизистый слой узкий. Миоциты мышечной оболочки, прилежащие 
к подслизистой основе, с гомогенной эозинофильной, иногда светлой цитоплазмой. 

Окраска гематоксилином и эозином. А – × 200, Б – × 400

а б
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Рис. 2. Ободочная кишка мыши, получавшей DSS.  
Умеренно выраженные патоморфологические изменения.  
А – среди эпителиальных клеток преобладают крупные 

бокаловидные клетки. Выраженная воспалительная 
инфильтрация собственной пластинки слизистой оболочки 

и подслизистой основы, отек подслизистого слоя.  
Б – бокаловидные клетки крипт в состоянии гиперсекреции. 
Просветы крипт не различаются. Диффузная воспалительная 
инфильтрация собственной пластинки слизистой оболочки 

нейтрофилами и лимфоцитами.  
В – выраженный отек подслизистого слоя, расширение 
просвета лимфатических сосудов. Диффузно-очаговая 

воспалительная инфильтрация подслизистого слоя 
лимфоцитами, гистиоцитами и нейтрофилами.  

Окраска гематоксилином и эозином.  
 А – × 200, Б – × 400,В – × 400

а б

в

даленных от ядра участках располагались немногочис-
ленные митохондрии с электронно плотным матрик-
сом, редкие цистерны гладкого эндоплазматического 
ретикулума. Преобладающая часть цитоплазмы была 
представлена толстыми и тонкими миофиламентами, 
на фоне которых были видны плотные тельца. На пе-
риферии гладких миоцитов с плазмолеммой контакти-
ровали структуры, аналогичные плотным тельцам, – 
так называемые плотные пластинки, а в цитоплазме 
под плазмолеммой располагались немногочисленные 
окруженные мембраной пузырьки – кавеолы. В узких 
соединительнотканных пространствах между гладкими 
миоцитами обнаруживались коллагеновые фибриллы 
(рис. 4). 

Между пластами гладких миоцитов в интерстиции у 
животных контрольной группы встречались единичные 
клетки, ультраструктура которых, при сопоставлении с 
данными литературы, соответствовала интерстициаль-
ным клеткам Кахаля. Они имели отростчатую форму, 
электронно плотную цитоплазму, в которой контури-

ровались цистерны развитой гранулярной и гладкой 
эндоплазматической сети, свободные рибосомы и 
полисомы, митохондрии, кавеолы. Эти клетки были 
окружены прерывистой базальной мембраной, тесно 
контактировали с гладкими миоцитами и нервными 
окончаниями и располагались в непосредственной 
близости от нервных волокон (рис. 5). Безмиелиновые 
нервные волокна были представлены осевыми цилинд
рами, цитоплазма которых содержала везикулы и ней-
рофибриллы, и шванновскими клетками, окруженными 
базальной мембраной. 

Субмикроскопическая организация структурных 
компонентов мышечной оболочки ободочной кишки 
мышей с экспериментальным колитом характеризова-
лась полиморфизмом и мозаичностью. Ультраструк-
тура гладкомышечных клеток субсерозного слоя мы-
шечной оболочки была относительно сохранна и не 
отличалась от контроля. В гладких миоцитах и других 
структурных компонентах мышечной оболочки, распо-
лагающихся ближе к подслизистой основе и слизистой 
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Рис. 3. Ободочная кишка мыши, 
получавшей DSS. Максимально 

выраженные патоморфологические 
изменения.  

А – очаговая десквамация эпителия. 
Бокаловидные клетки в состоянии 
резко выраженной гиперсекреции. 

Диффузная воспалительная 
инфильтрация собственной пластинки 

слизистой оболочки. Резко выраженный 
отек подслизистого слоя, расширение 

лимфатических сосудов.  
В циркулярном слое мышечной 
оболочки преобладают миоциты  

со светлой цитоплазмой.  
Б – десквамация покровного эпителия, 

бокаловидные клетки  
в состоянии гиперсекреции.  
Диффузная воспалительная 
инфильтрация лимфоцитами  

и нейтрофилами.  
В – резко выраженный отек  

и диффузно-очаговая воспалительная 
инфильтрация подслизистого слоя 

лимфоцитами и нейтрофилами. 
Расширение просвета  

лимфатических сосудов.  
Г – в циркулярном слое мышечной 

оболочки преобладают миоциты  
со светлой зернистой цитоплазмой. 

В продольном слое цитоплазма 
преимущественно эозинофильная. 

Окраска гематоксилином и эозином. 
А – × 100, Б, В, Г – × 400

а б

в г

Рис. 4. Фрагмент мышечной оболочки ободочной кишки мыши 
контрольной группы. ГМ – гладкие миоциты,  

Я – ядро ГМ, Мф – миофиламенты, М – митохондрии,  
БМ – базальная мембрана, КФ – коллагеновые фибриллы

гМ

гМ

гМ

КФ

БМ

Мф

М

М

Я
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оболочке стенки кишки, обнаруживались деструктив-
ные изменения разной степени выраженности, в ряде 
случаев с переходом в некротические (рис. 6, 7). Так, 
на рисунке 6 в верхнем правом углу виден фрагмент 
миоцита с умеренно выраженными по сравнению с кон-
тролем изменениями цитоплазмы, проявляющимися в 
основном в утрате четкости и частичной гомогенизации 
миофибриллярного аппарата при сохранности плотных 
телец, кавеол, плазмолеммы и базальной мембраны. 
Гладкий миоцит, расположенный в левом нижнем углу 
этой микрофотографии, характеризуется некротиче-
скими изменениями: отсутствует фибриллярность ци-
топлазмы, не контурируются мембранные структуры, 
нарушена четкость контуров плазмолеммы; клеточное 
содержимое представлено в виде бесструктурной мас-

сы. В центре микрофото видна отростчатая клетка с 
относительно крупным ядром, которая по ультраструк-
турной характеристике соответствует интерстициаль-
ной клетке Кахаля. Стоит отметить, что в ее цитоплазме 
также выявляются признаки деструктивных изменений 
в виде, например, лизиса мембран внутриклеточного 
вакуолярного компартмента, локальных просветлений 
кариоплазмы. Гладкий миоцит, представленный на ри-
сунке 7, содержит митохондрии с дискомплексирован-
ными кристами и частично гомогенизированным со-
держимым, фибриллярная организация его цитоплазмы 
утрачена. В центре этой микрофотографии располага-
ется фрагмент, по-видимому, интерстициальной клетки 
Кахаля, ядро которой находится в состоянии развиваю-
щегося кариолизиса. Деструктивные процессы были 

Рис. 5. Фрагмент мышечной оболочки стенки 
ободочной кишки мыши контрольной группы.  

ИКК – интерстициальная клетка Кахаля,  
БНВ – безмиелиновое нервное волокно,  

ГМ – гладкие миоциты, МП – межклеточное 
пространство. х 8000.  

На врезе – контакт ИКК  
и нервного окончания (НО). х 20 000

Рис. 6. Фрагмент из прилежащего к подслизистой 
основе участка мышечной оболочки ободочной 

кишки мыши, получавшей декстрансульфат  
в течение 7 суток. ГМ – гладкие миоциты,  
ИКК – интерстициальная клетка Кахаля,  

Я – ядро ИКК 

ГМ

ГМ

ГМ

ИКК

БНВ

Я

МП

НО

ИКК
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выявлены также в безмиелиновых нервных волокнах, 
осевые цилиндры которых содержали митохондрии с 
дискомплексированными кристами и частично про-
светленным матриксом.

Таким образом, модель острого язвенного колита 
по I. Okayasu et al. (1990) воспроизводится на мышах 
линии Balb/C c преимущественно Тh2-типом иммун-
ного ответа. Выявленные изменения поведенческих 
реакций, заключавшиеся в снижении двигательной 
активности и уменьшении поедания корма, а также 
внешние признаки – диарея и примесь крови в фе-
калиях – соответствуют данным литературы [6]. От-
мечались качественные и количественные нарушения 
микробного спектра толстой кишки у мышей линии 
Balb/C с острым язвенным колитом, которые приводят 
к формированию патогенного профиля микробиома. 

N.A. Nagalingam (2011) показано, что нарушение це-
лостности эпителиального барьера толстой кишки при 
воздействии бактериальных антигенов сопровождается 
мукозальной иммунологической реакцией с развитием 
хронического воспаления. У мышей линии Balb/C при 
остром язвенном колите нами выявлены нарушения 
микробиома и повреждение эпителиального барьера. 
На макроскопическом уровне обнаружены эрозии и 
очаговая гиперемия. Патоморфологические измене-
ния в стенке ободочной кишки у мышей с острым яз-
венным колитом были мозаичными и варьировали от 
минимальных до выраженных. Полученные в работе 
результаты по воспроизводимости модели острого яз-
венного колита на мышах линии Balb/C согласуются с 
данными литературы [4].

Патоморфологические изменения слизистой обо-
лочки ободочной кишки характеризовались дист
рофией каемчатых энтероцитов, десквамацией клеток 
эпителиального пласта, гиперсекрецией бокаловид-
ных клеток. Также были выявлены очаговые эро-
зии. В собственной пластинке слизистой оболочки 

обнаружены отек и воспалительная инфильтрация 
лимфоцитами, гистиоцитами и нейтрофилами. Па-
томорфологические изменения подслизистого слоя 
стенки ободочной кишки мышей, получавших DSS, 
характеризовались отеком, воспалительной инфиль-
трацией лимфоцитами, гистиоцитами и нейтрофила-
ми разной степени выраженности. Лимфатические 
сосуды имели расширенный просвет, кровеносные 
сосуды были полнокровны. Полученные данные со-
ответствуют опубликованным в литературе [1, 4].

Микроскопическое исследование зон с максималь-
но выраженными патоморфологическими измене-
ниями стенки ободочной кишки выявило изменения 
циркулярного слоя мышечной оболочки на участках, 
прилежащих к подслизистой основе; гладкие миоциты 
в этой области отличались от контроля светлой, зернис
той цитоплазмой. При электронно-микроскопическом 
исследовании, предпринятом для более детальной 
оценки состояния структурных компонентов мышеч-
ной оболочки кишки, было установлено, что употреб
ление DSS вызывает ультраструктурные изменения 
сократительных, пейсмейкерных (клетки Кахаля) и 
нервных образований. Эти изменения могут быть оха-
рактеризованы как деструктивные с переходом в от-
дельных случаях в некробиотические; они отличаются 
мозаичностью, и их выраженность в определенной 
степени зависит от близости к слизистой оболочке. 
Полученные данные позволяют предположить, что 
при развитии острого язвенного колита на стадии вы-
раженного воспаления и изъязвления слизистого и 
подслизистого слоев в мышечной оболочке толстой 
кишки происходят дегенеративные изменения, приво-
дящие к нарушению ее перистальтической активности, 
снижению скорости продвижения содержимого по обо-
дочной кишке и созданию благоприятных условий для 
развития и проникновения через нарушенный эпите-
лиальный барьер персистирующих в кишке условно 

Рис. 7. Фрагмент из прилежащего к подслизистой 
основе участка мышечной оболочки ободочной 

кишки мыши, получавшей декстрансульфат  
в течение 7 суток. ГМ – гладкий миоцит,  
ИКК – интерстициальная клетка Кахаля,  

Я – ядро ИКК

ИКК

ИКК

Я



клиническая и экспериментальная морфология       3/2012 45

Экспериментальная морфология

патогенных и транзиторных патогенных микроорга-
низмов. Структурные изменения мышечной оболочки 
могут быть одним из звеньев в хронизации воспали-
тельного процесса в толстой кишке.

Заключение
Таким образом, потребление 5–7% раствора дек-

странсульфата натрия приводит к качественному и 
количественному изменению микрофлоры толстой 
кишки и развитию язвенного колита у мышей Balb/C. 
При морфологическом исследовании в ободочной 
кишке выявляются единичные эрозии и язвы, воспа-
лительная инфильтрация собственной пластинки сли-
зистой оболочки. В подслизистом слое резко выраже-
ны отек, диффузная воспалительная инфильтрация, 
расширение лимфатических и кровеносных сосудов. 
При электронно-микроскопическом исследовании в 
гладких миоцитах и интерстициальных клетках Ка-
халя преимущественно циркулярного слоя мышечной 
оболочки обнаруживаются деструктивные изменения 
разной степени выраженности, в ряде случаев с пере-
ходом в некротические.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF DEXTRAN SULFATE SODIUM INDUCED 
ACUTE ULCERATIVE COLITIS IN MICE BALB/C
S.O. Abdulaeva, S.O. Kirukhin, T.A. Belousova, T.I. Khomyakova, V.P. Chernikov, O.V. Makarova 

Reported morphological manifestations of acute ulcerative colitis in mice mainly touch mucous disturbances; 
any alterations of a muscular layer of colon are not studied. The aim of the work was the investigation of 
histological and ultra structural changes of the colon wall as well as the estimation of microbiological state 
changes in Balb/C mice in acute dextran sulfate sodium induced ulcerative colitis. 
It was shown that 5–7% solution of dextran sulfate sodium consumption induced quick quantitative and 
qualitative changes of gut microbiome, intestinal barrier dysfunction and bacteriaemia. The morphological 
investigation reveal an acute erosive ulcerative colitis in all parts of the colon. Electron microscopy 
showed alterative changes of smooth myocytes and Kajal cells primarily in the circulatory muscular layer 
of the colon, with different degrees of manifestation in some cases up to a necrotic damage. The revealed 
changes in muscular layer of the colon lead to the disturbance of the gut motility, decrease casing content 
progress. All the above mentioned together with an epithelial linen damage promotes bacterial translocation 
of opportunistic and transient pathogen microbes.

Key words: morphology, dextran sulfate sodium, Balb/C mice, acute colitis, microbiome
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Синдром хронической ишемии конечностей может 
быть проявлением целого ряда заболеваний, среди 
которых лидируют облитерирующий атеросклероз, 
диабетическая макроангиопатия, облитерирующий 
тромбоангиит (болезнь Бюргера), болезнь Хортона, 
постэмболические и травматические окклюзии сосу-
дов и т.д. Хроническое развитие артериальной недо-
статочности конечностей имеет несколько клинических 
стадий: асимптомное течение (незначительное измене-
ние региональной гемодинамики), перемежающаяся 
хромота (стадия субкомпенсации) и критическая ише-
мия конечности (стадия декомпенсации). В возрастной 
группе старше 55 лет распространенность заболеваний 
периферических артерий может достигать 20%, при 
этом у 1–2% пациентов заболевание выявляют на ста-
дии критической ишемии. К концу первого года после 
верификации критической ишемии лишь у 45% паци-
ентов есть шанс сохранить конечность, 30% пациентов 
выполняется успешная ампутация бедра или голени, 
25% ожидает летальный исход [1].

Проблема комплексного лечения хронической ише-
мии нижних конечностей (ХИНК) является одной из 
приоритетных в современной ангиологии и сосудистой 
хирургии. Поиск новых методов лечения, в том числе с 
применением клеточных технологий, невозможен без 
использования адекватной модели ХИНК на лаборатор-
ных животных. Повреждения периферических сосудов 
удобнее изучать на крупных лабораторных животных 
(например, собаках), однако подавляющее большин-

ство исследований проводят на грызунах. При моде-
лировании ишемии конечностей на мышах и крысах 
необходимо учитывать, что у них велика вариабель-
ность сосудистого русла конечностей и значительно 
сильнее развиты механизмы компенсации повреждения 
кровотока [2, 7].

В зависимости от задач исследования возможно 
моделирование ХИНК на разных стадиях развития 
заболевания – от незначительных сдвигов гемодина-
мики до развития выраженных повреждений тканей. 
Описанные в современной литературе методики мо-
делирования ишемии конечности можно разделить на 
3 основные группы:

yy лигирование или удаление участков питающих 
сосудов конечности на разных уровнях (брю-
шинной аорты, поверхностной эпигастральной 
артерии, общей подвздошной артерии, бедренной 
артерии и ее ветвей, подкожной артерии, в том 
числе комбинированное повреждение нескольких 
сосудов) [5, 6];

yy наложение жгута или компрессионной манжеты 
на конечность без хирургического вмешатель-
ства [9, 11];

yy ампутация/реплантация конечности животного 
с последующим наложением артериовенозных 
шунтов [4, 17].

Воспроизводимость подобных моделей недоста-
точно высока, так как на результаты могут оказывать 
влияние особенности кровеносного русла конкретного 
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животного, техническая сложность выполнения опера-
ции, случайное повреждение нервов и другие факторы. 
В итоге вместо хронической ишемии исследователь 
может получить картину ишемии без клинических про-
явлений или острой ишемии конечности с последую-
щим восстановлением кровотока, а также некроза или 
воспаления. В то же время во многих современных ра-
ботах не проводится достаточная верификация ХИНК 
при моделировании на животных, что может поставить 
под сомнение результаты всего исследования.

В Национальных рекомендациях по ведению пациен-
тов с сосудистой артериальной патологией [1] рекомен-
дуется использовать следующие методы исследования 
для постановки диагноза: измерение лодыжечно-
плечевого индекса (ЛПИ), пальце-плечевого индекса 
(ППИ), сегментарного давления, запись пульсовой 
волны, дуплексное сканирование, допплерометрия, 
нагрузочные тесты. Эти методы могут быть допол-
нены компьютерно-томографической ангиографией, 
магнито-резонансной ангиографией и контрастной 
ангиографией.

Очевидно, что для небольших и мелких лаборатор-
ных животных проведение некоторых измерений невоз-
можно (например, определение ЛПИ, ППИ) или сильно 
затруднено (в частности, при необходимости суперсе-
лективного позиционирования катетера, отсутствии 
соответствующего размеру животного оборудования). 
По нашему мнению, для верификации ХИНК при моде-
лировании на лабораторных животных целесообразно 
применять следующие методы.

Неинвазивные методы:
yy лазерная допплерометрия;
yy нагрузочные тесты.

Инвазивные методы:
yy измерение биохимических показателей крови;
yy контрастная ангиография;
yy сцинтиграфия.

Исследования после эвтаназии животного:
yy использование Dye-Track® микросфер;
yy исследование макропрепаратов мышц;
yy гистологическое и морфометрическое исследова-
ние микропрепаратов.

Наиболее распространенным неинвазивным мето-
дом при исследовании ХИНК на животных является 
лазерная допплерометрия. В работах обычно пред-
ставляют результаты цветного допплеровского кар-
тирования – ультразвуковой визуализации кровотока, 
основанной на регистрации скоростей движения крови, 
кодировании этих скоростей разными цветами и нало-
жении полученной картины на двухмерное черно-белое 
изображение исследуемого объекта (рис. 1).

Помимо картирования допплерометрия позволяет 
определить количественные характеристики кровото-
ка – среднюю скорость кровотока (может быть изме-
рена в покое и при стимуляции папаверином), индекс 
резистентности, пульсационный индекс, систоло-
диастолическое соотношение и т.д. При публикации 

данных часто указывают не сами индексы, а их изме-
нение относительно неишемизированной (контрольной) 
конечности. При моделировании ХИНК на кроликах 
средняя скорость кровотока уменьшается в 1,6 раза, от-
ношение систолического давления ишемизированной 
конечности к систолическому давлению нормальной 
конечности составляет 0,34 [8], по другим данным оно 
не превышает 0,3 [16]. При этом через 30 дней после 
операции происходит постепенное восстановление кро-
вотока, и индекс соотношения давления в поврежден-
ной и контрольной конечностях возрастает до 0,64 [8].

Следует учитывать, что количественные измерения 
проводят в подавляющем большинстве случаев на до-
статочно крупных объектах (кроликах), а точность 
допплерометрии зависит от температуры окружающей 
среды, поэтому животных помещают на подогревае-
мый столик [18].

Другой неинвазивный метод исследования  – 
тредмил-тест – не столь информативен, однако более 
удобен, так как не требует дополнительной наркотиза-
ции животного. При этом результаты достаточно точно 
отражают динамику прогрессирования или компенса-
ции хронической ишемии конечностей. Чаще всего ис-
пользуют беговую дорожку (определяют общее вре-
мя бега). Существует и более точный вариант теста, 
в котором с помощью прикрепленных к конечностям 
электродов определяют количество касаний ишемизи-
рованной и контрольной конечностей при 5-минутном 
беге по наклонной движущейся дорожке [5].

Рис. 1. Цветное допплеровское картирование через  
0, 10 и 30 минут после моделирования ишемии конечности 2 

(указана стрелкой) у крысы. Конечность 1 контрольная. 
Красным цветом кодируется высокая скорость кровотока, 

синим – низкая. По Iwatsuki Y. et al., Biol. Pharm. Bull. (2007)
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К группе инвазивных методов исследования относят 
измерения биохимических показателей крови живот-
ных. Для верификации хронической ишемии наибо-
лее информативна оценка содержания в плазме крови 
изопростанов группы F2, являющихся индикаторами 
уровня окислительного стресса. Измерения обычно 
проводят с использованием готовых наборов для им-
муноферментного анализа. Динамику компенсации 
ишемии оценивают по содержанию в крови стабильных 
метаболитов оксида азота NO2- и NO3-, активирующих 
антиокислительные ферменты. Данное исследование 
проводят с помощью Greiss-теста [6].

Метод контрастной ангиографии, золотого стан-
дарта для исследования патологии сосудов [1], осно-
ван на введении с помощью катетера контрастного 
материала для рентгенологической визуализации кро-
веносных сосудов. Высокое разрешение изображения 
можно получить только при использовании системы 
автоматизированного введения контрастного вещест
ва, так как общий объем вводимой контрастной среды 
очень мал (не больше 2 мл на крысу). Как и в случае 
использования допплерометрии, часто сравнивают 
наполнение сосудов кровью в покое и при стимуля-
ции папаверином (рис. 2) [15]. Метод контрастной 
ангиографии позволяет получить данные по притоку 
и оттоку крови, точно локализовать зону поражения, 
оценить компенсацию ишемии за счет формирования 
коллатералей. К существенным недостаткам метода 
следует отнести невозможность его многократного 
использования, потому что велика вероятность ослож-
нений в силу токсического действия контраста или 
повреждения сосудов (атероэмболии, расслоения и 
разрыва стенки сосуда).

Намного реже для исследования ишемии тканей 
используют сцинтиграфию – метод радионуклидной 
диагностики, основанный на введении тропного к 
костной ткани радиофармпрепарата (например, пиро-
фосфата, медроната) и последующей регистрации в 
гамма-камере его накопления и распределения. В осно-
ве метода лежит оценка скорости накопления препара-
та, которая уменьшается при снижении интенсивности 
кровотока [3]. Данный метод не получил широкого рас-
пространения вследствие сложности работы с изото-
пами, однако полуколичественных данных достаточно 
для выбора модели ХИНК (рис. 3) [9].

Исследование местного кровотока в ткани проводят 
также с использованием Dye-Track® микросфер, специ-
ально разработанных для решения данной задачи на 
экспериментальных животных [12]. Полистироловые 
микросферы диаметром 15 мкм вводят в брюшную 
аорту за 30 секунд до эвтаназии животного, затем из-
влекают образцы тканей, экстрагируют микросферы и 
определяют их количество с помощью спектрофото-
метра (результаты нормируют на единицу веса мыш-
цы). Полученные данные обычно представляют в виде 
процентного отношения оптических плотностей для 
ишемизированной и контрольной конечностей [13].

На наш взгляд, несмотря на удобство применения 
современных технологий, полную информацию о вос-
производимости и адекватности модели ХИНК можно 
получить только с помощью исследования макро- и 
микропрепаратов после эвтаназии животного.

Макропрепараты мышц после моделирования ише-
мии окрашивают синим Эванса – красителем, который 
прочно связывается с белками плазмы и распростра-
няется по всему кровеносному руслу, не проникая 
при этом через стенку сосуда. По изменению интен-
сивности окрашивания синим Эванса можно судить о 
степени нарушения кровоснабжения ишемизирован-
ной мышцы. Кроме того, данный краситель удобно 
использовать для мониторинга остановки кровотока 
в процессе моделирования ХИНК с применением жгу-
та. Непосредственно после наложения жгута вводят 
раствор синего Эванса (25 мг на 1 кг веса животного). 

Рис. 2. Микроангиограмма ишемизированной задней 
конечности крысы (А – в покое, В – при стимуляции кровотока 

папаверином). Большими стрелками указано усиление 
кровотока в больших сосудах, маленькими стрелками – 

отсутствие изменений в сосудах диаметром меньше 100 мкм. 
По Takeshita S. et al., Cardiovasc. Res. (1997)

Рис. 3. Сцинтиграфическое изображение крыс  
через 3 часа после введения MDP. Представлены результаты 

трех вариантов моделирования хронической ишемии  
на одной из конечностей, вторая конечность  

(на сцинтиграмме справа) – контрольная.  
По Babuccu O. et al., J. Reconstr. Microsurg. (2004)
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При полном пережатии сосудов индикатор не визуали-
зируется, окрашивание кровеносного русла происходит 
только после снятия жгута [11].

Для верификации острой ишемии или некроза ис-
пользуют окрашивание макропрепаратов солями тетра-
золия, которые позволяют гистохимически определить 
активность дегидрогеназ. Во время инкубации изоли-
рованной мышцы с водным раствором 2,3,5-трифе-
нилтетразолия (1 мг/мл) при температуре 37°С в ткани 
образуются нерастворимые кристаллы формазана крас-
ного цвета, за исключением участков с острой ишеми-
ей или некрозом, которые остаются неокрашенными 
(рис. 4) [19]. Использование солей тетразолия являет-
ся рутинным способом выявления участков некроза. 
Однако имеются данные, что отсутствие окрашива-
ния не обязательно говорит о некрозе и необратимой 
ишемии, а может свидетельствовать о наличии острой 
ишемии [20]. Использование 2,3,5-трифенилтетразолия 
удобно для быстрой оценки нарушения кровотока в 
мышце на этапе отработки модели.

Исследование микропрепаратов позволяет получить 
максимально точную информацию о процессах, про-
исходящих в мышцах при использовании конкретной 
модели ХИНК, однако результаты гистологического, 
иммуногистохимического и морфометрического ис-
следований недостаточно полно отражены в работах, 
посвященных данной тематике. В то же время проде-
монстрировать степень компенсации хронической ише-
мии, выявить наличие сопутствующих патологических 
процессов (кровоизлияние, воспаление, повреждение 
нервных волокон, гангрена) можно только гистологи-
ческими методами.

Для отработки экспериментальной модели нами 
было проведено пилотное исследование. ХИНК  мо-
делировали на половозрелых самцах аутбредных крыс 
Sprague-Dawley массой 180–200 г (n=18) путем лиги-
рования и иссечения общей бедренной и подколенной 
артерий. Животных выводили из эксперимента на 7-е 
сутки после операции. 

На макроскопическом уровне обращали на себя 
внимание уменьшение общего объема задней группы 
мышц голени и снижение массы икроножных мышц 
по сравнению со здоровой конечностью. При этом ни 
на поверхности, ни на поперечных срезах область по-
вреждения без дополнительно окрашивания не визуа-
лизировалась.

Для изучения морфологических изменений, проис-
ходящих в мышце в условиях хронической ишемии, 
получали поперечные серийные срезы на 10 уровнях. 
Микропрепараты мышц окрашивали гематоксилином 
и эозином и по Маллори.

Повреждение имело очаговый характер и локали-
зовалось на разных участках икроножных мышц. Вы-
являли зоны коагуляционного некроза с глыбчатым 
распадом мышечных волокон и выраженной лимфо-
гистиоцитарной инфильтрацией по периферии (рис. 5). 
На 7-е сутки после повреждения большая часть некро-
тизированных масс была замещена грануляционной 
тканью. На отдельных участках на ее месте отмечалось 
формирование грубого рубца (рис. 6).

В перифокальной области чередовались участки не-
поврежденной мышечной ткани и участки с атрофиро-
ванными мышечными волокнами (рис. 7). Поврежден-
ные волокна имели меньший диаметр при сравнении 
с нормальными миоцитами и располагались на зна-
чительном расстоянии друг от друга вследствие отека 
стромы (рис. 8). Отмечали лизис мышечных ядер и ис-
чезновение поперечной исчерченности. В некоторых 
мышечных волокнах выявляли контрактуры.

В неповрежденной мышечной ткани диаметр мы-
шечных волокон и толщина перимизия не изменялись, 
отека стромы не наблюдалось. Миосимпласты содер-
жали большое количество ядер по периферии волокна. 

Таким образом, характер морфологических измене-
ний подтвердил соответствие выбранной нами экспе-

Рис. 4. Макропрепарат. Поперечный срез группы икроножных 
мышц крысы с моделированной хронической ишемией. 

Окрашивание 2,3,5-трифенилтетразолием. На рисунке слева 
видны неокрашенные поврежденные участки мышцы.  

На рисунке справа – контроль, мышечная ткань 
ярко-красного цвета

Рис. 5. Очаг повреждения представлен участками 
некроза, выраженной воспалительной инфильтрацией 

и грануляционной тканью. Окрашивание гематоксилином 
и эозином. × 100
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риментальной модели морфологической картине ише-
мического повреждения скелетных мышц на стадии 
декомпенсации (критической ишемии) в соответствии 
с классификацией по Рутерфорду [1].

Помимо качественной оценки морфологических 
изменений при ХИНК необходимо проводить морфо-
метрическое исследование, которое позволяет коли-
чественно охарактеризовать степень ишемического 
повреждения ткани. Для максимально информатив-
ного гистологического исследования нами предложен 
следующий комплекс морфометрических показателей. 
В первую очередь на панорамных микрофотографиях 
нужно оценить площадь повреждения относительно 
всей площади поперечного среза икроножных мышц. 
Площадь некроза, грануляционной ткани и рубца сле-
дует соотнести с площадью всего повреждения. Боль-
шое значение имеют количественная характеристика 
воспалительного инфильтрата и подсчет отдельных 
клеточных типов в области повреждения. Для оценки 
степени гипо- и атрофии мышц необходимо оценить 
уменьшение размеров и количества отдельных волокон 
по сравнению с интактной мышечной тканью. 

Важными характеристиками неоангиогенеза яв-
ляются общее количество сосудов в поле зрения и 
их объемная плотность. При этом данные показатели 
целесообразно оценивать отдельно в грануляционной 
ткани, рубце, перифокальной и интактной областях. 
Для более точного подсчета может быть использовано 
дополнительное иммуногистохимическое окрашива-
ние с антителами к маркеру эндотелиальных клеток 
CD31 [6].

На основе морфометрических данных можно 
строить предположения о процессах, происходящих 
в мышце при ишемическом повреждении. Так, было 
показано, что при моделировании ХИНК у молодых 
мышей общее количество мышечных волокон остается 
неизменным, но почти вдвое уменьшается их диаметр, 

что свидетельствует об атрофии мышцы. У старых мы-
шей, напротив, средний диаметр мышечного волокна 
остается прежним, однако число волокон снижается 
вдвое, при этом происходит активное разрастание со
единительной ткани.  Снижение кровотока, измеряемое 
с помощью допплерометрии, в ишемизированной ко-
нечности по сравнению с контрольной в обеих группах 
было одинаковым и составило около 80% [14]. Таким 
образом, гистологическое исследование позволяет об-
наружить особенности развития патологических про-
цессов в ишемизированной мышце, не выявляемые при 
помощи неинвазивных методов.

Подводя итоги, скажем, что многообразие суще-
ствующих вариантов моделирования ХИНК на лабо-
раторных животных дает исследователям возможность 
выбрать наиболее удобный для решения конкретной 
поставленной задачи. Моделируемая хроническая ише-
мия мышцы должна быть однозначно верифицирована 

Рис. 6. Грануляционная ткань и коллагеновые волокна 
соединительнотканного каркаса в области повреждения. 

Окрашивание по Маллори. × 200

Рис. 7. Замещение некротизированных мышечных волокон 
грануляционной ткани с выраженной воспалительной 

инфильтрацией, фагоцитоз некротических масс.  
Окрашивание гематоксилином и эозином. × 200

Рис. 8. Гипо- и атрофия мышечных волокон. 
Окрашивание по Маллори. × 200
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с использованием как минимум нескольких методов с 
обязательным проведением гистологического иссле-
дования.

Данная работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства образования и науки Россий-
ской Федерации по ГК № 16.512.11.2065 от 17 февраля 
2011 года. 
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Заболеваемость вирусным гепатитом в разных 
странах в последние десятилетия имеет тенденцию 
к росту [6, 9]. Вследствие этого особую значимость 
приобретает не только повышение эффективности ме-
дикаментозной терапии гепатита, но и профилактика 
у лиц, входящих в группу риска. Фармакологически-
ми агентами, которые могут использоваться как для 
оптимизации схем лечения вирусных гепатитов, так 
и для их профилактики, являются иммуномодулято-
ры. В последние годы все большее распространение 
в медицинской практике получает иммуномодулятор 
глимурид – гликозидный дериват мурамилдипептида 
(β-гептилгликозид-МДП). Он создавался как средство, 
повышающее сопротивляемость организма к воз-
никновению и развитию злокачественных опухолей. 
Дальнейшие исследования показали, что глимурид 
не только усиливает противоопухолевый иммунитет, 
но и существенно улучшает результаты комплексного 
лечения многих воспалительных заболеваний [1, 2]. 
Выявлена способность глимурида in vivo регулировать 
продукцию интерлейкинов – ИЛ-2, ИЛ-3, ИЛ-4, ИЛ-
5, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10 и ИЛ-12 и интерферона-γ [3]. 
На моделях in vivo доказано, что препарат модулирует 
клеточный и гуморальный иммунитет [4].

При этом если иммунологические аспекты действия 
глимурида изучены и изучаются до сих пор, морфо-
логические исследования в данной области ограни-
чены трудностью получения биопсийного материала 
у человека. В связи с этим среди экспериментальных 

моделей наиболее часто применяется модель конка-
навалин А (Кон А)-индуцированного гепатита. Неко-
торые авторы придерживаются мнения, что вирусное 
повреждение печени имеет сходную природу с Кон 
А-индуцированным гепатитом и связано с активацией 
Т-лимфоцитов и последующим выбросом ими провос-
палительных цитокинов [5].

 Целью данной работы было изучение динамики 
морфологических изменений печени мышей линии 
Balb/c при Кон А-индуцированном гепатите при про-
филактическом введении глимурида. 

Материалы и методы
В опытах были использованы 20 самцов мышей 

линии Balb/c массой тела 18–20 г (питомник «Стол-
бовая»). Для моделирования гепатита мышам первой 
опытной группы (n=5) под эфирным наркозом вну-
тривенно вводили Кон А в дозе 10 мг/кг массы тела в 
200 мкл физиологического раствора. Мышам первой 
контрольной группы (n=5) вводили 200 мкл физиологи-
ческого раствора. Животным второй контрольной груп-
пы (n=5) глимурид вводили в дозах 1 мг/кг, 0,2 мг/кг 
и 0,04 мг/кг. Второй опытной группе животных (n=5) 
вводили препарат в тех же дозах, что и в контрольной 
группе, за 2 часа до введения Кон А. Животных вы-
водили из эксперимента на 3-и сутки после введения 
Кон А под эфирным наркозом методом цервикальной 
дислокации. Для морфологического исследования 
печень фиксировали в 10% растворе нейтрального 
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МорфоЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
печени мышей с конканавалин 
А-индуцированным гепатитом 
при профилактическом введении 
глимурида
С.С. Обернихин1, Ж.Б. Понежева2, Н.В. Яглова1

1 ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва
2 ФГБОУ ВПО «Кабардино-Балкарский государственный университет  им. Х.М. Бербекова», Нальчик

Изучены морфологические изменения печени мышей при введении различных доз иммуномодулятора 
глимурида одновременно с конканавалином А, вызывающим развитие гепатита. Установлено, что 
введение глимурида в дозе 0,2 мг/кг уменьшает выраженность альтеративных изменений в печени, 
а введение глимурида в дозе 1 мг/кг препятствует развитию некротических и дистрофических из-
менений при индукции гепатита, оказывая профилактическое действие. 
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формалина, после стандартной гистологической об-
работки срезы окрашивали гематоксилином и эозином, 
проводили PAS-реакцию.

Результаты и обсуждение
При гистологическом исследовании печень мышей 

контрольной группы, которым вводили физиологиче-
ский раствор, имела типичное строение. Гепатоци-
ты – без дистрофических изменений, с высоким со-
держанием гликогена в цитоплазме. В просветах вен 
и синусоидных капилляров – небольшое количество 
эритроцитов.

При морфологическом исследовании в печени мы-
шей, которым вводили Кон А в дозе 200 мкг, на 3-и 
сутки после введения определялись обширные очаги 
некроза с демаркационной зоной, в которой выявля-

лись нейтрофилы, макрофаги, лимфоциты (рис. 1 А). 
Наблюдались выраженные дистрофические изменения 
гепатоцитов. Значительно снижалось содержание гли-
когена в гепатоцитах (рис. 1 Б). Отмечалось увеличение 
кровенаполнения синусоидных капилляров. В просве-
тах части центральных вен долек, собирательных и 
междольковых вен выявлялись скопления лимфоцитов 
и отложения фибрина. 

При введении Кон А в сочетании с глимуридом в 
дозе 0,04 мг/кг существенные изменения морфологиче-
ских характеристик печени не выявлены. Наблюдались 
обширные очаги некроза, были выражены дистрофиче-
ские изменения гепатоцитов. Количество гепатоцитов 
с PAS-положительными включениями в цитоплазме 
было значительно снижено.

При введении Кон А в сочетании с глимуридом в 
дозе 0,2 мг/кг отмечалась меньшая выраженность аль-
теративных изменений. В гистологических препаратах 
печени дольковое и балочное строение было сохране-
но. Выявлялись мелкие очаги некрозов (5–10 гепа-
тоцитов) и выраженные дистрофические изменения 
гепатоцитов (рис. 2). Количество гепатоцитов с PAS-
положительными включениями в цитоплазме оказалось 
выше, чем в группах мышей, которым вводили глиму-
рид в дозе 0,02 и 0,04 мг/кг. 

При введении Кон А в сочетании с глимуридом 
в дозе 1 мг/кг в печени некрозы не выявлены. Отме-
чались анизоцитоз гепатоцитов, дистрофические из-
менения незначительного количества гепатоцитов, 
увеличивалось число неэпителиальных клеточных 
элементов. Просветы центральных вен долек были 
свободны (рис. 3). 

Рис. 1. Морфологические изменения печени мышей 
 при конканавалин А-индуцированном гепатите. 

А – обширный очаг некроза, выраженные дистрофические 
изменения гепатоцитов.  

Окраска гематоксилином и эозином. × 100
Б – отсутствие гликогена в гепатоцитах. ШИК-реакция  

с докраской гематоксилином. × 400

Рис. 2. Морфологические изменения печени мышей  
при введении конканавалина А и глимурида в дозе 0,2 мг/кг. 
Мелкие очаги некрозов (5–10 гепатоцитов) и выраженные 

дистрофические изменения гепатоцитов.   
Окраска гематоксилином и эозином. × 200

А

Б
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В печени мышей, которым вводили только глиму-
рид, морфологическая картина не отличалась от тако-
вой в контрольной группе животных. 

Биологическая активность глимурида обусловлена 
наличием специфических рецепторов β-гептилглико
зид-МДП, локализованных в эндоплазме фагоцитов и 
Т-лимфоцитов, связывание с которыми стимулирует 
активность фагоцитов и усиливает пролиферацию Т- и 
В-лимфоцитов, что приводит к усилению выработки 
интерлейкинов (ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-12), фактора некроза 
опухолей-альфа, интерферона-γ, колониестимулирую-
щих факторов [8]. Механизмы лечебного и профилак-
тического эффекта глимурида тесно связаны с патоге-
незом развития вирусного гепатита, при котором также 
наблюдается выброс большого количества цитокинов, 
что наряду с прямым повреждающим эффектом виру-
са значительно усугубляет патологический процесс. 
Показано, что активация CD4+ лимфоцитов приводит 
к альтеративным процессам в печени, в то время как 
активация субпопуляций CD8+ не оказывает суще-
ственного влияния [7]. В печени находится большое 
количество клеток, участвующих в иммунном отве-
те. Это лимфоциты, эндотелиальные клетки синусов, 
клетки Купфера и звездчатые клетки, гиперактивация 
которых приводит к повреждениям паренхимы печени 
[10]. В связи с этим глимурид может подавлять избы-
точную клеточную агрессию в отношении гепатоцитов. 

По данным гистологического исследования через 
сутки после введения Кон А у мышей развивалась тя-
желая форма гепатита с обширными некрозами гепа-
тоцитов. У мышей, которым одновременно с Кон А 
вводили глимурид в дозе 0,04 мг/кг, морфологические 
изменения печени практически не отличались. Вве-

дение глимурида в дозе 0,2 мг/кг с Кон А приводило 
к снижению альтеративных изменений гепатоцитов. 
Проведенное морфологическое исследование показало, 
что при одновременном введении Кон А и глимурида 
выраженность патологических изменений в печени зна-
чительно ниже и имеет прямую зависимость от дозы 
глимурида. По результатам гистологического исследо-
вания печени мышей, которым Кон А вводили с глиму-
ридом в дозе 1 мг/кг, гепатит не развивался.

Выводы
Выраженность альтеративных изменений печени 

мышей при развитии конканавалин А-индуцированного 
гепатита снижается при введении глимурида в дозе 
0,2 мг/кг, то есть глимурид оказывает лечебное дей-
ствие. 

Глимурид в дозе 1 мг/кг предотвращает развитие 
некротических и дистрофических изменений при ин-
дукции гепатита, оказывая профилактическое действие.
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Рис. 3. Морфологические изменения печени мышей 
при введении конканавалина А и глимурида в дозе 1 мг/кг.

Анизоцитоз гепатоцитов, дистрофические изменения 
незначительного количества гепатоцитов.  
Окраска гематоксилином и эозином. х 200
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MORPHOLOGICAL CHANGES IN MURINE LIVER WITH CONCANAVALIN  
A-INDUCED HEPATITIS AFTER PREVENTIVE ADMINISTRATION OF GLYMURIDE
S.S. Obernikhin, Zh.B. Ponezheva, N.V. Yaglova

Changes in murine liver morphology after administration of different doses of glymuride prior to concanavalin 
A were studied. Single administration of glymuride 0.2mg/kg bw significantly reduced concanavalin A-induced 
liver injury. Injection of glymuride 1 mg/kg bw prevented necrosis and dystrophia of hepatocytes. Thus, our 
data shows that glymuride pretreatment protects mice from concanavalin A-induced hepatitis.

Key words: hepatitis, concanavalin A, glymuride, prevention
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Выделение культуры  
мультипотентных стромальных клеток 
пупочного канатика крысы  
методом эксплантов
И.В. Арутюнян1, А.В. Макаров1,4, Т.Х. Фатхудинов1,2,4,  
А.В. Ельчанинов1,2, Д.В. Гольдштейн1,3,4, Г.Б. Большакова1
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2	 ГБОУ ВПО Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова, Москва
3	 ФГБУ Медико-генетический научный центр РАМН, Москва
4	 ООО «Клиника регенеративной медицины РМ-клиник», Москва

В статье описано получения первичной культуры мультипотентных стромальных клеток пупочного 
канатика крыс методом эксплантов, показаны преимущества данного метода (простота и высокая 
эффективность). 

Ключевые слова: мультипотентные стромальные клетки пупочного канатика, крыса, метод эксплантов

Пупочный канатик в качестве источника мультипо-
тентных стромальных клеток (МСК) был открыт отно-
сительно недавно, однако уже сейчас можно говорить 
о том, что активное исследование данной клеточной 
популяции является одним из наиболее перспективных 
путей развития современной клеточной транспланто-
логии [2]. В настоящее время продемонстрирована 
возможность направленной дифференцировки МСК 
пупочного канатика в клеточные типы трех зародыше-
вых листков в условиях in vitro и in vivo [2], показана 
стабильность кариотипа при длительном культивирова-
нии, ведутся клинические исследования безопасности 
и эффективности их трансплантации [1]. В то же время 
до сих пор не существует общепринятого протокола 
выделения первичной культуры стромальных клеток 
из пупочного канатика.

На первом этапе выделения исследователи обычно 
удаляют поверхностный эпителий, кровеносные со-
суды (их число у разных животных варьирует) и пери-
васкулярную строму. Сами МСК выделяют из интерва-
скулярной стромы – вартонова студня, представленного 
фибробластоподобными клетками, заключенными в 
аморфный богатый протеогликанами матрикс. В варто-
новом студне отсутствуют капилляры и лимфатические 
сосуды, он фактически выполняет функцию адвенти-
ции пупочных сосудов [2].

Наиболее распространенным методом изоляции 
клеток из стромы пупочного канатика является фер-
ментативная обработка. Предварительно измельчен-
ную ткань инкубируют при температуре +37°С с 
раствором ферментов – коллагеназы I или II типа, гиа-

луронидазы, трипсина (иногда в сочетании с ЭДТА), 
ДНКазы, а также их различных комбинаций [2, 3]. 
Время обработки может колебаться от 30 минут [8] до 
6 часов [10], 16 [13] и даже 18 часов [14]. В некоторых 
работах после инкубации ткань дополнительно обра-
батывают с помощью гомогенизатора [8]. На следую-
щем этапе взвесь клеток пропускают через фильтры, 
постепенно уменьшая диаметр пор от 100 до 70 или 
40 мкм [2, 8], отмывают от ферментов, подсчитыва-
ют и переносят в культуральную среду. Как видно, 
данная методика является достаточно трудоемкой и 
требует значительных временных и материальных 
затрат. Более того, эффективность выделения пер-
вичной культуры ферментативным методом не всег-
да высока (некоторые исследователи связывают это 
с возможным повреждением мембран клеток [3]) и 
может в значительной степени зависеть от выбора 
концентрации ферментов и продолжительности ин-
кубации [2, 3].

Значительно менее распространен метод эксплан-
тов, который основан на пластик-адгезивных свойст
вах МСК [4]. При использовании данного метода не-
большие фрагменты ткани (экспланты) помещают в 
культуральную посуду, минуя стадию ферментативной 
обработки. Через некоторое время из ткани начина-
ют мигрировать клетки, имеющие высокое сродство к 
подложке. Данный метод был успешно применен для 
выделения МСК из пупочных канатиков человека [5, 
9, 11, 12], свиньи [7, 12], козы [6]. По разным данным, 
эффективность выделения первичной культуры этим 
методом колеблется от 25% [8] до 100% [1, 5], а время 
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прикрепления клеток к культуральному пластику со-
ставляет от 5 до 10 суток [5, 9, 11].

Пупочный канатик у крысы значительно меньше, 
чем у крупных млекопитающих: его длина составляет 
всего 5–6 см, а толщина не превышает 3 мм. Значитель-
ную его часть занимают пупочные сосуды, однако их 
удаление затруднено низкими ригидными свойствами 
самого канатика. В итоге при выделении первичной 
культуры МСК пупочного канатика крыс методом фер-
ментативной обработки исследователи либо обрабаты-
вают пупочный канатик целиком (при этом первичная 
культура является высокогетерогенной), либо выделя-
ют очень небольшое количество клеток из очищенного 
материала. 

В настоящей работе проведена оценка эффектив-
ности метода эксплантов для выделения первичной 
культуры стромальных клеток пупочного канатика 
крыс и подтверждено наличие в полученных культу-
рах популяций мультипотентных стромальных клеток.

Материалы и методы
Пупочные канатики (n=12) были получены от бере-

менных крыс линии Wistar (n=4) путем оперативного 
вмешательства (кесарева сечения) на поздних сроках 
гестации. Материал промывали стерильным раство-
ром Хэнкса («ПанЭко») с амикацином («Синтез») 
(500 мг/л), максимально тщательно удаляли кровенос-
ные сосуды и отмывали от крови. Далее стромальную 
ткань нарезали на небольшие фрагменты объемом 0,5–
2 мм3 и помещали в культуральную посуду (NUNC) с 
небольшим количеством ростовой среды (DMEM/F12 
(«ПанЭко»), содержащей 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (PAA Lab.), 2 мМ L-глутамина («ПанЭко»), 
1% пенициллина-стрептомицина («ПанЭко»). Посуду с 
эксплантами помещали в CO2-инкубатор при стандарт-
ных условиях (5% CO2, 37°C). По мере необходимости 
добавляли свежую среду. По достижении субконфлю-
ентного монослоя клетки снимали стандартным спосо-
бом трипсином на основе раствора Версена («ПанЭко») 
и рассаживали в новую культуральную посуду.

Для оценки клоногенных свойств МСК пупочного 
канатика крыс клетки на 2–3-м пассаже рассаживали на 
90-миллиметровые чашки Петри из расчета 3 тысячи 
клеток на 1 чашку (около 50 клеток на 1 см2). Через 
12–14 дней образовавшиеся колонии фиксировали 4% 
нейтральным формалином и окрашивали гематоксили-
ном и эозином. При подсчете учитывали колонии диа-
метром не меньше 2 мм. Коэффициент клоногенности 
вычисляли, нормируя общее количество колоний на 
начальное количество клеток в чашке Петри, результат 
выражали в процентах.

Для оценки пластичности полученных культур МСК 
пупочного канатика крыс использовали клетки 2–4-го 
пассажа. По достижении клетками конфлюентного мо-
нослоя ростовую среду заменяли на дифференцировоч-
ную. В работе использовали готовые наборы StemPro® 
Adipogenesis Differentiation Kit, StemPro® Osteogenesis 

Differentiation Kit, StemPro® Chondrogenesis Differentia-
tion Kit (Gibco) в соответствии с рекомендациями про-
изводителя. Для выявления адипогенеза клетки фик-
сировали спирт-формалином (1:4) не более 3 минут и 
окрашивали раствором Судана III в течение 10 минут. 
Для выявления очагов минерализации индуцированные 
в остеогенном направлении клетки фиксировали 70° 
спиртом и окрашивали 40 мМ ализариновым красным 
(рН=4,7) в течение 5 минут. Для визуализации хон-
дрогенной дифференцировки клетки фиксировали 4% 
формалином (не менее 1 часа) и окрашивали скопления 
мукополисахаридов 1% раствором альцианового сине-
го (рН=2,5) в течение 24 часов.

Результаты и обсуждение
После удаления кровеносных сосудов и периваску-

лярной ткани из пупочного канатика крысы оставалось 
совсем небольшое количество ткани (Вартонова студ-
ня), достаточное, однако, для получения как минимум 
6–8 эксплантов. Активную миграцию клеток из фраг-
ментов ткани наблюдали уже на следующие сутки по-
сле прикрепления эксплантов к пластику. Клетки имели 
форму, характерную для поляризованного фибробласта 
с ярко выраженным активным (движущимся) краем 
(рис. 1). Открепление эксплантов от подложки происхо-
дило на 5–7-е сутки культивирования. К 8–10-м суткам 
уже происходило формирование клеточных колоний 
до 1–2 см в диаметре. Клетки в них имели сходную 
морфологию: небольшой размер (до 80 мкм), фибро-
бластоподобная форма, центрально расположенное 
округлое ядро с четко визуализируемыми ядрышками, 
слабо выраженная зернистость цитоплазмы. Разрас-
тание колоний происходило за счет не только мигра-
ции клеток из эксплантов, но и митотического деления 
прикрепившихся клеток, которое наблюдали уже на 
3–4-е сутки культивирования. В сформировавшихся 

Рис. 1. Миграция клеток из экспланта пупочного канатика 
крысы через 24 часа после начала культивирования.  

ФК, × 100
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колониях также была отмечена высокая митотическая 
активность (рис. 2).

Из 12 пупочных канатиков крысы было успешно вы-
делено 12 первичных культур стромальных клеток (ко-
эффициент эффективности 100%). В отличие от других 
исследователей, работавших с пупочными канатиками 
человека, козы или свиньи, мы не отмечали разделения 
первичной культуры на субпопуляции, отличающиеся 
по значению ядерно-цитоплазматического индекса, 
размеру и морфологии, или формирования клеточных 
скоплений на стадии конфлюентного монослоя [6, 7, 
11, 12]. Кроме того, активное прикрепление клеток 
к пластику мы наблюдали значительно раньше, чем 
указано для эксплантов пупочных канатиков крупных 
млекопитающих (1=е сутки по сравнению с 5–10-ми 
сутками) [5, 9, 11]. Высокую скорость миграции клеток 
мы связываем в первую очередь со свойствами Вар-

тонова студня крысы, более рыхлого, чем у крупных 
плацентарных животных.

Оценку эффективности клонирования проводили на 
двух культурах МСК пупочного канатика на 2-м и 3-м 
пассажах. Между двумя культурами не было выявлено 
значимых отличий, из 3 тысяч клеток во всех случа-
ях образовывалось около 200 колоний (рис. 3). Таким 
образом, эффективность клонообразования составила 
6,9±0,8% на 2-м пассаже и 6,3±0,9% на 3-м.

Исследование мультипотентых свойств проводили 
на 2 культурах МСК пупочного канатика крыс. В ка-
честве контроля использовали те же культуры без до-
бавления дифференцировочных сред. Даже при дли-
тельном (более 4 недель) культивировании в высокой 
плотности мы не наблюдали спонтанной дифференци-
ровки клеток (рис. 4А).

Уже через 5–7 суток после замены ростовой среды на 
адипогенную в культуре МСК пупочного канатика по-
являлись клетки с характерными фазово-контрастными 
включениями. На 10–14-е сутки индукции в культуре 
были отмечены зрелые адипоциты со слившимися ва-
куолями, сдвигающими ядро к периферии. Характер-
но, что множественные липидные включения всегда 
формировались в перинуклеарной области, постепенно 
увеличивались в размерах, но никогда не образовывали 
единичных огромных включений (рис. 4Б).

При замене ростовой среды на остеогенную проис-
ходили заметные изменения в морфологии МСК: исче-
зала характерная упорядоченность распределения кле-
ток, которые при этом становились более крупными и 
отростчатыми. На 10–14-е сутки индукции появлялись 
участки со специфической трехмерной структурой. На 
21-е сутки окрашивание ализариновым красным выяв-
ляло в этих структурах очаги минерализации (рис. 4В).

При замене ростовой среды на хондрогенную 
происходило постепенное формирование плотных 

Рис. 2. Культура МСК пупочного канатика крысы  
на 10-е сутки культивирования. ФК, × 100

Рис. 3. Образование колоний клетками МСК 
пупочного канатика крысы  

на 2-м пассаже из низкой плотности. 
Окрашивание гематоксилином и эозином. 

Диаметр чашки Петри 90 мм
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групп клеток, округлой или, реже, вытянутой формы.  
С 16–20-х суток эти группы клеток начинали секре-
тировать во внеклеточный матрикс мукополисахари-
ды, выявляемые окрашиванием альциановым синим 
(рис. 4Г).

Таким образом, была подтверждена способность 
полученных культур МСК пупочного канатика крыс 
отвечать на действие направленной индукции в адипо-
генном, остеогенном и хондрогенном направлениях.
Заключение

Метод эксплантов является, на наш взгляд, опти-
мальным для выделения первичной культуры мульти-
потентных стромальных клеток пупочного канатика 
крыс и, возможно, других мелких лабораторных жи-
вотных. Данный метод прост и позволяет получить 
достаточно однородную культуру клеток в короткие 
сроки со 100% эффективностью даже из очень не-
большого объема исходного материала. Проведенное 
исследование показало способность выделенных 
культур образовывать колонии фибробластоподоб-

ных клеток из низкой плотности и возможность на-
правленной дифференцировки клеток в нескольких 
направлениях.

Данная работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства образования и науки Россий-
ской Федерации по ГК № 16.512.11.2065 от 17 февраля 
2011 года.
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Одним из проявлений тканевой изменчивости в 
условиях патологии является метаплазия. При изуче-
нии явлений метаплазии обсуждению подвергаются 
не только границы возможных превращений той или 
иной ткани, но и сущность самого феномена, а также 
причины, его вызывающие.

Проблема метаплазии традиционно рассматрива-
ется как пограничная между биологией и патологией, 
поскольку сам феномен связан, с одной стороны, с из-
менчивостью тканей, а с другой – с предраковым про-
цессом. Несмотря на большое число работ о предрако-
вых изменениях, участие метаплазии в возникновении 
рака остается до конца не выясненным. Значительно 
меньше освещена эта проблема с общебиологической 
точки зрения, что обусловлено некоторым отрывом па-
тологической морфологии от биологии.

В патологической анатомии термином «метаплазия» 
называют переход одной ткани в другую в пределах 
одного зародышевого листка вследствие нарушения 
дифференцировки стволовых клеток [8, 11], патологи-
ческий процесс, при котором одна вполне дифференци-
рованная ткань замещается другой вполне дифферен-
цированной тканью в пределах одного гистиотипа [6]. 
Различают метаплазию эпителиальных тканей, соеди-
нительнотканных производных и так называемую мие-
лоидную. Нервным и мышечным тканям метаплазия 
не свойственна. 

В практическом отношении наиболее важной явля-
ется метаплазия эпителиальных тканей. Именно с ней 
связано представление о метаплазии как предраковом 
состоянии. Дело в том, что в эпителии принято разли-
чать два противоположных свойства – детерминацию 
и пластичность. Благодаря детерминации тканям свой-

ственно сохранение своей специфической структуры 
после повреждения. Пластичность обеспечивает воз-
можность различных преобразований. Детерминация 
и пластичность являются проявлениями наследствен-
ности. Консерватизм наследственности обусловливает 
тканевую детерминацию, изменчивость наследствен-
ности – тканевую пластичность. При оценке консерва-
тизма наследственности ткани необходимо учитывать 
время появления ее в филогенезе. Чем ткань детер-
минированнее, тем она менее пластична, и наоборот. 
Филогенетически наиболее древними являются эпите-
лии кожи и кишечника. Их производные, в частности 
образованные из них железы, моложе. Морфогенети-
ческие потенции тканей, а следовательно, и границы 
метаплазии зависят как от консерватизма наследствен-
ности и филогенетической древности ткани, так и от 
различных видов патологии развития, с разной силой 
расшатывающих этот консерватизм.

Морфологическое исследование имеет решающее 
значение в изучении границ метаплазии и объема пред-
полагаемых тканевых преобразований, но именно здесь 
толкование феномена оказывается сложным и запутан-
ным. Если проследить историю изучения метаплазии 
как общебиологического понятия, можно отметить 
противоречивость мнений исследователей: от призна-
ния самых широких межтканевых преобразований до 
почти полного отрицания метаплазии.

Впервые метаплазия слизистой оболочки желуд-
ка (СОЖ) упоминается Купфером в 1883 году [28]. 
В 1884 году Вирхов ввел это понятие в медицинскую 
практику [42]. Как считал Вирхов, метаплазия есть из-
менение характера ткани при сохранности ее клеток. 
Он не разграничивал метаплазию, эмбриональные диф-
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ференцировки и изменчивость. Также Вирхов выделял 
прямую метаплазию, возникающую без размножения 
клеток, и косвенную, связанную с пролиферацией.

Начиная с работ Вирхова и Купфера до настояще-
го времени относительно морфогенетических потен-
ций эпителиальных тканей позвоночных животных и 
человека было высказано много различных мнений. 
В.П. Михайлов [5] выделял четыре основные точки 
зрения исследователей на метаплазию:

yy первая определяет границы метаплазии достаточ-
но широко, признавая не только возможность раз-
ных изменений внутри эпителиальных тканей, но 
и превращение соединительной ткани в эпителий 
и наоборот;

yy вторая, самая распространенная точка зрения, 
делает широкие преобразования внутри эпите-
лиальных тканей, но отрицает вероятность транс-
формации эпителия в соединительную ткань или 
соединительной ткани в эпителий;

yy третья признает возможность преобразования 
эпителиев только внутри отдельных гистогене-
тических групп, отрицая переход одного типа 
эпителия в другой, например энтодермального в 
эктодермальный;

yy четвертая вообще отрицает существование мета-
плазии и объясняет все случаи трансформации 
тканей (примеры метаплазии) развитием обособ
ленных эмбриональных зачатков, гетероплазией, 
прозоплазией.

Разнообразие приведенных взглядов свидетельству-
ет о том, что вопрос о границах метаплазии не может 
быть решен путем патогистологического исследования. 
Для решения проблемы необходимо использовать кон-
цепции общебиологического порядка [4].

Еще в 1883 году Купфером впервые была высказана 
гипотеза о гетеротопическом происхождения кишечно-
го эпителия в желудке, которая долгое время поддер-
живалась отдельными авторами. Состояла она в том, 
что метаплазированный эпителий желудка еще до рож-
дения может быть сформирован как интестинальный 
или иметь вид недифференцированных клеток, детер-
минированных таким образом, что в дальнейшем они 
дифференцируются в кишечный эпителий. При различ-
ных заболеваниях гетеротопические элементы могут 
размножаться или дифференцироваться и замещать 
СОЖ. Эта гипотеза подтверждалась рядом эмбриологи-
ческих и электронномикроскопических исследований. 
Так, Р. Salenius et al. [35], W. Rubin et al. [36] постоянно 
находили кишечный эпителий в человеческих желудках 
(особенно часто в пилорическом и кардиальном отде-
лах). По их данным, кишечный эпителий сохраняется 
у плода до момента рождения.

Эти исследования опровергаются наблюдениями 
Ю.М. Лазовского и И.В. Василенко [7]. Так, по данным 
И.В. Василенко и соавт., которые изучили 1200 детских 
гастробиоптатов, ячейки кишечного эпителия были об-
наружены лишь у трех человек во фрагментах СОЖ, 

полученных из зоны пилорической складки, что свиде-
тельствует в пользу метапластического происхождение 
этих очагов.

Определение метаплазии Орта [34]: «метаплазия 
есть превращение одной достаточно характерной ткани 
в другую, также вполне характерную ткань, которая 
отличается от первой морфологически и функциональ-
но», по сей день сохраняет содержание классического. 
Благодаря нему удалось отделить от метаплазии ряд 
других, в определенной степени похожих процессов. 
Так, из понятия метаплазии были исключены нормаль-
ная эмбриональная дифференцировка и различные на-
рушения ее в виде дистопий и гетероплазий, а также 
гистологическая аккомодация, опухолевые изменения 
и различные незавершенные процессы дифференци-
ровки, в результате которых возникают структуры, в 
дальнейшем подвергающиеся атрофии и гибели.

Существенное уточнение в определение метапла-
зии добавил Бенчини [13], понимавший метаплазию 
как превращение одной вполне дифференцированной 
ткани в другую, также хорошо дифференцированную, 
которая морфологически и функционально отличается 
от первой и не находится на пути нормального разви-
тия. Последняя часть определения вносит значимую 
поправку в известное определение Орта. Также Бенчи-
ни подчеркивал, что многочисленные изменения ткане-
вой дифференцировки, которые относят, как правило, 
к метаплазии (новообразования хрящевой и костной 
тканей в необычном месте, «миелоидная метаплазия» 
при экстрамедуллярном миелопоэзе и другие), следует 
рассматривать как гиперплазии и дифференцировку 
тканей при гетеротопном и гетерохронном развитии. 
Наряду с метаплазией необходимо учитывать и явления 
дисплазии – изменения ткани, обусловленные сниже-
нием уровня дифференцировки, и прозоплазии – его 
повышением по сравнению с предыдущим уровнем.

Большинство авторов связывают появление ки-
шечного эпителия в желудке с метаплазией [1, 2, 6]. 
Эта гипотеза подтверждается данными, полученны-
ми с помощью современных методов исследования. 
S. Ming et al. [31] находили клетки с тинкториальными 
свойствами обоих типов (желудочного и кишечного) 
эпителия. Они окрашивались и кармином Беста, и 
муцикармином, в них определялись как кислые, так и 
нейтральные мукополисахариды. Наличие этих «пере-
ходных» клеток является достаточно убедительным до-
казательством того, что кишечный эпителий в СОЖ – 
результат метаплазии.

Часто бокаловидные и абсорбтивные клетки, свой-
ственные кишечному эпителию, встречаются на вали-
ках и в верхних отделах желудочных ямок. При этом в 
серийных срезах СОЖ не проявляются элементы ки-
шечных крипт, из которых могли бы возникнуть энте-
роциты. По мнению Д.С. Саркисова и Л.И. Аруина [8], 
источником кишечного эпителия в желудке являются те 
клетки, которые обеспечивают постоянное обновление 
желудочного эпителия. Следовательно, его ямочный 
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и метаплазированный эпителий образуется из одних 
и тех же камбиальных элементов, расположенных в 
глубине ямок и шеечных отделах желез желудка.

Таким образом, можно считать, что кишечная ме-
таплазия (КМ) вызвана нарушением регенерации. 
В обычных условиях пластичность тканей ограниче-
на их наследственными свойствами. Консерватизм на-
следственности определяет специфическую тканевую 
дифференциацию и ответствен за то, что из недиффе-
ренцированных клеток образуется только желудочный 
эпителий. Нарушение регенерации с преобладанием 
фазы пролиферации над фазой дифференцировки до 
некоторой степени «раскачивает» наследственность, 
что приводит к замене «детерминации» на «пластич-
ность» с расширением формообразующих потенций 
ткани. Следовательно, клетки герминативной зоны 
могут дифференцироваться в кишечный эпителий [1]. 
Причины подобного искаженного хода регенерации 
не выяснены, дискуссионным остается вопрос об от-
несении ее к вариантам репаративной или физиоло-
гической.

С учетом возражения против вероятности развития 
прямой метаплазии утвердилось представление о ме-
таплазии как об атипической регенерации. Выделены 
даже этапы развития «регенерационной метаплазии», 
а именно: 1) упрощение строения клеток, 2) их раз-
множения, 3) превращение в клетки другого вида. Пре-
валирует мнение о том, что границы метаплазии зави-
сят от потенций, которые сохранились в камбиальных 
клетках на момент регенерации. Было установлено, что 
искаженное направление регенерации обусловлено из-
менениями условий существования ткани и возникшая 
метаплазированная ткань является более приспособ
ленной к этим новым условиям.

Если понимать под регенерацией восстановление 
формы и функции, то понятия «регенерация» и «мета-
плазия» несовместимы. И форма, и функция при ме-
таплазии меняются. Если регенерацию сопровождает 
метаплазия, следует сделать вывод, что процесс не яв-
ляется физиологическим. Метаплазия выступает как 
индикатор патологического характера регенерацион-
ного процесса.

Общепризнанным является представление о мета-
плазии как о процессе, который в большинстве случа-
ев возникает в пределах близкородственных тканей. 
Относительно ткани феномен метаплазии необходимо 
рассматривать как нарушение нормальной для данного 
места и времени ее дифференцировки в пределах фило-
генетически обусловленной тканевой специфичности. 
По отношению к клетке термин «метаплазия» вряд ли 
может быть применен [5].

В экспериментальных работах введение в СОЖ кле-
ток эмбриональной кишечной мезенхимы приводило к 
формированию кишечных ворсинок и крипт [27]. В ме-
таплазированных железах происходила реорганизация 
эпителия со смещением зоны пролиферативного ком-
партмента от перешейка желез к их основанию и моди-

фикация стромальных клеток собственной пластинки 
слизистой оболочки с появлением фибробластов, окру-
жающих измененные железы кишечного типа. Данные 
признаки свидетельствуют о том, что КМ – процесс 
образования целостной ткани с трансформированными 
свойствами, а не только нарушения дифференциации 
эпителия [14].

Видимо, правомерно говорить о клеточной преде-
терминации, понимая под этим изменения эпигене-
тической системы соматических клеток, вследствие 
чего происходит перепрограммирование их белкового 
синтеза, который определяет принадлежность к опреде-
ленной ткани [5]. Эпигенетическими принято называть 
изменения активности различных групп генов, оставля-
ющих нетронутым сам генетический материал (ДНК).

Регенерация эпителия СОЖ, как и любой другой 
ткани в организме человека, включает помимо проли-
ферации его детерминацию, дифференцировку и специ-
ализацию. Согласно современным взглядам, стволовая 
клетка полипотентна, ее развитие однозначно еще не 
детерминировано. Тканевая детерминация, или дости-
жение специфичности, которая является проявлением 
наследственности, реализуется в дочерних клетках. 
Механизм детерминации связан с репрессией (блоки-
ровкой) и дерепрессией (деблокированием) генов. Из-
менения активности генетического аппарата в процессе 
тканевой детерминации в дальнейшем реализуются в 
определенных линиях специфической дифференциров-
ки. При этом детерминация тканевых свойств клеток 
осуществляется на уровне синтеза иРНК, в то время 
как дифференцировка происходит путем трансляции 
генетического кода с молекулы иРНК на специфиче-
ские молекулы белка, который синтезируется.

Дифференцировка клеток представляет собой слож-
ный процесс, при котором совершенствуются внутри-
клеточные структуры и функции клеток. На основе 
глубокого  анализа литературы по клеточной диффе-
ренцировке, выполненного Д. Трумэном [10], можно 
сделать вывод, что изменения и усовершенствования 
структуры и функции клеток при их дифференцировке 
возникают без изменений клеточного генома, но с ак-
тивацией или репрессией различных групп генов (его 
составляющих).

На основе этих данных низкодифференцированные 
клетки генеративных зон являются пулом дочерних 
клеток стволового эпителиоцита слизистой. Они уже 
имеют направление в дифференцировке в соответствии 
с набором активированных и репрессированных генов. 
Последующая дифференцировка происходит благодаря 
редукции одних и развитию других внутриклеточных 
структур.

Изменение программы дифференцировки стволовой 
клетки СОЖ, расположенной в зоне перешейка желез, 
является пусковым механизмом метаплазии [26], но 
некоторые авторы придерживаются теории дедиффе-
ренцирования, согласно которой зрелая клетка СОЖ – 
бокаловидная клетка – теряет признаки специализации 
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и становится похожей на стволовую клетку [23]. Также 
существует теория развития КМ из стволовых клеток 
костного мозга, которые с током крови попадают в 
СОЖ [23].

Восстановление плюрипотентности в диффе-
ренцированных клетках и связанные с этим про-
цессы репрограммирования генома  – актуальные 
проблемы современной биологии. Посвященные им 
исследования, кроме прикладных аспектов (получение 
иммуносовместимых клеток для трансплантологии), 
имеют также  фундаментальное значение (регуляция 
активности генов, процессов индивидуального раз-
вития и т.д.). В течение нормального развития эм-
бриональные клетки при дифференцировании теряют 
свою первоначальную плюрипотентность, в результате 
чего специализированные клетки лишены потенциала 
преобразования в другие типы клеток. Долгое время 
считалось, что потеря плюрипотентности необратима. 
Впрочем, в экспериментах на амфибиях и млекопитаю-
щих было показано, что ядра дифференцированных 
клеток, изъятых у взрослого животного, после пере-
садки в энуклеированные ооциты способны обеспечить 
развитие организма [41]. Полное репрограммирова-
ние ядра терминально дифференцированной сомати-
ческой клетки также происходит при слиянии зрелой 
специализированной клетки с эмбриональной стволо-
вой [32, 33]. Эти данные свидетельствуют о том, что 
ядра отдельных дифференцированных клеток могут 
быть репрограммированы цитоплазматическими фак-
торами ооцита [10].

Феномен репрограммирования ядра зрелой сома-
тической клетки интенсивно изучается в последнее 
время в связи с перспективой получения «пациент-
специфических» плюрипотентных клеток, подобных 
эмбриональным стволовым. При реализации этого 
феномена под влиянием неизвестных факторов в ядре 
соматической клетки происходят активация генов 
раннего эмбриогенеза и ингибирование генов, от-
ветственных за дифференцировку и специализацию. 
При полном репрограммировании теряется как спе-
циализированная генетическая, так и эпигенетическая 
информация, и клетка приобретает свойства плюри-
потентной.

Механизмы и факторы, регулирующие реализа-
цию репрограммирования ядра дифференцированной 
соматической клетки, остаются неизученными. До 
сих пор считалось, что дифференцированные клет-
ки могут возникать из зародышевых или стволовых 
клеток, но сейчас известно, что путем трансдиффе-
ренцировки зрелые клетки одного фенотипа могут 
превращаться в полностью дифференцированные 
клетки другого [18].

Метаплазия, в широком аспекте использования тер-
мина, может возникать, таким образом, как в резуль-
тате нарушения дифференцировки стволовых клеток, 
так и трансдифференцировки (прямой конверсии) уже 
дифференцированных клеток.

Трансдифференцировка – это разновидность мета-
плазии, которая характеризуется необратимым пере-
ходом уже дифференцированных клеток в другой тип 
вследствие утраты одного фенотипа и появления дру-
гого.

Трансдифференцировка может происходить двумя 
основными путями:

yy привлечение клеточного деления, дедифферен-
цировки через промежуточный тип клеток и по-
явление нового фенотипа без свойств первичной 
дифференцированной клетки (преобразование 
пигментных эпителиальных клеток радужки гла-
за в хрусталик);

yy прямая трансдифференцировка без клеточного 
деления (например, превращение клеток подже-
лудочной железы в гепатоциты) [12, 15, 19, 39].

В норме дедифференциация и клеточное деление 
являются существенными промежуточными процес-
сами развития клетки, но они не обязательны для всех 
случаев. Трансдифференцировка ассоциирована с изо-
лированным изменением в программе экспрессии ге-
нов и является прямым прототипом связи между двумя 
клеточными линиями (видами).

Таким образом, метаплазию можно рассматривать 
как потенциально обратимое изменение, при котором 
дифференцированные типы клеток замещаются други-
ми дифференцированными типами клеток, как прави-
ло лучше приспособленными к трансформированным 
условиям среды [37].

На молекулярном уровне причиной трансдифферен-
цировки, вероятно, являются изменения в экспрессии 
главного гена-переключателя (гомеотического гена), 
способного различать две клеточные линии при нор-
мальном развитии.

О тесной патогенетической связи метаплазии с 
системой генетической детерминации тканей свиде-
тельствуют и результаты опытов с использованием 
Cdx2-трансгенных мышей [16, 22, 24, 28], а также ис-
следований гастробиопсий в клинике [20, 21].

После того как открыли и изучили гомеобоксные 
гены дрозофилы, похожие гены были найдены у всех 
других многоклеточных организмов от нематоды до 
человека.

Большое количество транскрипционных факторов 
многоклеточных организмов вовлечено в обеспече-
ние их развития. Определяющая черта этих факто-
ров – наличие в их составе одного или более ДНК-
связывающих доменов, которые взаимодействуют с 
определенными участками ДНК, расположенными в 
регуляторных областях генов. Гомеодоменные белки 
связывают гомеобокс (особый участок ДНК) и играют 
ключевую роль в индивидуальном развитии организ-
мов – онтогенезе [25]. В геноме человека обнаруже-
но более 2600 белков, имеющих ДНК-связывающий 
домен, и большинство из них – факторы транскрип-
ции [38]. Вследствие этого они составляют наибольшее 
семейство белков человека.
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Многие гены регулируются корпоративным взаи-
модействием различных факторов транскрипции, что 
создает уникальность регуляции каждого гена в про-
цессе развития организма.

Сегодня до конца не выяснено, как происходит 
спецификация (специализация, детерминация) кишеч-
ной энтодермы. Считается, что она дифференцируется 
локально на ранних стадиях эмбриогенеза и специфи-
кация детерминируется во взаимодействии с окружаю-
щей мезенхимой. Модель экспрессии гомеобоксных 
генов (Hox), как полагают, ответственна за специфи-
кацию различных органов. Гены Hox кодируют белки, 
регулируют транскрипцию и определяют структуры 
тела и их расположение в переднезаднем направлении. 
Работая в соответствии с генетической программой, 
они инициируют или подавляют транскрипцию опре-
деленных генов в ответ на внешние воздействия, что 
приводит к изменению морфологии, дифференциации 
клеток, морфогенеза, органогенеза.

Cdx1 и Cdx2 – это каудально связанные гомео-
боксные транскрипционные факторы с селективной 
локализацией в ядрах эпителиоцитов слизистой обо-
лочки тонкой и толстой кишки плодов и взрослых. 
В неизмененной слизистой оболочке желудка они не 
экспрессируются. В слизистой оболочке здорового 
кишечника Cdx2 экспрессируются преимущественно 
в дифференцированных энтероцитах ворсин, а Cdx1 – 
в недифференцированных клетках пролиферативного 
компартмента крипт [14]. Многочисленные исследо-
вания показали, что аберрантная экспрессия Cdx1 и 
Cdx2 в СОЖ может иметь ключевую роль в развитии 
кишечной метаплазии. Так, Р. Mesquita et al. [29] до-
казали, что Cdx2 активирует экспрессию кишечного 
муцинового гена MUC2 в желудочных клетках, инду-
цируя интестинальную трансдифференцировку как 
в участках кишечной метаплазии, так и в отдельных 
типах рака желудка.

В дифференцировке желудочного эпителия уча-
ствуют гены Runx3, Sox2, Shh и Ptc. Потеря их функ-
ции, вероятно, также может приводить к трансдиф-
ференцировке клеток желудочного типа в кишечный. 
В нормальной СОЖ экспрессия Cdx2 может прямо или 
косвенно подвергаться супрессии при участии Runx3, 
Sox2, Shh и Ptc [40]. Молекулярно-биологические ис-
следования показывают, что Cdx2 путем активации 
собственного промотора может закреплять кишечный 
фенотип за клетками, что противоречит концепции об-
ратимости метаплазии.

Таким образом, дальнейшие исследования фено-
мена КМ могут прояснить молекулярно-генетические 
механизмы ее развития и уточнить наши представления 
о проблеме метаплазии в целом. 
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Интерстициальные клетки Кахаля – это один из 
типов интерстициальных клеток мышечной оболоч-
ки (tunica muscularis) различных отделов желудочно-
кишечного тракта. Основными функциями ИКК 
являются генерация и проведение медленных волн – 
периодических изменений трансмембранного потен-
циала мембран гладкомышечных клеток [7]. Впервые 
клетки Кахаля были описаны испанским гистологом 
Сантьяго Рамон-и-Кахалем в 1892 году. Пейсмейкерная 
активность субпопуляции ИКК, желудочно-кишечного 
тракта была показана в 1982 году [27]. Механизмы гене-
рации и поддержания медленных волн перистальтики 
обусловлены колебаниями уровня внутриклеточного 
кальция, которые ритмически активи-
руют ионные каналы плазматической 
мембраны [10, 22]. Колебания концен-
трации кальция осуществляются за 
счет выделения и поглощения ионов 
кальция из цистерн гладкой эндоплаз-
матической сети и митохондрий (рис. 
1). Колебания трансмембранного по-
тенциала распространяются через 
щелевые контакты на мембраны мио-
цитов. При достижении определен-
ного значения разности потенциалов 
генерируется потенциал действия, 
повышается концентрация внутри-
клеточного кальция и происходит 
сокращение гладких миоцитов [25]. 

 Перистальтическая активность 
ЖКТ регулируется на многих уров-
нях, начиная от центральной нервной 
системы и заканчивая регуляцией се-

кретами энтероэндокринных клеток. Нервная регуля-
ция осуществляется симпатическими и парасимпати-
ческими отделами вегетативной нервной системы, а 
также автономной нервной системой кишечника, ко-
торая имеет собственные чувствительные, вставочные 
и двигательные нейроны. Акцепторами нервных сиг-
налов являются ИКК и фибробластоподобные клетки, 
которые передают эти сигналы на гладкие миоциты 
мышечной оболочки [13, 21]. ИКК обнаруживают фе-
нотипические черты, свойственные одновременно и 
нервным клеткам, и гладким миоцитам. Они характе-
ризуются аргирофильностью, наличием виментиновых 
промежуточных филаментов, имеют звездчатую или 
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Интерстициальные клетки Кахаля (ИКК) играют важную роль в моторике желудочно-кишечного 
тракта и имеют дискретное распределение в мышечном слое ЖКТ. Уменьшение количества ИКК 
связано с рядом заболеваний человека. ИКК обычно идентифицируют по экспрессии тирозинкиназ-
ного рецептора с-kit, выявляемого иммуногистохимическим методом. В обзоре приводятся основные 
морфологические и функциональные характеристики ИКК, их роль в патогенезе болезней, а также 
методы выявления этих клеток. 

Ключевые слова: интерстициальные клетки Кахаля, моторика ЖКТ, пейсмейкерная активность 

Рис. 1. Схема активации пейсмейкерной активности ИКК  
по Takaki (2003) и Helden et al. (2010)
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отростчатую форму [4], в зависимости от популяции 
ИКК. Сократительные актино-миозиновые филаменты 
отсутствуют. Некоторые исследователи отмечают на-
личие в цитоплазме и около мембраны ИКК плотных 
телец — структур, присущих гладким миоцитам, с 
которыми связаны пучки промежуточных филамен-
тов [20]. 

При ультраструктурном исследовании выявляются 
прерывистая базальная мембрана, множество кавеол 
на поверхности клетки, центральное ядро с присте-
ночным гетерохроматином овальной или фестончатой 
формы, хорошо развитая гладкая эндоплазматическая 
сеть, большое количество митохондрий, расположен-
ных главным образом в отростках клеток. В ИКК хо-
рошо развит аппарат Гольджи, выражена гранулярная 
эндоплазматическая сеть. Ультраструктурная характе-
ристика ИКК имеет различия в зависимости от отдела 
ЖКТ, а также от вида животных [14]. 

В настоящее время выделяют несколько субпопу-
ляций ИКК.

Интерстициальные клетки Кахаля, ассоциирован-
ные с межмышечным сплетением (ИКК-МС), которые 
располагаются в области Ауэрбахова нервного сплете-
ния, между кольцевым и продольным слоями гладкой 
мускулатуры. Клетки этой субпопуляции имеют звезд-
чатую форму с 3–5 цитоплазматическими отростками, 
которые ветвятся, образуя вторичные и третичные от-
ростки. Отдельные клетки этой субпопуляции объеди-
нены в единую сеть с помощью щелевых контактов. 
Популяция ИКК-МС в толстой кишке и желудке менее 
выражена, чем в тонкой кишке [14, 24].

Интерстициальные клетки Кахаля, ассоциирован-
ные с подслизистым сплетением (ИКК-ПСС), рас-
полагающиеся в области слизистого (Мейснерова) 
сплетения желудка и толстой кишки, обнаруживаются 
и в других отделах ЖКТ. Клетки этой субпопуляции 
многополюсны и объединены в сеть [14, 24].

Внутримышечные интерстициальные клетки Каха-
ля (ИКК-ВМ) веретеновидные, с отростками, неодина-
ково выраженными в разных отделах ЖКТ. Длинная 
ось ИКК-ВМ ориентирована вдоль мышечного слоя. 
В толще мышечного слоя клетки этой субпопуляции 
ассоциированы с нервными волокнами и формируют 
с их расширениями (так называемыми варикозными 
расширениями) контакты наподобие синаптических. 
ИКК-ВМ распространены равномерно во всех отде-
лах ЖКТ, но отличаются в разных отделах степенью 
разветвленности и числом контактов с нервными во-
локнами [14, 24].

Клетки Кахаля глубокого мышечного сплетения 
(ИКК-ГМС) располагаются между двумя кольцевыми 
слоями гладких миоцитов, прилежащих к подслизисто-
му сплетению тонкой кишки. Клетки имеют звездчатую 
форму с несколькими неветвящимися отростками, ко-
торые контактируют между собой, образуя сеть [14, 24]. 

Клетки Кахаля, располагающиеся в прилежащем к 
серозной оболочке слое гладких миоцитов (ИКК-СП). 

Эту субпопуляцию выделяют в тонкой и толстой кишке 
мышей. Клетки характеризуются звездчатой формой с 
небольшим количеством отростков [14, 24]. 

 Некоторые исследователи предлагают делить ИКК 
на субпопуляции по функциональной характеристи-
ке. Предполагают, что ИКК-МС тонкой, толстой киш-
ки и желудка выполняют пейсмейкерную функцию, 
а ИКК‑ВМ – функцию передачи нервных сигналов к 
гладкомышечным клеткам [11].

Клетки Кахаля имеют тесные структурные связи с 
другими компонентами мышечной оболочки кишечни-
ка – гладкомышечными клетками и нейронами. 

С гладкомышечными клетками ИКК соединены 
щелевыми контактами [5, 14, 21] (рис. 2), связь между 
клетками осуществляется через белковые каналы – 
коннексоны, через которые могут передаваться ионы 
и небольшие (до 1 kD) молекулы. Видимо, через них 
происходит передача сигнала (потенциала действия) 

Рис. 2. Интерстициальные клетки Кахаля  
различных популяций. 

А – интерстициальная клетка Кахаля межмышечного 
сплетения (ИКК-МС). L – лизосомы, С – кавеолы, 
N – ядро, rER – гранулярный эндоплазматический 

ретикулум, M – митохондрии. N – нервные волокна. 
ICC – интерстициальная клетка Кахаля межмышечного 

сплетения (ИКК-МС). ICC-P – цитоплазматические отростки 
ИКК-МС (по E.E. Daniel et al. 1998)

Б – интерстициальная клетка Кахаля внутримышечной 
популяции (ИКК-ВМ). N – нейрон. Стрелки обозначают 
кавеолы. Двойная стрелка показывает щелевой контакт 

с гладкомышечной клеткой (по Т. Komuro, 2006)

А

Б
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с ИКК на миоциты, а также осуществляется электро-
механическое сопряжение близко расположенных мио-
цитов для создания единой сократительной структуры в 
стенке кишки. Щелевые контакты в мышечной оболоч-
ке кишки можно обнаружить на электронномикроско-
пическом уровне или при окраске антителами к белку 
Cx43 (Connexin 43) [14]. 

Взаимодействие ИКК с нейронами обеспечивает-
ся синаптоподобными контактами отростков клеток 
Кахаля с варикозными расширениями на аксонах ней-
ронов [9, 21, 22] (рис. 2). Показано, что в варикозных 
расширениях, тесно контактирующих с клетками Каха-
ля, обнаруживаются белки семейства SNARE (Soluble 
N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Protein 
Receptor), в частности синтаксин, синаптотагмин и 
SNAP25 (Synaptosomal-associated protein, 25 kD). Эти 
белки не обнаруживаются в области отростков ней-
ронов, располагающихся вблизи гладких миоцитов. 
SNARE-белки играют важную роль в процессе слия-
ния везикул, содержащих нейромедиаторы с преси-
наптической мембраной нервного окончания, таким 
образом обеспечивая нейротрансмиттерную функцию. 
Полученные данные подтверждают роль ИКК в пери-
стальтике ЖКТ [4]. 

Предполагается также возможность существования 
«объемного» переноса медиатора [23], когда последний 
поступает не в узкую синаптическую щель (классиче-
ский синапс), а в межклеточное пространство. Таким 
способом одна клетка-мишень получает сигналы от 
нескольких нервных окончаний одновременно, а одно 
нервное окончание оказывает эффект сразу на группу 
клеток. Оба типа контактов могут быть представлены 
в различных субпопуляциях ИКК [32].

ИКК некоторых субпопуляций, например ИКК-ВМ, 
имеют тенденцию к ассоциации с нервными волокна-
ми [5]: ИКК, нитрергические волокна и фибробласто-
подобные клетки внутреннего анального сфинктера 
мышей образуют в толще мускулатуры единые «тяжи», 
в которых максимальное расстояние между поверхнос
тями клеток меньше 1 мкм. Таким образом, может обе-
спечиваться максимальная эффективность передачи 
сигнала с нервной системы через ИКК на эффекторные 
клетки. 

ИКК принимают участие в механорецепции и раз-
витии перистальтического рефлекса [10, 17]. В экспе-
риментах с мышами c-kit-мутантных линий, например 
WBB6F1-W/Wv, показано, что ИКК-МС необходимы 
для сокращения и расслабления мускулатуры стенки 
подвздошной кишки в ответ на растяжение [19]. ИКК 
могут принимать участие в развитии и модуляции вос-
палительного ответа. Показано, что при трихинеллезе 
на ранних сроках ИКК-МС образуют тесные контакты 
типа peg-and-socket с активированными макрофагами. 
На более поздних сроках отмечается формирование 
специализированных контактов между ИКК-МС и 
лимфоцитами [28]. Функциональная активность ИКК 
регулируется провоспалительными и противовоспали-

тельными цитокинами, серотонином и его производ
ными [3].

Впервые ИКК были обнаружены при серебрении 
(окрашивании солями серебра) гистологических сре-
зов стенок разных органов ЖКТ. Отростчатые клетки 
выявлялись в области межмышечного (Ауэрбахова) 
нервного сплетения, поэтому многие исследователи 
считали их примитивными нейронами. Более поздние 
исследования показали, что этот тип интерстициаль-
ных клеток по ряду ультраструктурных характеристик 
имеет сходство не только с нейронами, но и с гладко-
мышечными клетками. 

Серебрение не позволяло дифференцировать ИКК 
от морфологически сходных клеток нейроэктодермаль-
ного происхождения, поэтому был разработан подход 
с использованием иммуногистохимического маркера. 

В настоящее время иммуногистохимические ме-
тоды наиболее широко используются для выявления 
ИКК. Интерстициальные клетки Кахаля селективно 
связывают антитела к мембранному белку-рецептору 
c-Kit. Белок c-Kit представляет собой рецептор к 
фактору стволовых клеток (Stem cells factor, SCF), 
обладающий тирозинкиназной активностью. Этот 
рецептор участвует в процессах дифференцировки 
многих клеток разных тканей организма. Например, 
в результате связывания поверхностных молекул c-
Kit рецептора на ранних пре-В-клетках происходит 
активация c-Kit, что влечет за собой усиление про-
лиферации и переход В-клеточных предшественников 
на следующий уровень дифференцировки – стадию 
поздних пре-В-клеток. Однако в стенке ЖКТ c-Kit экс-
прессируют только два типа клеток – клетки Кахаля 
и тучные клетки. 

В 1994 году Torihashi et al. обнаружили, что анти-
тела к продукту экспрессии протоонкогена c-kit специ
фически связываются с ИКК кишки мыши [26]. Этот 
методический подход позволил изучить трехмерную 
структуру сетей клеток Кахаля на протяжении всех 
отделов ЖКТ, а также исследовать их роль в развитии 
нарушений нормальной функции кишечника.

Недавно было показано, что маркерами ИКК в ЖКТ 
могут быть также белки семейства Ano1 (Anostamin 1), 
которые обеспечивают ионный транспорт. На биопсий-
ном материале толстой кишки пациентов со сниженной 
скоростью пассажа содержимого кишечника выявлено 
уменьшение количества с-Kit-положительных клеток 
и показана корреляция между числом с-Kit и Ano1-
положительных клеток и клиническими проявлениями 
заболевания [12]. 

При иммуногистохимическом исследовании с-Kit-
положительные клетки, морфологически подобные 
ИКК, выявляются и в других полых органах – моче-
точнике, мочевом пузыре, матке, а также в предсер-
дии и выводных протоках простаты, молочных желез, 
поджелудочной железы и желчевыводящих протоках, 
в выносящих сосудах клубочка нефрона, воротной 
вене, других кровеносных и крупных лимфатических 
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сосудах [8, 17]. Показано, что в воротной вене, лим-
фатических сосудах, выводных протоках простаты и 
мочеточниках они выполняют пейсмейкерную функ-
цию [17].

Исследование эмбрионального развития c-Kit-
положительных клеток у мышей показало, что транс-
крипция гена c-kit начинается на 9-й день эмбрио-
нального развития, белок c-Kit выявляется с помощью 
антител на 12-й день. К 15-му дню эмбрионального 
развития в стенке кишки формируется кольцевой 
слой гладких миоцитов, экспрессирующих десмин, 
ɣ-актин и гладкомышечный миозин. На периферии 
мышечного слоя в зоне формирующегося межмы-
шечного сплетения выявляются c-Kit-положительные 
клетки, собранные в кластеры. Они экспрессируют 
виментин, и некоторые десмин. Затем до 18-го дня эм-
брионального развития происходит разделение c-Kit-
положительных клеток на два «класса» – клетки на 
периферии (близкие к серозной оболочке) перестают 
экспрессировать c-Kit и приобретают характеристи-
ки гладкомышечных клеток, становясь продольным 
слоем гладких миоцитов мышечной оболочки киш-
ки, в то время как внутренний слой клеток сохраняет 
экспрессию c-Kit, развиваясь в ИКК-МС. К моменту 
рождения в кишечнике плода выявляется только один 
слой c-Kit-положительных клеток – между кольцевым 
и продольным слоями гладких миоцитов. Второй слой 
c-Kit-положительных клеток обнаруживается после 
рождения в слое недифференцированных клеток коль-
цевого слоя миоцитов со стороны слизистой оболочки. 
Часть из них впоследствии становится клетками Ка-
халя, часть (ближе к слизистой оболочке) приобретает 
фенотипические черты гладкомышечных клеток [31]. 
Нейротрофический фактор глиальных клеток (Glial 
cell-derived neurotrophic factor, GDNF) обеспечивает 
функционирование норадренергических нейронов in 
vivo. Эксперименты с аганглионарными сегментами 
кишки GDNF-нокаутных мышей показали, что в от-
сутствие нейробластов развитие клеток Кахаля из 
с-Kit-положительных клеток не нарушается [30]. 

Таким образом, клетки Кахаля имеют не только ме-
зенхимальное происхождение, но и предшественника, 
общего с гладкомышечными клетками. При некоторых 
заболеваниях, связанных с нарушением перистальтики, 
уменьшение численности популяции ИКК связывают с 
возможной трансдифференцировкой последних в глад-
комышечные клетки [16].

Полное формирование сети и контактов между клет-
ками мышечного слоя органов ЖКТ и функциональное 
созревание ИКК завершаются в постнатальном периоде 
развития. Способность к генерации медленных волн 
появляется у ИКК желудка мыши на 19-й день эмбрио-
нального развития, а формирование «взрослого» типа 
перистальтической активности – на 10-й день после 
рождения. Время, необходимое для развития функцио-
нальной зрелости ИКК, увеличивается от верхних к 
нижним отделам ЖКТ. В подвздошной кишке медлен-

ные волны появляются на 3-й день после рождения, а 
в толстой кишке – спустя неделю [26]. 

Роль c-Kit-рецептора важна в дифференцировке и 
поддержании функциональной активности ИКК во 
взрослом организме [16]. При деактивации c-Kit бло-
каторами, такими как иматиниб (противоопухолевый 
препарат, ингибитор протеинтирозинкиназы и селек-
тивный ингибитор c-Kit-рецептора), происходит угне-
тение перистальтической активности кишечника, а 
также трансдифференцировка клеток Кахаля в клетки 
с гладкомышечным фенотипом [16]. Лигандом к c-Kit-
рецептору является фактор стволовых клеток. Источник 
этого фактора в мышечной стенке кишечника – нерв-
ные и гладкомышечные клетки, а также ИКК. Клетки 
мышечной стенки ЖКТ экспрессируют две изоформы 
SCF – растворимую и мембранно-связанную. Послед-
няя, обнаруженная на поверхности гладкомышечных 
клеток, играет главную роль в дифференцировке ИКК. 
При связывании SCF с c-Kit-рецептором активируется 
c-Kit-сигнальный путь, приводящий к приобретению 
c-Kit-положительными клетками фенотипических черт 
клеток Кахаля. Известно, что при связывании с SCF 
c-Kit-рецептор аутофосфорилируется, активизируют-
ся сайты связывания PI3-киназы (Phosphatidylinositol 
3-kinases), фосфолипазы C, связанной с рецепторны-
ми и нерецепторными тирозинкиназами, и G-белком 
p21ras [29]. Как известно, основным субстратом фос-
фолипазы С в эукариотических клетках при концентра-
циях ионов кальция, близких к физиологическим, яв-
ляется PI-4,5-P2 (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate). 
Его гидролиз приводит к образованию двух ключевых 
вторичных посредников – инозит-1,4,5-трифосфата и 
диацилглицерина. Последний остается в мембране, 
активируя важнейший сигнальный фермент – проте-
инкиназу С, а IP3 (Inositol trisphosphate) диффундирует 
в цитоплазму и связывается с рецепторами на мембра-
не ретикулума, в результате чего открываются ионные 
каналы и в цитоплазму из внутриклеточных депо по-
ступают ионы кальция [2].

Нарушение дифференцировки, численности попу-
ляций ИКК, их распределения в гладкой мускулатуре, 
альтеративные изменения при патологических процес-
сах играют важную роль в развитии ряда заболеваний 
человека, таких как болезнь Гиршпрунга, болезнь Кро-
на, гастроэзофагеальный рефлюкс, некротизирующий 
энтероколит, парез желудка, ахалазия и другие. 

Ахалазия – редкое заболевание, связанное с нару-
шением моторики пищевода и нижнего пищеводного 
сфинктера. Нейромышечные нарушения характеризу-
ются дегенеративными изменениями нервных спле-
тений, приводящими к селективной утрате ингиби-
торных нервных окончаний. Последствиями этого 
становятся необратимое нарушение перистальтиче-
ской активности и механизмов расслабления нижнего 
пищеводного сфинктера в ответ на акт глотания. При 
ахалазии происходят ультраструктурные изменения 
ИКК нижнего пищеводного сфинктера – «осветле-
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ние» цитоплазмы, сокращение числа митохондрий и 
цистерн гладкого эндоплазматического ретикулума. 
Эти изменения сочетаются с сокращением числа кон-
тактов между отростками нервов и ИКК [6]. 

Идиопатический парез желудка – недостаточность 
моторной функции стенки желудка – проявляется та-
кими клиническими симптомами, как тошнота, рвота, 
абдоминальные боли. При идиопатическом парезе же-
лудка у крыс с сахарным диабетом, индуцированным 
перитонеальным введением стрептозотоцина, отмеча-
ется уменьшение числа c-Kit-положительных клеток 
в мышечной оболочке тела желудка по сравнению с 
контрольными животными [18]. 

Детский гипертрофический стеноз привратника 
желудка клинически проявляется увеличением вре-
мени нахождения пищи в желудке вследствие гипер-
трофии внутреннего слоя гладкомышечных клеток 
пилорического отдела. При этом заболевании наблю-
дается потеря некоторых типов иннервации (напри-
мер, повреждение NO-синтазы нейронов), а также ло-
кальное снижение числа с-Kit-положительных клеток 
в гипертрофированной мускулатуре, однако вопрос 
о связи между потерей нитрергической иннервации, 
потерей клеток Кахаля и гипертрофией остается от-
крытым [17].

Болезнь Гиршпрунга – генетическое заболевание, 
при котором уменьшается число нейронов (аганглиоз) 
в дистальных отделах толстой кишки, что приводит к 
непроходимости кишечника и некрозу. Причина аган-
глиоза – мутация генов, ответственных за миграцию 
нейробластов. Точные мутации генов не установлены. 
Предполагают, что при болезни Гиршпрунга наруша-
ется синтез факторов миграции в клетках не только 
нервного гребня, но и кишечной мезенхимы. В пользу 
этой теории говорит и то, что отмечается уменьшение 
количества и обширности сети клеток Кахаля, хотя по-
казано, что их развитие не зависит от наличия нейро-
нов, по крайней мере до рождения. Так или иначе, на-
рушения перистальтики могут быть объяснены именно 
снижением числа клеток Кахаля [17]. 

При запорах затруднено проведение каловых масс 
по дистальным отделам толстой кишки. У пациентов 
отмечено значительное уменьшение количества клеток 
Кахаля во всех отделах толстой кишки, а также сниже-
ние экспрессии c-Kit [17]. 

Диабетические гастропарез, запоры и диарея. От 
25 до 76% пациентов с сахарным диабетом страдают 
от нарушений моторной функции ЖКТ. Уменьшение 
числа клеток Кахаля и нарушение их ультраструкту-
ры продемонстрированы в целом ряде исследований.  
У мышей линии C57/BL6 с экспериментально вы-
званным сахарным диабетом 1-го типа и снижением 
экспрессии фактора стволовых клеток обнаружено 
уменьшение численности клеток Кахаля, связанное 
именно с недостаточной экспрессией SCF, а не с ги-
пергликемией. При введении мышам экзогенного SCF 

было зарегистрировано улучшение моторной функции 
ЖКТ и увеличение числа клеток Кахаля [15].

Существует ряд злокачественных опухолей ки-
шечника и желудка, которые образуются из c-Kit-
положительных клеток. Наиболее часто они встречают-
ся в тонкой кишке (20–40% случаев) и желудке (40–70% 
случаев). Размеры опухолей этого типа могут быть от 
долей миллиметров до нескольких сантиметров. Не-
большие опухоли клинически не проявляются, крупные 
характеризуются болью, кровотечениями, расстрой-
ствами моторики кишечника и другими нарушения-
ми – так называемыми симптомами острого живота. 
Этот тип стромальных опухолей хорошо поддается 
лечению химиотерапевтическим препаратом Гливек® 
(иматиниб) [1]. 

При заболеваниях ЖКТ кроме клеток Кахаля изме-
нениям часто подвергаются нейроны кишечных спле-
тений и миоциты, поэтому на поздних стадиях болезни 
зачастую невозможно определить роль клеток Кахаля 
в патогенезе заболевания. 

На основании исследований последних лет можно 
сделать вывод, что интерстициальные клетки Кахаля – 
это полифункциональные клетки, играющие важную 
роль в моторике ЖКТ и других полых органов. Они 
распространены как в области нервных сплетений 
стенки, так и в мышечном слое стенки полых органов. 

В ЖКТ клетки Кахаля дифференцируются из клеток 
мезенхимы кишечника в ходе эмбрионального разви-
тия через активацию c-Kit пути, а также имеют обще-
го с гладкомышечными клетками предшественника. 
Характерные черты ИКК – отростчатая форма клетки, 
крупное ядро, хорошо развитая вакуолярная система, 
большое количество митохондрий. Этот тип интер-
стициальных клеток выполняет ряд важных функций, 
таких как создание и проведение пейсмейкерного по-
тенциала, передача нервных и, возможно, гуморальных 
сигналов на гладкомышечные клетки. 

Создание и проведение пейсмейкерного потенциа-
ла на мембране клеток Кахаля осуществляется за счет 
колебаний уровня кальция в цитоплазме, что активиру-
ет ионные каналы плазмалеммы и создает медленные 
волны деполяризации мембраны, передающиеся на 
гладкомышечные клетки.

Нервная регуляция моторики кишечника основана 
на изменении свойств клеток Кахаля, через которые 
сигнал передается на гладкие миоциты, однако возмож-
но и непосредственное влияние нервных сигналов на 
гладкомышечные клетки. 

Очевидно, в развитии различных заболеваний, ха-
рактеризующихся нарушением моторной активности 
ЖКТ, важную роль играют повреждение, изменение 
численности и распределения в гладкой мускулатуре 
клеток Кахаля. Изучение роли ИКК в нарушении мото-
рики полых органов может стать основой для создания 
новых средств диагностики, лечения и профилактики 
заболеваний.
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INTERSTITIAL CELLS OF CAJAL IN ANIMAL AND HUMAN GASTROINTESTINAL TRACT
S.O. Kiryukhin, T.I. Khomyakova, M.T. Dobrynina, O.V. Makarova

Interstitial cells of Cajal (ICC) play an important role in gastrointestinal (GI) motility. They are discretely 
distributed within the tunica muscularis of the GI tract. ICC depletion is associated with several disorders. ICC 
are usually detected by immunolabeling of the cKit receptor tyrosine kinase. The main features of ICC, their 
contribution to the pathogenesis of some diseases and methods for ICC detection are reviewed in the article. 
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Роль пандемии гриппа А (H1N1) 2009 года 
в глобальном увеличении  
материнской смертности 
А.П. Милованов, И.М. Расстригина, Е.А. Помазанова
ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва 

После первых зарегистрированных случаев заболевания, вызванного новым вирусом гриппа А (H1N1), 
в Мексике 15 августа 2009 года ВОЗ официально объявила о начале пандемии гриппа с признаками 
мутации, быстрым размножением в эпителиальных клетках верхних дыхательных путей и легких, 
а также тяжелыми осложнениями. В группы риска входили, в том числе, и беременные женщины. 
Пандемия стремительно распространялась в США, Бразилии, Колумбии, странах Ближнего Востока 
и Азии, затем лавинообразно распространилась в европейских странах, постсоветских республиках 
и России. Несмотря на предпринимаемые эпидемиологические и лечебно-профилактические меры, 
грипп А (H1N1) привел к значительному росту уровня материнской смертности, в частности в США 
от него умерли 75, в Украине – 131, в России 116 беременных женщин с вирусологически подтверж-
денным диагнозом. Несмотря на отсутствие суммарного числа аналогичных материнских смертей 
в мире, имеются убедительные данные, что пандемия гриппа А (H1N1) привела к существенному 
росту глобального коэффициента материнской смертности. В ходе пандемии все страны по-разному 
боролись с распространением вируса А (H1N1) и негативным влиянием его на население. 10 августа 
2010 года было объявлено о завершении пандемии и переходе к постэпидемическому периоду. Не-
обходимо учесть как положительный опыт, так и неизбежные ошибки, возникшие при разработке и 
выполнении противоэпидемических мероприятий. 

Ключевые слова: пандемия гриппа А (H1N1), распространение в мире, материнская смертность

15 апреля 2009 года войдет в историю современной 
медицины как дата объявления ВОЗ пандемии гриппа 
А (H1N1), когда вирусологические лаборатории США, 
Канады и Мексики подтвердили появление новой ле-
гочной инфекции. 

По масштабам распространения она отвечала по-
нятию «пандемия», поскольку в дальнейшем грипп 
данной разновидности был зафиксирован во многих 
странах и на многих континентах. Она соответствовала 
двум бывшим ранее пандемиям: в 1918 году (испанский 
грипп) умерли 27% от всех заболевших беременных 
женщин, в 1957 году (азиатский грипп) умерли 47% 
всех заболевших беременных.

Структура нового возбудителя, впервые зафикси-
рованного в Мексике, была представлена генами грип-
па, поражающего свиней, и близка сезонному гриппу 
людей с более быстрыми и тяжелыми осложнениями. 
В дальнейшем установлено, что вирус А (H1N1) попа-
дает в дыхательные пути, всего через 6–8 часов начина-
ет активно размножаться (103) и в конце первых суток 
достигает огромного количества (1027), главным обра-
зом в клетках эпителия слизистых оболочек верхних 
дыхательных путей и бронхиальной системы легких. 
Массивное отторжение пораженных эпителиальных 

клеток вызывает их распад, а их продукты – выражен-
ную интоксикацию. При распространении вируса по 
организму он избирательно поражает эндотелий кро-
веносных сосудов, повышает их проницаемость и вы-
зывает вторичное повреждение внутренних органов – 
полиорганную недостаточность.

Эпидемиология пандемии гриппа А (H1N1) сначала 
ограничивалась США, Мексикой и Бразилией. Наи-
более уязвимыми для свиного гриппа оказались лица 
со сниженным иммунитетом, беременные женщины 
и дети. В США сразу был создан центр регистрации 
этой контагиозной инфекции у беременных с целью 
их быстрейшего выявления и вакцинации. Уже за пер-
вый месяц (май) в 13 штатах США были выявлены 34 
инфицированные пациентки, еще через месяц (июнь) 
число инфицированных беременных женщин удвои-
лось и шесть из них умерли от острого респираторного 
дистресс-синдрома. Эпидемия гриппа А (H1N1) в США 
продолжалась до 10 августа 2010 года: из 347 бере-
менных женщин с подтвержденным вирусологически 
гриппом А (H1N1) 272 пациентки выжили в результате 
интенсивной комплексной терапии, но 75 беременных 
умерли, что составило 4,3 на 100 000 живорожденных 
детей (коэффициент материнской смертности, КМС).  
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Это обусловило существенный подъем КМС за 2009 год 
в США до показателя 15,6 [5, 8].

Летом и осенью 2009 года пандемия быстро рас-
пространилась в Бразилии, Колумбии и других стра-
нах мира. Первые патологоанатомические исследова-
ния умерших от гриппа А (H1N1) были проведены в 
Бразилии [10]. Там проанализировали 21 аутопсию с 
подтвержденным гриппом А (H1N1), среди них было 
5 беременных женщин. Выявлены следующие изме-
нения в легких: 

yy диффузные альвеолярные поражения (95% всех 
случаев);

yy некротизирующий бронхиолит (33,3%);
yy обширные геморрагии (21,3%);
yy преобладание клеток воспаления (CD8+ и Т-лим
фоциты), а также гранзим В-положительных кле-
ток при явном ослаблении легочного иммунного 
статуса.

Изменения в других органах характеризовались 
вторичными проявлениями полиорганной недостаточ-
ности.

Дальнейшее распространение пандемии грип-
па А (H1N1) шло в направлении Северной Африки 
и Центральной Азии. В Египте было 258 умерших с 
подтвержденным свиным гриппом, Иране – 147, Сау-
довской Аравии – 128, Сирии – 138, Марокко – 64. 
Встречались они и в африканских странах, но там и 
подсчитать число умерших от гриппа А (H1N1), в том 
числе беременных женщин, оказалось невозможно [12]. 
В целом пандемия гриппа 2009 года распространялась 
среди населения слаборазвитых стран. В государствах с 
высокоэффективной медициной, таких как Канада [9], 
Япония [11], Австралия [7], при минимальном числе 
заболевших беременных женщин летальные исходы не 
отмечены или они были в единичных случаях. 

В Европейском регионе сведения о стремительном 
распространении вируса А (H1N1) напоминали ин-
формацию о боевых потерях: в начале августа в 46 из 
53 государств – членов Европейского региона ВОЗ за-
регистрировано свыше 33 000 случаев подтвержденно-
го пандемического гриппа, через месяц – в 48 из 53 го-
сударств 49 000, в октябре – 52 000, а в ноябре – свыше 
61 000 случаев.

На Украине с начала эпидемии (30 октября 
2009 года) умерла 131 беременная женщина, тогда как 
за весь 2008 год материнская смертность составила 
101 случай без единого летального исхода от гриппа. 
В дальнейшем аналогичные случаи были зарегистриро-
ваны во всех постсоветских республиках. Начиналась 
регистрация случаев гриппа А (H1N1) в июле (Грузия, 
Казахстан), в августе они были отмечены в Киргизии, в 
сентябре – в Азербайджане, Молдове и Беларуси. Пик 
высокой активности пандемического вируса А (H1N1) 
пришелся на период с 5 по 12 ноября в Беларуси, Болга-
рии, Ирландии, Исландии, Казахстане, Норвегии, Поль-
ше, Молдове, Северной Ирландии, Турции, Украине, 
Финляндии и Швеции.

Европейский регион ВОЗ последовательно увели-
чивал фазы предупреждения о пандемии от 4-й до 6-й 
степени, поскольку имела место устойчивая передача 
вирусной инфекции в местных сообществах более чем 
в одном регионе мира (Америка, Азия, Европа). 

В России пандемия свиного гриппа началась с 
осени 2009 года, и ей, как обычно, предшествовала 
чиновничья неразбериха. Только к 30 октября, когда 
инфекция, вызванная вирусом А (H1N1), превысила 
75–80% заболевших сезонным гриппом, пандемия 
была официально признана властями. Было потеряно 
много времени, столь необходимого для развертыва-
ния противоэпидемических мероприятий и накопления 
средств противовирусного лечения, несмотря на 6-ю 
фазу предупреждения ВОЗ о развернувшейся пандемии 
гриппа А (H1N1) во всех странах Европы и окружаю-
щих постсоветских республиках.

Первые беременные женщины, массово заболевшие 
свиным гриппом, были зарегистрированы в Забайка-
лье (Читинская область). Это регион, жители которого 
часто посещают соседнюю Монголию, где с 24 ноября 
появились первые больные и были отмечены летальные 
исходы (в Улан-Баторе насчитывалось 1123 верифици-
рованных пациента, и 20 человек умерли, в провинциях, 
соответственно, было 785 заболевших и 11 летальных 
исходов) [13]. По данным официальной статистики, сви-
ным гриппом переболели 11% всех жителей Забайкалья 
и 28% беременных женщин. Летальность в общей по-
пуляции составила 0,05%, среди беременных – 0,12% 
[1]. Среди 682 беременных женщин, перенесших пан-
демический грипп, 3 пациентки прервали беременность 
на 12-й неделе гестации из-за выявления врожденных 
пороков развития (гидроцефалия, гастрошизис). У 9 
женщин (1,32%) в острый период заболевания произош-
ли спонтанные аборты в I триместре. У переболевших 
гриппом А (H1N1) во II и III триместрах фиксирова-
лись серьезные осложнения: невынашивание, патология 
амниона, плацентарная недостаточность, преждевре-
менная отслойка нормально расположенной плаценты, 
холестаз беременных (все р<0,05), чаще в сравнении с 
неболевшими родильницами.

В Москве в течение октября–декабря 2009 года 
умерли 40 человек, включая двух беременных жен-
щин, у которых методом ПЦР в назофарингеальных 
образцах обнаружена РНК вируса А (H1N1), а также 
определены антитела к этому вирусу в титрах от 1:40 
до 1:80. По данным А.Л. Черняева, О.В. Заратьянца 
и соавт. [4], у всех умерших выявлены фоновые, со-
четанные или сопутствующие заболевания, которые 
снижали защитные функции организма:

yy ожирение II–III степени (43,2%);
yy хронический алкоголизм (35,1%);
yy вторичный иммунодефицит (лейкозы, злокаче-
ственные опухоли с химио- или лучевой терапи-
ей) (7,5%);

yy хронические сердечно-сосудистые, эндокринные, 
нефрологические и другие заболевания (14,1%).
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Патоморфологическая картина легких в общих 
чертах повторяла описанную бразильскими исследо-
вателями:

yy гиалиновые мембраны (85%);
yy десквамация эпителия (некроз) трахеи и бронхов 
(85%);

yy эритроциты в альвеолах (80%);
yy интраальвеолярный отек (80%);
yy интерстициальное воспаление (40%);
yy бронхопневмония (20%).

В итоге оказалось, что при тяжелом течении свино-
го гриппа преобладали диффузное альвеолярное по-
ражение, развитие инфекционно-токсического шока, 
вирусемия без присоединения вторичной бактериаль-
ной флоры, то есть типичная вирусная интерстици-
альная пневмония, тяжесть течения которой связана 
с фоновой или сопутствующей патологией и общим 
снижением иммунитета.

В письме Минздравсоцразвития России от 
21.02.2011 № 15-4/10/2-1694 «О материнской смерт-
ности в Российской Федерации в 2009 году» [3] ука-
зано, что в 2009 году в России зарегистрировано 116 
вирусологически подтвержденных случаев материн-
ской смерти от свиного гриппа А (H1N1). Наибольшая 
материнская смертность отмечена в Приволжском (27 
случаев), Центральном (20), Сибирском (19) и Юж-
ном (19) федеральных округах. Если судить по уровням 
KMC, максимальные ее значения отмечены в Северо-
Западном (8,57 на 100 000 живорожденных), Уральском 
(7,79), Приволжском (7,41) и Сибирском (6,95) округах 
(в целом по России 6,58).

Первый летальный исход у беременной женщины с 
подтвержденным вирусом А (H1N1) отмечен 24 октяб
ря 2009 года, в ноябре их уже было 73, в декабре – 
41 случай. Много пациенток умерло после прерывания 
беременности в срок до 28 недель, в том числе 7 после 
самопроизвольного выкидыша на сроке от 19 до 26 не-
дель и 22 после прерывания беременности по медицин-
ским показаниям на сроке от 8 до 27 недель, а также 
53 (45,7%) в послеродовом периоде.

Как было подчеркнуто выше, для летальных исхо-
дов у беременных женщин характерны сопутствующие 
болезни (81,9% аутопсий), в том числе эндокринной 
системы (31 случай из 116), мочевыделительной (21), 
сердечно-сосудистой (17), гинекологические заболева-
ния (56, или 48,3%), в частности воспалительные (31).

В письме Минздравсоцразвития России объектив-
но выявлены ошибки на разных этапах оказания по-
мощи этим женщинам: отсутствие госпитализации в 
профильный стационар (10) и стационар высокой сте-
пени риска (11), неполная (10) и несвоевременная (9) 
диагностика, недооценка тяжести состояния (23), от-
сутствие адекватной противовирусной терапии (30). 
Предотвратимыми признаны только 2 (1,7%) слу-
чая материнской смертности от осложнений гриппа 
А (H1N1), условно предотвратимыми – 71 (61,2%) и 
непредотвратимыми – 43 (37,1%).

Столь значительный рост экстрагенитальных забо-
леваний (52,7%) в структуре материнских смертей в 
России в 2009 году обусловлен в значительной степени 
эпидемией гриппа А (H1N1). Большинство беременных 
(99,1%) заболели гриппом и умерли во II–III тримест
рах при наличии сопутствующей патологии (81,9%) и 
позднем поступлении в стационар в тяжелом и крайне 
тяжелом состоянии (53,5%). 

Подводя промежуточные, пока неполные, итоги 
пандемии гриппа А (H1N1) по ноябрь 2009 года, кон-
статируем, что, по данным ВОЗ, общее число лабо-
раторно подтвержденных случаев гриппа А (H1N1) в 
мире составило 482 300, включая 6071 случай с леталь-
ным исходом (1,25%). Несмотря на то, что 10 августа 
2010 года генеральный директор ВОЗ доктор Маргарет 
Чен заявила, что новый вирус гриппа А (H1N1) завер-
шил цикл своего развития, у медицинских работников 
должна сохраняться некоторая настороженность, и не-
обходимо извлечь уроки, чтобы снизить материнскую 
смертность. По всем странам, где было приведено чис-
ло летальных исходов у беременных или родивших 
женщин, пандемия свиного гриппа привела к увели-
чению уровня материнской смертности на 12–15%. 
Мы не застрахованы от новой мутации вируса гриппа, 
поэтому на будущее должны учесть следующее.

Нельзя терять драгоценное время и дожидаться 
официального признания эпидемии гриппа, которое 
запоздало, несмотря на своевременное 7-месячное 
упреждение ВОЗ (апрель 2009 года) и начало панде-
мии в ближайших странах Европы и Азии.

Необходимо без промедления развернуть эпидемио-
логическую профилактическую работу и противови-
русное лечение беременных пациенток, составляющих 
главную группу риска по гриппу А (H1N1).
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ROLE OF PANDEMIC INFLUENZA A (H1N1) 2009 IN THEglobal increase  
in MATERNAL MORTALITY
A.P. Milovanov, I.M. Rasstrigina, E.A. Pomazanova

The first cases of the disease caused by a new influenza A (H1N1) virus were reported in Mexico. On August 
15, 2009, the World Health Organization officially declared the start of a pandemic influenza with mutation 
capacity, rapid replication within epithelial cells of the upper respiratory tract and lungs as well as severe 
complications. Pregnant women were particularly at risk. The pandemic was spreading rapidly throughout 
United States, Brazil, Colombia, the Middle East and Asia, and then there has been an explosive increase of 
influenza in European countries, former Soviet republics and Russia. Despite ongoing epidemiological and 
prophylactic measures, influenza A (H1N1) pandemic significantly increased maternal mortality. Thus, the 
number of deaths of pregnant women with virologically confirmed diagnosis of influenza A (H1N1) was 
75 in USA, 131 in Ukraine, 116 in Russia. Despite the lack of the similar total number of maternal deaths 
in the world, there is strong evidence that influenza A (H1N1) pandemic led to the substantial increase in 
global maternal mortality ratio. During a pandemic, all countries have fought in different ways with the 
spread of the А (H1N1) virus and its negative impact on the population. On August 10, 2010, the World 
Health Organization announced that the H1N1 influenza virus moved into the post-pandemic period. Both 
a positive experience and the inevitable errors incurred during development and implementation of anti-
epidemic measures must be remembered. 

Key words: pandemic influenza A (H1N1), the spread in the world, maternal mortality
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