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Тучные клетки (ТК) – уникальный клеточный эле-
мент рыхлой соединительной ткани. Они располагают-
ся преимущественно по ходу кровеносных, лимфатиче-
ских сосудов и нервных стволов, вблизи желез, а также 
под эпителиальными пластами кожи и слизистых обо-
лочек, которые подвергаются антигенным воздействи-
ям [11]. ТК выделяют широкий набор биологически 
активных веществ (БАВ) – медиаторов [32], благодаря 
которым принимают участие в реализации защитных 
реакций гомеостатического типа: врожденном и при-
обретенном иммунитете [17], трофике тканей [6, 9], 
аллергических реакциях [20], воспалении [32], скле-
розе [22], адаптации организмов к действию вредных 
факторов окружающей среды антропогенного проис-
хождения [14] и т.д. Изучению биологии ТК посвящено 
много исследований, однако, несмотря на это, немало 
ее аспектов еще недостаточно изучено. В первую оче-
редь это касается секреции ТК. Данный аспект биоло-
гии ТК и будет предметом рассмотрения в этой статье 
с целью обобщения современных представлений о 
секреции ТК и определения наиболее перспективных 
направлений в ее дальнейшем изучении.

Согласно современным представлениям, ТК об-
разуются в костном мозге и других гемопоэтических 
тканях. Источником их развития является плюрипо-
тентная гемопоэтическая клетка с иммунофенотипом 
CD34+. Образовавшиеся в кроветворных органах 
клетки-предшественники ТК выходят в кровоток. Для 
них характерны фенотип CD34+, FcεR1-, c-kit+ [33]. 
Считают, что клетки-предшественники морфологиче-
скими методами не выявляются, поскольку в них еще 
нет секреторных гранул – основного структурного 
показателя дифференцированной ТК [33]. Зрелые се-
креторные гранулы ТК окрашиваются сафранином и 
проявляют метахроматические свойства при окраске 
толуидиновым синим. ТК имеют овальную или отрост-
чатую форму. В цитоплазме ТК содержатся ядро и уме-
ренно развитый набор органелл. Среди них располага-
ются секреторные гранулы. Каждая гранула окружена 
мембраной и заполнена осмиофильным веществом 
разной электронной плотности. Структура осмио-

фильного содержимого секреторной гранулы имеет 
видовые особенности строения [27]. Выделяемые ТК 
БАВ подразделяют на две группы – преформированные 
медиаторы, содержащиеся в секреторных гранулах ТК, 
и медиаторы, образующиеся при действии некоторых 
триггеров, то есть de novo синтезируемые медиаторы, 
не входящие в состав гранул. В таблице 1 приведены 
основные данные о составе преформированных медиа-
торов и их эффектах, а в таблице 2 дана характеристика 
de novo синтезируемых медиаторов. 

Секреторные процессы в ТК недостаточно изуче-
ны. Это объясняется тем, что у исследователей до на-
стоящего времени нет единой методологии изучения 
секреции как фундаментального процесса, лежащего 
в основе жизнедеятельности организма. Большинство 
исследователей под секрецией понимают в букваль-
ном смысле этого термина только процесс выделения 
секреторного продукта за пределы железистой клет-
ки, однако, согласно современным представлениям, 
секреция представляет собой биологический процесс, 
который включает в себя последовательно текущие 
этапы (фазы): поступление исходных продуктов для 
образования секрета, его продукцию и оформление 
в секреторные гранулы, их накопление в клетке (для 
преформированных секретов) и выделение секрета за 
ее пределы [2, 8, 10, 12, 13]. Исходные продукты для 
образования БАВ ТК – аминокислоты, мономеры угле-
водов, жирные кислоты и т.д. Особенностью ТК являет-
ся способность поглощать избытки биогенных аминов 
из матрикса рыхлой соединительной ткани и повторно 
накапливать их в секреторных гранулах [1]. Из этого 
следует, что начальная фаза секреторного цикла ТК 
включает в себя два процесса: поступление исходных 
продуктов для образования БАВ и захват готовых био-
генных аминов, содержащихся в межклеточном веще-
стве соединительной ткани, с целью их утилизации 
и повторного использования. В фазе образования се-
креторных продуктов принимают участие рибосомы и 
канальцы эндоплазматической сети. Образовавшиеся 
БАВ с помощью везикулярного транспорта доставля-
ются в комплекс Гольджи. В нем осуществляются их 

ПЕРЕдОвЫЕ СТАТьИ, ЛЕКЦИИ
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биология сеКреции тучныХ КлетоК
Н.В. Яглова, В.В. Яглов 
ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва

В статье освещены современные представления о секреции тучных клеток, морфологических мето-
дах ее оценки и об участии медиаторов тучных клеток в регуляции функций организма. Авторами 
намечены дальнейшие направления исследований цитофизиологии тучных клеток.

 Ключевые слова: тучные клетки, секреция, дегрануляция, медиаторы
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передовые статьи, лекции

Таблица 1 
Преформированные медиаторы тучных клеток и их эффекты 

(по T.C. Theoharides, et al. [32] с изменениями и дополнениями)

Медиаторы Главные эффекты

Биогенные амины

Гистамин Вазодилатация, ангиогенез, 
митогенез, боль

Серотонин Вазоконстрикция, боль

Хемокины

Интерлейкин-8 
(CXCL8); моноцитарные 
хемоаттрактантные белки 
MCP-1 (CCL2), MCP3 
(CCL7), MCP4; RANTES 
(CCL5); эотаксин-1(CCL11)

Хемоаттракция  
и тканевая инфильтрация

Ферменты

Арилсульфатазы Гидролиз липидов и протеогликанов

Карбоксипептидаза А Процессинг пептидов

Химаза Повреждение ткани, боль,  
синтез ангиотензина II

Киногеназы Синтез вазодилататорных киназ

Фосфолипазы Образование арахидоновой кислоты

Триптаза Повреждение ткани, 
активация PAR, воспаление, боль

Металлопротеиназы 
матрикса 

Повреждение ткани, модификация 
цитокинов/хемокинов

Пептиды

Ангиогенин Неоваскуляризация

Кортикотропин-рилизинг 
гормон 

Воспаление, вазодилатация

Эндорфины Аналгезия

Кинины (брадикинин) Воспаление, боль, вазодилатация

Лептин Провоспалительное действие

Ренин Синтезы ангиотензина

Соматостатин Подавление воспаления 

Субстанция Р Воспаление, боль

Урокортин Воспаление, вазодилатация

Фактор роста эндотелия 
сосудов 

Новообразование сосудов, 
вазодилатация

ВИП Вазодилатация, дегрануляция 
тучной клетки

Хондроитин сульфат Синтез хряща, подавление 
воспаления

Протеогликаны

Гепарин Образование сосудов, фактор 
стабилизации роста нервов

Гиалуроновая кислота Образование межклеточного 
вещества соединительной ткани, 
фактор стабилизации роста нервов 

Таблица 2 
De novo синтезируемые медиаторы и их эффекты  

(по T.C. Theoharides, et al. [32] с изменениями 
и дополнениями)

Медиаторы Главные эффекты

Оксид азота Вазодилатация

Цитокины

Интерлейкины-1, 2, 3, 4, 5, 
6, 8, 9, 10, 13, 16, 18

Воспаление, миграция 
лейкоцитов, боль

Интерфероны-α, β, γ; 
макрофагальный 
ингибирующий белок;
фактор некроза опухоли-α;
макрофагальный белок 
воспаления 1а; 
моноцитарный 
хемоаттрактантный белок

Воспаление, 
пролиферация,  
активация лейкоцитов

Факторы роста

Фактор стволовых 
клеток (SCF); 
колониестимулирующий 
фактор гранулоцитов 
и макрофагов (GM-SCF);
фактор роста фибробластов 
β (β-FGF);
нейротрофин-3;
фактор роста нервов NGF; 
тромбоцитарный фактор 
роста (PDGF); 
трансформирующий фактор 
роста-β (TGF-β); 
фактор роста эндотелия 
сосудов (VEGF)

Рост различных клеток

Метаболиты фосфолипидов

Лейкотриен В4 Хемотаксис лейкоцитов 

Лейкотриен С4 Вазоконстрикция, боль

Фактор активации 
тромбоцитов 

Активация тромбоцитов, 
вазодилатация

Простогландин D2 Бронхоконстрикция, боль

адресная сортировка и модификация. Комплекс 
Гольджи ТК осуществляет полимеризацию угле-
водов и их соединение с белками.

 В первую очередь это касается образования 
гепарина. Гепарин – кислый сульфатированный 
глюкозоаминогликан. Сульфатные группы при-
дают ему сильный отрицательный заряд и срод-
ство с основными красителями. Гепарин у крыс 
составляет 25% сухой массы содержимого секре-
торной гранулы ТК [11]. В секреторной грануле 
он связывается с белком, образуя гепариновый 
протеогликан. Благодаря отрицательному заряду 
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и структуре молекулы гепарин образует матрикс се-
креторной гранулы. К нему с помощью ионных свя-
зей прикрепляются биогенные амины, обладающие 
основными свойствами. В секреторной грануле с ге-
парином связаны также нейтральные протеазы и не-
которые лизосомальные ферменты. Образовавшиеся 
секреторные продукты с помощью мембран комплекса 
Гольджи оформляются в секреторные гранулы, в кото-
рых завершается процесс конденсации (уплотнения) 
их содержимого. Образовавшиеся зрелые секреторные 
гранулы постепенно заполняют цитоплазму ТК, и она 
переходит в следующую фазу – фазу накопления се-
креторных гранул, создавая резервный запас БАВ. За 
фазой накопления секреторных гранул следует фаза вы-
деления секреторного продукта. Выделение секретов 
ТК зависит от набора рецепторов, воспринимающих 
информацию о состоянии внутренней среды, и триг-
геров, вызывающих выделение БАВ. 

Триггерами для ТК являются различные по химиче-
ской структуре и биологическим функциям вещества – 
рилизинг-факторы, гормоны, интерлейкины, ферменты, 
активные формы кислорода. Ингибиторами выделения 
БАВ выступают хондроитин, гепарин, интерлейкин-10, 
оксид азота, трансформирующий фактор роста-β, 
и т.д. [32]. Различают два способа, приводящих к выде-
лению медиаторов ТК, – иммунный и неиммунный [15].

Иммунный механизм обусловлен попаданием в ор-
ганизм антигенов, которые, соединяясь со специфиче-
скими иммуноглобулинами, фиксированными на IgE-
рецепторах плазмолеммы ТК, формируют комплекс 
антиген–антитело. Его образование вызывает выделение 
БАВ ТК [23]. Характерно, что при иммунном механизме 
выделения преформированных секреторных продуктов 
выделяются и другие de novo образующиеся медиаторы 
аллергической реакции атопического типа – медленно 
действующее вещество анафилаксии и хемокины (фак-
торы привлечения нейтрофилов и эозинофилов). 

Завершающая фаза секреторного цикла ТК – это 
фаза выделения преформированных БАВ. Она полу-
чила название «дегрануляция». Описано три способа 
дегрануляции – постепенная дегрануляция (piecemeal 
degranulation), экзоцитоз и быстрая дегрануляция 
(rapid degranulation). В функциональном отношении 
различные способы дегрануляции ТК рассматривают 
как механизмы регулируемого выделения медиаторов, 
обеспечивающих адекватное их поступление во внут-
реннюю среду организма в зависимости от его функ-
ционального состояния [25, 27, 31]. Предпосылками 
открытия постепенной дегрануляции железистыми 
клетками послужили наблюдения за фазой выделения 
катехоламинов хромаффинными клетками мозгового 
вещества надпочечников [12, 34]. Было показано, что 
перед вступлением хромаффинных клеток в фазу вы-
деления катехоламинов в их цитоплазме среди секре-
торных гранул появляются мелкие везикулы и вакуоли, 
после чего из набухших секреторных гранул, теряющих 
свои четкие контуры, осуществляется выделение кате-

холаминов. Эта фаза секреторного цикла хромаффин-
ной клетки мозгового вещества надпочечников была 
названа фазой оводнения секреторных гранул [12, 13].

В чем же заключается биологическая суть овод-
нения секреторных гранул хромаффинных клеток, 
выделяющих биогенные амины – адреналин и нор-
адреналин? Разгадка этого механизма была найдена 
в работах группы шведских ученых [26, 29, 30]. Уста-
новлено, что в состав содержимого секреторной гра-
нулы хромаффинной клетки помимо катехоламинов 
входят аденозинтрифосфат (АТФ), неорганические 
фосфаты и водорастворимый белок. Эти компоненты, 
соединяясь с помощью ионных связей, фиксируют ка-
техоламины и препятствуют их выделению из секре-
торных гранул, однако такая связь катехоламинов, АТФ, 
неорганических фосфатов и водорастворимого белка 
очень нестойкая. В опытах с изолированными секре-
торными гранулами было показано, что помещение их 
в гипотонические растворы вызывает нарушение ион-
ной связи между катехоламинами и АТФ, в результате 
чего эти вещества свободно выделяются из них в куль-
туральную среду [26]. Позже фаза оводнения была опи-
сана в секреторном цикле слизисто-белковых клеток 
экзокринных желез верхнечелюстной пазухи [5]. Это 
позволяет считать данный процесс общим предшеству-
ющим механизмом, благодаря которому осуществля-
ется дезинтеграция содержимого секреторных гранул 
эндокринных и экзокринных клеток с последующим 
выделением из них секретов.

Из сказанного выше можно сделать заключение, 
что оводнение секреторных гранул, с одной стороны, 
является ключевым механизмом постепенной деграну-
ляции железистых клеток, выделяющих секреты, а с 
другой – по мнению некоторых исследователей [3, 25], 
набухание секреторных гранул осуществляет гидрата-
цию их содержимого и повышение гидростатического 
давления внутри секреторной гранулы, необходимые 
для выделения секрета механизмом экзоцитоза. Таким 
образом, есть основания рассматривать постепенную 
дегрануляцию и экзоцитоз как разные адаптивные 
секреторные механизмы, регулирующие адекватное 
выделение БАВ в зависимости от изменения физио-
логических потребностей организма.

Ультраструктурные проявления постепенной дегра-
нуляции секреторных гранул, по мнению ряда авто-
ров, реализуются механизмом регулируемой везикуло-
опосредованной дегрануляции [27, 34]. Этот процесс 
начинается с оводнения и набухания секреторной 
гранулы с последующей дезинтеграцией ее содержи-
мого. Затем от мембраны, окружающей содержимое 
секреторной гранулы, отделяются мелкие везикулы, за-
полненные секреторным продуктом. Далее они транс-
портируются к плазмолемме клетки, и путем микро-
экзоцитоза секрет выделяется за ее пределы. Потом 
везикулы, заполненные жидким содержимым матрикса 
соединительной ткани, возвращаются к оводненной 
секреторной грануле и выделяют в нее свое содержи-
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мое, то есть этот способ постепенной дегрануляции 
функционирует по челночному принципу [25]. Одна-
ко данный механизм, по-видимому, является не един-
ственным механизмом постепенной дегрануляции ТК. 

В наших опытах [16, 18] по изучению ультраструк-
турных показателей секреции ТК щитовидной железы 
при введении крысам липополисахарида (ЛПС) был 
обнаружен молекулярный способ постепенной дегра-
нуляции. Ультраструктурно в нем выделен ряд стадий, 
первой из которых является оводнение секреторных 
гранул. Оно проявляется сначала образованием вокруг 
секреторных гранул осмиофобных везикул, не окру-
женных мембраной, приводящих в конечном счете к 
их набуханию. Далее следует растворение плотного со-
держимого гранул, что проявляется в виде его диспер-
гирования и последующего выделения в цитоплазму. 
В процессе выделения осмиофильность содержимого 
секреторной гранулы постепенно снижается. При пол-
ном его выделении секреторная гранула превращается 
в гидропическую вакуоль [18].

 Другим способом выделения преформированных 
продуктов из секреторных гранул ТК является экзоци-
тоз [31], при котором оводненные секреторные гранулы 
перемещаются к плазмолемме ТК в область поросо-
мы. Поросомы – это постоянные супрамолекулярные 
липопротеиновые структуры плазмолеммы, с которой 
в процессе выделения секрета мимолетно стыкуются 
и сливаются окруженные мембранами секреторные 
гранулы. Образуется пора, через которую выделяется 
содержимое секреторной гранулы. Это обеспечивается 
повышением внутривезикулярного давления, реали-
зующегося активным транспортом воды через водные 
каналы мембран секреторных гранул [3]. Данный спо-
соб выделения экзоцитозом через поросому получил 
название kiss and run (дословно – поцеловались и разбе-
жались) [24]. В некоторых клетках этот способ выделе-
ния обеспечивает частичное многократное выделение 
секрета из секреторной гранулы, однако ряд исследова-
телей полагают, что через поросому возможно и полное 
выделение содержимого секреторной гранулы. 

Третий способ выделения преформированных про-
дуктов ТК – быстрая дегрануляция. Она обусловлена 
выбросом целых секреторных гранул в ма-
трикс соединительной ткани и часто наблю-
дается на светооптическом уровне. Такой же 
механизм выделения специфических гранул 
присущ эозинофилам крови.

 Судьба выделенных гранул до настояще-
го времени остается не ясной. Как реализу-
ется столь большой объем выделенных БАВ? 
В этом отношении заслуживают пристально-
го внимания эксперименты группы иссле-
дователей с целью выяснения внеклеточной 
функции гранул эозинофилов крови челове-
ка. Было установлено, что изолированные 
гранулы эози нофилов здоровых людей спо-
собны к автономному внеклеточному функ-

ционированию, экпрессируя мембранные рецепторы, 
связывающиеся с цитокинами, интерфероном-гамма, 
также сопряженные с G-белками, взаимодействующие 
с эотаксином. Осуществляемая эозинофильными грану-
лами реакция вызывает активацию сигнальных путей 
внутри гранул, инициирующую их секреторную актив-
ность [28], то есть происходит регулируемое выделе-
ние БАВ из гранул в зависимости от их потребности 
организмом. Исходя из принципов блоковой системы 
организации функций организма [7], можно предпо-
лагать, что выделяемые в ходе быстрой дегрануляции 
секреторные гранулы ТК также способны внеклеточно 
функционировать как регулируемые секреторные об-
разования, но такая гипотетическая аналогия с эози-
нофильными гранулами требует дальнейших исследо-
ваний и, по сути, может составить новое направление 
в изучении гормональной регуляции функций орга-
низма. В понимании секреции ТК остаются еще мало 
исследованными структурные основы выделения и ме-
ханизмы регуляции de novo образованных медиаторов. 

Все сказанное свидетельствует о том, что ТК об-
ладает широкими возможностями адаптивно выделять 
нужное количество БАВ в зависимости от потребности 
организма, включая механизмы регулируемой посте-
пенной дегрануляции, экзоцитоза и быстрой дегра-
нуляции (рис. 1). При проведении морфологических 
исследований функциональной активности ТК на све-
тооптическом уровне важно соотносить структурные 
показатели с механизмами секреции. 

Наш опыт показывает, что наиболее информатив-
ными показателями этого процесса являются средний 
гистохимический коэффициент (СГК), индекс дегра-
нуляции и соотношение степеней дегрануляции [16]. 
Определение этих параметров позволяет охаракте-
ризовать как постепенную дегрануляцию, так и бы-
струю дегрануляцию в динамике. Определение СГК 
по G. Astaldi и L. Verga, ранее рассматриваемого как 
показатель насыщенности ТК секреторными продук-
тами [21], как показателя постепенной дегрануляции 
было предложено Н.В. Ягловой [18]. В ее модифика-
ции СГК высчитывается как сумма доли очень тем-
ных ТК × 3, доли темных клеток × 2, доли светлых 

Рис.1. Типы секреции тучных клеток
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клеток × 1 и доли очень светлых клеток × 0. Таким об-
разом, максимальное значение СГК, соответствующее 
максимальному содержанию секреторного материала 
в ТК, равно 3, а минимальное – 0. 

Определение темных и светлых ТК при окраске их 
толуидиновым синим основано на методе, предложен-
ном Д.П. Линдер и соавт. [4]. Комплексная оценка из-
менения количества выявляемых ТК, их СГК, индекса 
дегрануляции и степеней дегрануляции (слабой, уме-
ренной, сильной) [4] позволяет судить об интенсивно-
сти секреции и преобладании того или иного способа 
выделения секрета ТК в эксперименте. Например, при 
введении липополисахарида через 1 час в щитовидной 
железе отмечалось значительное снижение СГК и ин-
декса дегрануляции ТК при неизменном количестве 
выявляемых ТК в единице площади гистологического 
среза. Эти данные свидетельствуют, что воздействие 
ЛПС вызывало усиленное выделение секрета способом 

постепенной дегрануляции (рис. 2). Исследование с 
помощью трансмиссионной электронной микроскопии 
подтвердило эти данные, выявив признаки оводнения 
секреторных гранул, растворения их содержимого и 
выделения в цитоплазму, то есть функционирования 
молекулярного способа выделения секрета ТК (рис. 3). 
Дальнейшие исследования по корреляции светоопти-
ческих и электронно-микроскопических показателей 
секреции ТК могут расширить методические подходы 
к оценке функциональной деятельности ТК в норме и 
патологии. 

Рис. 3. Ультраструктура тучных клеток щитовидной 
железы интактной крысы (А) и через 1 час после введения 

липополисахарида (Б).
А – секреторные гранулы (СГ) заполнены осмиофильным 
содержимым высокой электронной плотности. Некоторые 

гранулы окружены канальцами агранулярной ЭПС. 
Гиалоплазма (Г) без изменений. В митохондриях (Мх)  

хорошо развиты кристы.
Б – по периферии секреторных гранул располагаются 
везикулы, заполненные осмиофобным содержимым. 

В некоторых секреторных гранулах наблюдаются растворение 
содержимого и выход его из гранулы в цитоплазму (указано 

стрелкой). В цитоплазме множественные полирибосомы (ПР). 
Деструктивные изменения крист митохондрий (Мх)

А

Б

А

Б

Рис. 2. Тучные клетки щитовидной железы интактной крысы 
(А) и через 1 час после введения липополисахарида (Б). 

А – насыщенность тучных клеток секреторным материалом 
высокая (преобладают темные и очень темные клетки);  

Б – насыщенность тучных клеток секреторным материалом 
понижена. Окраска толуидиновым синим, × 400.
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КлиниКо-прогностичесКое значение 
иммуногистоХимичесКиХ марКеров 
раКа молочной железы  
в метастазаХ в головной мозг 
Н.В. Лобанова1, Д.Л. Ротин2, Г.Л. Кобяков2, Л.В. Шишкина2,  
О.В. Паклина1, М.А. Степанян2, Е.Р. Ветлова2

1ФГУ ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России, Москва
2НИИ нейрохирургии имени акад. Н.Н. Бурденко РАМН, Москва 

В работе было проведено изучение значимости основных иммуногистохимических маркеров (ER, 
PR, Her-2-neu, Ki-67) в метастазах рака молочной железы в головной мозг и их влияния на течение 
и прогноз заболевания. 
Работа выполнена на операционном материале, полученном от 90 больных, которым проводилось 
хирургическое и/или комплексное лечение за период с 2004 по 2008 год. Гистологическое и иммуно-
гистохимическое исследование проводилось в 79 случаях на репрезентативных образцах опухолевой 
ткани. Иммуногистохимическое исследование проводилось на серийных парафиновых срезах толщи-
ной 2 мкм по методике, рекомендованной фирмой-производителем, с применением моноклональных 
антител к рецепторам эстрогенов (ER), прогестерона (PR), рецептору Her-2-neu, E-cadherin, маркеру 
пролиферативной активности Ki-67. Проведенное исследование показало, что в МГМ РМЖ ампли-
фикация гена Her-2-neu составила 42% случаев. Это значительно больше, чем в первичной опухоли 
молочной железы, где амплификация гена Her-2-neu равна 20–25%. С учетом высокой конкордантности 
по гену Her-2-neu между первичной опухолью и ее метастазами при РМЖ можно сделать вывод, что 
опухоли с амплификацией гена Her-2-neu чаще метастазируют в головной мозг. 

Ключевые слова: рак молочной железы, метастазы, головной мозг, экспрессия маркеров, амплификация

КЛИНИЧЕСКАя МОРФОЛОГИя

Метастазы в головной мозг (МГМ) являются самой 
частой опухолью среди злокачественных новообразо-
ваний центральной нервной системы, по частоте в не-
сколько раз превышающей злокачественные глиомы [1]. 
Среди первичных локализаций опухоли рак молочной 
железы (РМЖ) занимает второе место по развитию 
метастазов в головной мозг, уступая только раку лег-
кого [2]. К сожалению, число пациенток с МГМ РМЖ 
постоянно увеличивается, при этом больше становит-
ся доля молодых женщин. Прижизненная диагностика 
МГМ РМЖ составляет не более 30%, что чаще обуслов-
лено недооценкой жалоб и малосимптомным течением 
заболевания. По данным аутопсии частота обнаруже-
ния МГМ РМЖ у больных онкологического профиля 
находится в пределах 20–40% [3, 4]. В современной ме-
дицине применяются различные системы оценки про-
гноза у пациентов с МГМ: RPA (Recursive Partitioning 
Analysis), GPA (Graded Prognostic Assessment), BSBM 
(Basic Score for Brain Metastases) [5]. Тем не менее в них 
не отражены биологические особенности метастазов 
опухоли, которые могут являться связующим звеном 

между клиническими данными о пациенте, лечением 
и прогнозом заболевания. 

В современной отечественной и зарубежной ли-
тературе большое внимание уделяется иммуногисто-
химическим (ИГХ) характеристикам первичного рака 
молочной железы. Ассоциацией американских клини-
ческих онкологов на основании ИГХ маркеров принято 
разделение на молекулярные подварианты строения 
опухолей [6]. Каждому варианту строения свойственны 
свои биологические особенности и прогноз, от которых 
зависит тактика лечения больных данной категории. 
К основным маркерам относятся рецепторы эстроге-
нов (ER), рецепторы прогестерона (PR), белок Cerb-B2 
(продукт амплификации гена  Her-2-neu), маркер про-
лиферации – Ki-67. Количественная и качественная их 
оценка в клетках опухоли – золотой стандарт морфоло-
гического исследования РМЖ. В последнее время по-
явилось много публикаций, посвященных сопоставле-
нию экспрессии основных ИГХ-маркеров в первичном 
РМЖ и МГМ РМЖ [7, 9]. Большинство исследователей 
отмечают, что наиболее стабильным ИГХ маркером яв-
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ляется Her-2-neu, различия эго экспрессии в первичной 
опухоли и метастазах не превышают 2–8% [8, 9]. Спо-
собность опухолевых клеток экспрессировать ER и PR 
в РМЖ и его метастазах более изменчива, поэтому кон-
кордантность для ER колеблется в интервале 9–14%, а 
для PR может достигать 25–30% [10, 11, 12]. При этом 
роль ИГХ маркеров в МГМ РМЖ, а также их влияние 
на прогноз и исход заболевания в настоящее время не 
исследованы. Подобно первичному РМЖ, его МГМ 
представляют собой гетерогенную группу опухолей 
с различными молекулярными особенностями опухо-
левых клеток и биологическим поведением [13, 14]. 
В практической работе диагностика МГМ РМЖ, как 
правило, заключается в светооптическом исследовании 
с учетом клинических данных предшествующего РМЖ. 

Согласно последним данным ВОЗ, в гистологиче-
скую классификацию опухолей молочной железы вне-
сены кардинальные изменения. Термин «протоковый 
рак» признан некорректным вследствие неспецифич-
ности эпителия протоков молочной железы, поэтому 
рекомендовано применять термин «инвазивный рак 
неспециального типа» [23]. Дольковый РМЖ следует 
относить к специальным типам, так как он развивается 
из специфического эпителия долек молочной железы. 
При исследовании МГМ РМЖ их гистологическая 
структура представлена солидными пластами опухо-
левых клеток, поэтому необходимо дополнительное 
ИГХ исследование, позволяющее отнести метастаз к 
определенному варианту гистологического строения 
РМЖ. Самым распространенным маркером является 
E-cadherin, представляющий собой мембранный белок, 
который позволяет дифференцировать неспециальный 
и специальные варианты строения РМЖ [19, 20]. В не-
специальном варианте наблюдается выраженное мем-
бранное окрашивание E-cadherin, в дольковом (специ-
альном варианте) – полная потеря опухолевых клеток 
к экспрессии данного антигена [19, 21].

 В связи с внедрением новых таргетных препаратов, 
способных проникать через гематоэнцефалический 
барьер при лечении злокачественных новообразова-
ний [24], а также ростом числа больных с МГМ РМЖ 
изучение биологических особенностей и биомаркеров 
в метастатической опухоли является актуальной про-
блемой современной нейрохирургии и онкологии. 

Целью исследования было изучение значимости 
основных иммуногистохимических маркеров (ER, PR, 
Her-2-neu, Ki-67) в метастазах рака молочной железы 
в головной мозг и их влияния на течение и прогноз 
заболевания. 

 Работа выполнена на операционном материале, 
полученном от 90 больных с МГМ РМЖ, которым 
проводилось хирургическое и/или комплексное (опе-
рация, лучевая и химиотерапия) лечение за период 
с 2004 по 2008 год в НИИ нейрохирургии им. акад. 
Н.Н. Бурденко РАМН и ФМБЦ им. А.И. Бурназяна 
ФМБА России. Возраст больных составил 29–72 лет 
(медиана – 52 года). 

 Гистологическое и иммуногистохимическое ис-
следование проводилось в 79 случаях на репрезента-
тивных образцах опухолевой ткани. Гистологические 
срезы окрашивались гематоксилином и эозином по 
стандартной методике. Иммуногистохимическое ис-
следование проводилось на серийных парафиновых 
срезах толщиной 2 мкм по методике, рекомендованной 
фирмой-производителем, с применением моноклональ-
ных антител к рецепторам эстрогенов (ER), прогестеро-
на (PR), рецептору Her-2-neu, E-cadherin, маркеру про-
лиферативной активности Ki-67 (Клон MiB-1) (DAKO). 
Использовалась система визуализации En Vision Flex 
(DAKO).

 Оценку экспрессии рецепторов ER и PR проводили 
количественным методом по сумме баллов, складываю-
щейся из доли окрашенных ядер в баллах от 0 до 5 и 
интенсивности окраски от 0 до 3. Полученная сумма, 
равная 3 баллам или больше, расценивалась как поло-
жительная, менее 3 баллов – как отрицательная. Для 
Ki-67 вычисляли процент окрашенных ядер на 100 ис-
следованных ядер [35, 36].

Оценка экспрессии Her-2-neu проводилась полу-
количественным методом, согласно рекомендациям 
ASCO (Американской ассоциации клинических онко-
логов): (0; 1+) – отрицательная реакция (полное отсут-
ствие или слабое мембранное окрашивание менее 30% 
опухолевых клеток); (2+) – неопределенная реакция, 
требующая подтверждения методом FISH (умерен-
ное мембранное окрашивание более 30% опухолевых 
клеток); (3+) – положительная реакция (однородное 
интенсивное мембранное окрашивание более 30% 
 опухолевых клеток). 

Для оценки экспрессии E-cadherin использовали по-
луколичественный метод, основанный на 4-балльной 
шкале: 0 (негативное окрашивание), 1+ (слабое окра-
шивание), 2+ (умеренное окрашивание) и 3+ (стойкое 
окрашивание). В итоге образцы с умеренным и выра-
женным окрашиванием (2+, 3+) принимались за по-
ложительные, а образцы с негативным и слабым окра-
шиванием (0, 1+) – как негативные [16, 17].

Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH-метод) 
выполнялась на 50 репрезентативных образцах опу-
холевой ткани с различными результатами ИГХ окра-
шивания Her-2-neu (от 0, 1+ до 3+). FISH-исследование 
проводили на парафиновых срезах опухолевой ткани 
толщиной 3 мкм с использованием локус специфиче-
ской ДНК пробы HER-2 DNA Probe Kit (Path Vysion). 
После депарафинирования срезы обрабатывали про-
теазой, фиксировали в формалине и проводили по 
спиртам. Денатурация FISH-пробы осуществлялась 
в гибридизационной камере при температуре +76°С 
с последующей гибридизацией при +37°С. Затем сре-
зы промывали в буфере с формамидом, стандартном 
солевом растворе, окрашивали красителем DAPI и 
заключали в монтирующую среду. Сигналы изучали 
в 20 отдельно лежащих ядрах интерфазных клеток 
каждого образца. Кариотипический профиль считался 
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нормальным или сбалансированным, если более 50% 
опухолевых клеток содержали по 2 зеленых и 2 крас-
ных сигнала. Наличие амплификации расценивалось 
при соотношении оранжевых сигналов (Her-2-neu) к 
зеленым (CEP) больше 2,2 и 6–8 Her-2-neu сигналов 
в ядре клетки.

Для уточнения течения и исхода заболевания 
90 больных с МГМ РМЖ использовали метод ан-
кетирования. Выживаемость анализировалась ме-
тодом Каплана–Майера, достоверность различий 
между кривыми выживаемости подтверждалась 
Лог-ранговым тестом с использованием пакета про-
грамм Statistica для Microsoft Windows, версия 6,1. 
За уровень статистической значимости принимали  
р < 0,05 [18].

 Результаты гистологическо-
го исследования с учетом ИГХ 
реакции с E-cadherin показали, 
что среди МГМ неспециальный 
вариант РМЖ составил 69% на-
блюдений (62/90) (рис. 1 А, Б), 
дольковый (специальный) – 12% 
(11/90) (рис. 1 В, Г), смешанный 
(неспециальный с участками 
дольковой дифференцировки) – 
4% (4/90) (рис.1 Д), слизистый 
рак – 2% (2/90) (рис. 1 Е) [18]. 
Наиболее частым являлся не-
специальный вариант гистоло-
гического строения, что соот-
ветствует данным литературы 
по первичному РМЖ [21, 22, 23].

Среди МГМ РМЖ экспрес-
сия ER выявлена в 44% случаев 
(35/79), PR – в 22% (17/79). Ха-
рактерно, что среди женщин мо-
ложе 50 лет преобладали МГМ 
с отсутствием экспрессии ER – 
62% (21/34), против 38% (13/34) 
с экспрессией ER. Среди женщин 
старше 50 лет соотношение ER+ 
и ER- было практически одина-
ковым – соответственно, 49% 
(22/45) и 51% (23/45). Достовер-
ной корреляции между возрастом 
и экспрессией к рецепторам ER и 
PR не отмечено (р=0,2).

Отрицательная экспрессия 
Her-2-neu выявлена в 21% слу-
чаев (17/79), неопределенная – 
в 33% (26/79) и положительная 
в 46% (36/79). После проведе-
ния FISH-исследования в 13 
образцах с отрицательной ИГХ 
реакцией HER-2-neu амплифи-
кация не выявлена ни в одном 
образце (рис. 2, А, Б). Среди 16 

образцов МГМ РМЖ с гиперэкспрессией Her-2-neu 
амплификация выявлена в 13 образцах, в 3 амплифи-
кация отсутствовала на фоне полисомии гена  Her-2-neu 
(рис. 2 В–Д). Среди 21 образца с сомнительной оцен-
кой экспрессии Her-2-neu амплификация выявлена в 8, 
в остальных 13 она отсутствовала (рис. 2 Е, Ж). Как 
правило, амплификация гена Her-2-neu была представ-
лена увеличением количества копий гена или появле-
нием кластеров (см. рис. 2 Г). Среди пациенток моложе 
50 лет амплификация гена Her-2-neu встречалась чаще, 
чем у женщин более старшего возраста. В нашем иссле-
довании не было выявлено достоверной корреляцион-
ной связи между возрастом и наличием амплификации 
гена Her-2-neu (р=0,19).

Рис. 1. Морфологические варианты строения МГМ РМЖ: А – неспециальный вариант 
(протоковый) РМЖ; Б – положительная экспрессия Е-cadherin в неспециальном 

варианте РМЖ; В – дольковый рак; Г – отрицательная экспрессия Е-cadherin  
в дольковом раке; Д – дольково-протоковый рак; Е – слизистый рак;  

А, В, Д, Е – окраска гематоксилином и эозином, Б, Г – иммуногистохимическая реакция 
с антителами к Е-cadherin, А, Д, Е × 60, Б, В, Г × 120

А Б

в Г

д Е
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в Г

д

Ж

Е

Рис. 2. Сопоставление ИГХ окрашивания Her-2-neu и амплификации 
гена Her-2-neu: А – отрицательная окраска белка гена Her-2-neu  

при ИГХ; Б – сбалансированный диплоидный набор;  
В – амплификация и полисомия гена Her-2-neu,  

ИГХ окрашивание белка-гена Her-2-neu 3+;  
Г – амплификация гена Her-2-neu в виде появления кластеров;  

Д – амплификация гена Her-2-neu в виде увеличения числа копий гена;  
Е – амплификация гена Her-2-neu при ИГХ окрашивании 2+, 

неопределенная оценка ИГХ окрашивания белка гена Her-2-neu;  
Ж – амплификация гена Her-2-neu в виде увеличения копии гена 

в данном образце
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В патологоанатомической практи-
ке индекс пролиферативной активно-
сти принято определять на основании 
индекса мечения ядер Ki-67. Суще-
ствование различных клонов данно-
го антитела, а также интерпретация 
количественной оценки указанного 
маркера делают его применение в по-
вседневной практике дискутабель-
ным [19], однако именно благодаря 
Ki-67 можно провести дифференци-
ровку между люминальными подти-
пами А и В рака молочной железы. 
В нашем исследовании индекс проли-
феративной активности оказался вы-
соким (>14%) у 68% больных (54/79), 
в остальных 32% случаев (25/79) он 
был низким. 

 На основании ИГХ маркеров 
среди МГМ РМЖ наиболее часты-
ми молекулярными типами являлись 
люминальный Her-2-neu и тройной 
негативный (табл. 1).

Обнаружено, что у пациенток с МГМ РМЖ и ам-
плификацией гена Her-2-neu отмечалось укорочение 
времени от момента диагностики первичной опухоли 
молочной железы до нейрохирургической операции 
в сравнении с больными без амплификации гена Her-2-
neu, а также укорочение общей выживаемости (рис. 3).

При сравнении пациенток с МГМ РМЖ двух групп 
(с экспрессией ER и без нее) отмечалось увеличение 
медианы времени от момента диагностики РМЖ 
до операции на МГМ и общей выживаемости в ER-
позитивной группе (табл. 2). 

Достоверные корреляции между наличием ампли-
фикации гена Her-2-neu и общей выживаемостью с 
момента первых симптомов МГМ РМЖ не выявлены 
(р=0,62), тем не менее прослеживается достоверная 
прямая корреляционная связь между нали-
чием экспрессии рецепторов ER и общей вы-
живаемостью (r=0,27, при р=0,15).

Также выявлено достоверное увеличение 
выживаемости среди больных, имеющих по-
ложительный гормональный статус (рис. 4) 
(р=0,029). При анализе общей выживаемо-
сти в зависимости от наличия или отсутствия 
амплификации гена Her-2-neu достоверные 
различия не выявлены (р=0,62). 

Таким образом, проведенное исследова-
ние показало, что в МГМ РМЖ амплифика-
ция гена Her-2-neu составила 42% случаев. 
Это значительно больше, чем в первичной 
опухоли молочной железы, где амплифика-
ция гена Her-2-neu равна 20–25% [21, 22, 23]. 
С учетом высокой конкордантности по гену 
Her-2-neu между первичной опухолью и ее 
метастазами при РМЖ можно сделать вы-

вод, что опухоли с амплификацией гена Her-2-neu чаще 
метастазируют в головной мозг. 

Несмотря на отсутствие достоверной корреляции 
между наличием амплификации гена Her-2-neu и общей 
выживаемостью пациентов с МГМ РМЖ, все-таки от-
мечается тенденция к укорочению времени от момента 
возникновения РМЖ до метастатического поражения 
головного мозга, а также времени общей выживаемости 
больных. Гипотетически это может быть связано с на-
значением герцептина для лечения пациентов с ампли-
фикацией гена Her-2-neu. Герцептин (трастузумаб) пред-
ставляет собой моноклональные антитела, являющиеся 
антагонистами внеклеточного домена Her-2 рецептора 
[25]. Применение его при лечении РМЖ и отдаленных 
метастазов улучшает прогноз заболевания [26]. Тем не 

Таблица 1
Молекулярная классификация РМЖ [5]

ER позитивные ER негативные

Her2 (-)  Her2 (+)  Her2 (+)  Her2 (-) 
ER(+)/Her2(-)
Ki-67 low 

ER(+)/Her2(-)
Ki-67 high

ER(+)/Her2(+) ER(-)/Her2(+) ER(-)/Her2(-)

Люминальный А
9% (8/90)

Люминальный В
3% (3/90)

Люминальный 
Her-2-neu 
27% (24/90)

Her-2-neu
позитивный
22% (20/90)

Тройной 
негативный
27% (24/90)

Таблица 2 
временные характеристики для ER позитивных  

и ER негативных МГМ РМЖ

МГМ в зависимости 
от экспрессии ER

Медиана времени 
(месяцев) с момента 
диагностики РМЖ 

до операции на МГМ 

Общая выживаемость 
(месяцев) с момента 
появления первых 

симптомов МГМ РМЖ 

ER позитивные МГМ РМЖ 48 9 
ER негативные МГМ РМЖ 30 7,5 

Рис. 3. Медиана времени при различных молекулярных вариантах
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менее некоторые исследователи отметили факт более 
частого метастатического поражения головного мозга 
после первичного РМЖ именно среди больных, полу-
чавших герцептин [28, 29]. Существует гипотеза, что 
опухолевые клетки РМЖ могут мигрировать в головной 
мозг во время терапии герцептином, поскольку данный 
препарат не проникает через гематоэнцефалический 
барьер [28, 29, 30]. Механизмы метастазирования и 
влияние определенных препаратов на темпы развития 
метастазов и их локализацию в настоящее время оста-
ются неясными, и их изучение продолжается. 

 В результате комплексного исследования выявлена 
достоверная корреляция между экспрессией клетками 
опухоли ER и общей выживаемостью, поэтому целе-
сообразно дальнейшее применение антигормональных 
препаратов в лечении именно больных с МГМ РМЖ 
на примере подобного лечения рака грудной железы у 
мужчин [31, 32]. 

В результате проведенного исследования можно 
сделать следующие выводы.

1. E-cadherin является маркером, необходимым для 
дифференциального диагноза основных гистологиче-
ских вариантов МГМ при РМЖ.

2. При наличии амплификации гена He2-neu среди 
больных с МГМ РМЖ отмечаются укорочение интер-
вала между диагностикой РМЖ и развитием метастазов 
в головном мозге, уменьшение общей выживаемости, 
хотя достоверная корреляция между амплификацией 
гена Her-2-neu и общей выживаемостью не выявлена.

3. Для больных с наличием положительного гормо-
нального статуса в МГМ РМЖ характерно достоверное 
увеличение общей продолжительности жизни.

4. Экспрессия рецепторов ER является важным 
прогностическим фактором среди больных как с МГМ 
РМЖ, так и с РМЖ. Амплификация гена Her-2-neu не 
имеет прогностической значимости среди пациентов с 
МГМ РМЖ, несмотря на распространенные и широко 
известные данные о прогностической значимости ука-
занного признака среди больных с первичным РМЖ.
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clinical prEdictivE valuE of thE immunohistochEmical markErs 
of BrEast cancEr in Brain mEtastasEs
N.V. Lobanova, D.L. Rotin, G.L. Kobyakov, L.V. Shishkina, O.V. Paklina, M.A. Stepanyan, E.R. Vetlova

We studied prognostic importance of major immunohistochemical markers (ER, PR, Her-2-neu, and Ki-67) 
in brain metastases from breast cancer and their impact on the course and prognosis of the disease. 
 The work has performed using tumor samples obtained from 90 patients undergoing surgical and/or com-
bined treatment for the period from 2004 to 2008. Histological and immunohistochemical study was carried 
out in 79 cases on representative samples of tumor tissue. Immunohistochemistry was undertaken on serial 
paraffin 2 μ sections with the method recommended by the manufacturer using monoclonal antibodies to 
the receptors of estrogen (ER), progesterone (PR), and Her-2-neu as well as E-cadherin and proliferative 
marker Ki-67. The study showed that in brain metastases from breast cancer, Her-2- gene was amplified in 
42% of cases. This is significantly higher than in primary breast tumors where the frequency of HER-2/neu 
gene amplification was 20–25%. Given the high concordance in Her-2-neu gene expression between primary 
tumor and metastases during breast cancer, it can be concluded that tumors with Her-2-neu amplification 
more often spread to the brain.
Key words: breast cancer, metastases, brain, marker expression, amplification
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прижизненная флуориметрия КлетоК 
перстневидноКлеточного раКа желудКа 
с применением флуороХромов  
анс и дсм
Е.М. Непомнящая, О.В.Тарнопольская, Х.Г. Мамулян
ФГБУ «РНИОИ» Минздрава России, Ростов-на-Дону

Исследовали флуоресцентные показатели и морфологию клеток перстневидноклеточного рака желудка 
и инфильтрирующих эту опухоль лейкоцитов. Показано, что лейкоциты, инфильтрирующие опухоль 
перстневидноклеточного рака желудка, в 3 раза более гиперполяризованы по сравнению с клетками 
опухоли. Прижизненная окраска клеток перстневидноклеточного рака желудка красителем ДСМ 
позволяет наблюдать взаимодействие ядра и вакуоли, смещающей ядра к периферии. В отличие от 
ядерной мембраны, которая заряжена отрицательно, мембрана вакуоли заряжена положительно – она 
не пропускает катион ДСМ внутрь вакуоли, которая выглядит темной.
Ключевые слова: перстневидноклеточный рак желудка, потенциалозависимые флуоресцентные зонды 
АНС и ДСМ, мембранный потенциал

В последние годы перстневидноклеточному раку 
посвящено все больше исследований отечественных 
[1, 3, 6] и зарубежных авторов [9]. Подчеркивается, 
что перстневидноклеточный рак относится к самостоя-
тельной форме рака желудка, преобладает у женщин, 
лиц молодого возраста. Для этой формы рака желудка 
характерны высокий процент раннего дебюта, низкая 
частота метастазов в регионарных лимфатических 
узлах, Т1–Т2 опухолях, высокая частота метастазиро-
вания непосредственно в перигастральную клетчатку 
по брюшине, в яичники, низкая частота метастазов 
в печени. Гистохимическое исследование муцинов 
при перстневидноклеточном раке может дать дополни-
тельную информацию о прогнозе болезни [7]. Большое 
значение приобретают биофизические исследования 
функционального состояния мембран клеток опухо-
ли [4], поэтому изучение различных аспектов данного 
гистотипа рака желудка является актуальной задачей.

Флуоресцентная микроскопия с помощью окраши-
вания различными флуорохромами позволяет обнару-
жить новые свойства и особенности клеток, хорошо 
известных клиническим цитологам, наблюдающим 
их фиксированными на мазке при рутинной окраске 
по Паппенгейму. Особенно интересны клетки, окра-
шенные витально, находящиеся в физиологической 
среде. В нашей работе такое окрашивание позволило 
исследовать физико-химические и физиологические 
особенности клеток опухоли перстневидноклеточного 
рака желудка, что представляет несомненный интерес 
не только для фундаментальной онкологии и цитоло-
гии. Изучали такую интегральную характеристику 

клеток как их средний мембранный потенциал. Мем-
бранный потенциал (МП) опухолевых клеток является 
важной биофизической и биохимической основой во 
взаимодействии опухолевых клеток с цитостатиками, 
антибиотиками, различными по валентности и массе 
ионами внеклеточной среды, при взаимодействии кле-
ток с лимфоцитами, лейкоцитами и другими клетками. 
Для оценки соотношения мембранных потенциалов 
клеток в клеточной суспензии успешно применяют не-
инвазивный метод флуоресцентных зондов, используя 
известный ряд так называемых потенциалозависимых 
флуоресцентных зондов, или красителей [5]. В рабо-
те [3] авторы применили эту пару потенциалозависи-
мых зондов АНС и ДСМ для оценки среднего мембран-
ного потенциала лимфоцитов в суспензии. Изучена [4] 
неоднородность по мембранному потенциалу клеток 
аденокарциномы предстательной железы, где клетки 
пунктата аденокарциномы окрашивали этими красите-
лями, а в работе [8] прослежена флуоресценция клеток 
поджелудочной железы, витально окрашенных АНС, 
ДСМ и доксорубицином. Нам представляется важной 
эта же характеристика мембран опухолевых клеток 
желудка в сопоставлении с мембранным потенциа-
лом лейкоцитов, инфильтрирующих опухоль. Флуо-
ресцентный краситель (4-(n-диметиламиностирил)-1 
метилпиридиний), или ДСМ, в физрастворе является 
катионом, который легко проникает в живые клетки, 
их органеллы, и окрашивает их, выделяя митохондрии, 
ядро и ядрышки, и различные вакуоли. Структурные 
химические формулы катиона ДСМ и аниона АНС 
представлены в [4]. Интенсивность флуоресценции 
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клетки, окрашенной ДСМ, прямо пропорциональна ее 
мембранному потенциалу. Анионный краситель АНС, 
напротив, имеет тем меньшую интенсивность свечения 
в клетке, чем больше ее мембранный потенциал.

Целью работы было изучение соотношения цитомет-
рических и флуоресцентных показателей (мебранный 
потенциал) живых клеток перстневидноклеточного 
рака желудка и лейкоцитов, присутствующих в нем. 

Материалы и методы
 В данное исследование были включены клетки 

из удаленной опухоли трех больных перстневидно-
клеточным раком желудка. Гистотип опухоли паци-
ентов – перстневидноклеточный рак с инвазией всех 
слоев стенки. Возраст больных – 62–65 лет. Распро-
страненность опухолевого процесса у всех пациентов 
соответствовала T3N0–1M0.

Из удаленной опухоли желудка (не более 30 минут 
после резекции) получали клеточную взвесь путем 
измельчения скальпелем на стекле в 200 мкл забуфе-
ренного физраствора. Полученную взвесь клеток от-
мывали центрифугированием при 200 g. Препарат для 
микроскопирования представлял собой предметное 
стекло с каплей клеточной взвеси объемом 30 мкл, 
в которую уже было добавлено 10 мкл разведенного 
на физрастворе флуоресцентного красителя, каплю на-
крывали покровным стеклом. Такие препараты живых 
клеток после 10-минутной инкубации с различными 
флуорохромами при температуре 25°С исследовали 
под микроскопом Axio Imager M2 Zeiss. Микросъемку 
производили на максимально возможном увеличении 
(×1000) цветной цифровой камерой AxioCam HRc, а 
измерения проводили с помощью программного обе-
спечения AxioVision, rel.4.8. От каждого наблюдения 
приготовляли 6–10 препаратов для микроскопирова-
ния, чтобы исключить эффекты от высыхания пре-
паратов. Из каждого препарата получали от 10 до 40 
цифровых изображений, в зависимости от числа флуо-
ресцирующих клеток в одном снимке (в одном поле 
зрения). Измеряли около 100 клеток опухоли в каждом 
наблюдении и все попавшие при этом в поле зрения 
лейкоциты, в том числе лимфоциты. Используемый 
нами флуоресцентный краситель АНС (1-анилино-
нафталин-8-сульфонат) произведен фирмой Serva, а 
ДСМ синтезирован сотрудниками Ростовского научно-
исследовательского онкологического института при 
ЮФУ. Длина волны возбуждения для АНС составляла 
375 нм, для ДСМ – 480 нм, длины волн эмиссии для 
АНС равнялись 450 нм, а для ДСМ – 520 нм. Концент-
рация АНС в препарате для микроскопирования была 
40 мкМ, ДСМ – 20 мкМ. При микросъемке каждого 
цифрового изображения строго соблюдали одинаковое 
разрешение и экспозицию для всех проб. Измеряемые 
характеристики клеток были следующими: площадь 
клетки, площадь ядра, ядерно-цитоплазматический 
индекс (отношение площади ядра к площади цито-
плазмы (ЯЦИ), яркость клетки опухоли и лейкоцитов 

по АНС и по ДСМ. Обязательно определяли яркость 
фона рядом с каждой измеряемой клеткой, которую 
затем вычитали для получения истинной величины 
яркости клетки. Для изучения морфологии ядер и под-
счета ядерно-цитоплазматического соотношения также 
использовали флуорохром акридиновый оранжевый. 

Данные измерений клеток от множества цифровых 
фотографий сохраняли в приложении AxioVision, rel.4.8 
в файле, совместимом с Exel (Microsoft Office-2003), 
которые затем сводили в общие электронные табли-
цы и статистически обрабатывали в Exel, применяли 
параметрические показатели (среднее и стандартное 
отклонение). 

результаты и обсуждение
Известно, что флуоресцентный зонд АНС почти не 

проникает в цитоплазму и совсем не проникает в ядро 
клетки, оставляя его темным. Клетки, связавшие зонд 
АНС, имели голубой цвет по области цитоплазмы и 
темное, плохо просматриваемое ядро (рис. 1 А, Б). 
Флуорохром ДСМ, напротив, легко проникает и в ци-
топлазму, и в ядра клеток, он является полихроматич-
ным красителем – ядра оранжевые или бурые, а цито-
плазма зеленая, митохондрии ярко-желтые, ядрышки 
желто-оранжевые (рис. 2 А–Г; рис. 4). Клетки опухоли 
перстневидноклеточного рака желудка в окраске ДСМ 
можно было легко идентифицировать, четко выделя-
лась темная вакуоль, оттесняющая на периферию бурое 
ядро. Тот факт, что эта вакуоль темная, означал, что ее 
оболочка-мембрана положительно заряжена и не про-
пускает краситель-катион ДСМ. Ядерная мембрана 
заряжена отрицательно, и на рисунке 2 наблюдалось 
взаимодействие этих двух самых крупных клеточных 
органелл, которое деформировало ядро из кругло-
го в серповидное или распластанное по цитоплазме 
внутри клеточной поверхности. В окраске АНС более 
светлая область клетки по сравнению с областью ядра 
соответствовала области с характерной вакуолью, что 
еще раз подтверждает противоположность знака заряда 
мембраны ядра и вакуоли.

Рис. 1 (А, Б). Два поля зрения с клетками опухоли 
перстневидноклеточного рака желудка. Клетки витально 
окрашены флуоресцентным зондом анионом АНС. Ядра 

выглядят темными, а внутриклеточная вакуоль более яркой, 
ядра смещены к периферии. × 100

А Б
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В своих предыдущих работах [2, 4, 8] и в данном 
исследовании мы успешно применили именно эту пару 
потенциалозависимых флуорохромов, которые позво-
ляют не только оценить изменения МП клеток, увидеть 
соотношение МП для разных клеток, но и рассмотреть 
особенности внутриклеточных органелл, их разные 
оттенки цвета и форму при окраске ДСМ. Величина 
средней яркости этих флуорохромов, связавшихся с 
клетками опухоли желудка и лейкоцитами, свидетель-

ствовала об уровне среднего МП этой клеточной по-
пуляции. 

Результаты измерения яркости целых клеток рака 
желудка и лейкоцитов опухоли представлены в табли-
це. Анализируя эти данные, можно сделать вывод, что 
клетки раковой опухоли желудка каждого больного 
(каждой пробы) неоднородны по яркости (то есть по 
МП) как по ДСМ, так и по АНС. Об этом свидетель-
ствовала большая доля величины стандартного откло-
нения к средней яркости флуоресценции. Отношение 
стандартного отклонения к средней величине яркости 
клеток опухоли в каждой пробе изменялось по ДСМ 
от 17 до 22% , а по АНС – от 38 до 45%. Более неодно-
родна по яркости популяция лейкоцитов, найденных 
и измеренных среди опухолевых клеток: по ДСМ – от 
20 до 42%, по АНС – от 25 до 56% (отношение стан-
дартного отклонения к среднему). Среди лейкоцитов 
встречались лимфоциты, сегментоядерные нейтрофи-
лы, моноциты (рис. 4).

Следует отметить, что у больных в окраске ДСМ 
лейкоциты хорошо экспрессировали ярко-желтые ми-
тохондрии, вносившие существенный вклад в общую 
яркость целой клетки (см. рис. 4). Число найденных 
лейкоцитов в серии изображений каждой пробы было 
от 13 до 32. У пациента № 1 МП лейкоцитов (по ярко-
сти АНС) в 4 раза больше, чем МП клеток рака желудка, 
у пациента № 2 МП лейкоцитов в 2,7 раза больше МП 
опухолевых клеток, а у пациента № 3 МП лейкоцитов 
в 2,4 раза больше МП опухолевых клеток, то есть лей-
коциты, инфильтрирующие опухоль, намного гиперпо-
ляризованнее, чем клетки опухоли. Это подтверждают 
и показатели в окраске катионом ДСМ – лейкоциты 

А Б

в Г

Рис. 2 (А, Б, В, Г). Клетки опухоли 
перстневидноклеточного рака желудка,  
витально окрашенные флуоресцентным  
зондом катионом ДСМ. 4 поля зрения.  

Вакуоль, идентифицирующая данный гистотип 
карциномы желудка, сдвигающая ядро  

на периферию клетки, выглядит темной,  
почти черной областью. Это еще больше 

усиливает сходство таких клеток с перстнями.  
Хорошо видны желто-оранжевые ядрышки. × 100

Рис. 3. Лимфоциты среди клеток опухоли 
перстневидноклеточного рака желудка, витально окрашенные 

флуоресцентным зондом катионом ДСМ.  
Митохондрии окрашены ярко-желтым. × 100
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имеют выше МП, чем МП клеток опухоли, но численно 
менее выражено по сравнению с окраской АНС: от 1,2 
до 1,6 раза. На рисунке 3 изображено поле зрения кле-
точной взвеси с яркими в окраске ДСМ лимфоцитами 
на фоне темных клеток опухоли. В лимфоцитах хорошо 
видны ярко-желтые митохондрии.

Другие лейкоциты, также как лимфоциты, в окраске 
ДСМ обнаружили обилие ярких митохондрий, кото-
рые часто были собраны в цепочки (см. рис. 4). Таким 
образом, применение двух выбранных флуорохромов 
позволяет дополнять и подтверждать информацию о 
соотношении МП разных клеток в клеточной взвеси. 

выводы
Прижизненная окраска флуорохромом ДСМ клеток 

опухоли перстневидноклеточного рака позволяет вы-
делить отличительные особенности этого гистотипа. 
Данная окраска дает возможность идентифицировать 

темную характерную вакуоль, благодаря которой этот 
гистотип опухоли получил название «перстневидно-
клеточный рак». 

Измерение яркости флуоресценции АНС опухоле-
вых клеток и лейкоцитов, инфильтрирующих опухоль, 
показало, что средний МП лейкоцитов существенно 
превышает (от 2 до 4 раз) средний МП клеток опу-
холи. Является это соотношение нормой либо отра-
жает физиологическое состояние ткани опухоли или 
пациентов, покажут дальнейшие исследования. Полу-
чена достоверная разница (р=0,02) в МП клеток рака 
и лейкоцитов в пробах, окрашенных АНС, а окраска 
клеток ДСМ подтвердила тенденцию соотношения МП 
лейкоцитов и клеток рака и позволила оценить особен-
ности взаимодействия электрически противоположно 
заряженных мембран ядра и вакуоли, смещающей ядро 
на периферию.
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перстневидноклеточного рака желудка, витально окрашенные 

флуоресцентным зондом катионом ДСМ. Ярко-желтым 
флуоресцируют митохондрии лейкоцитов. Ядра имеют 

окраску от оранжевой до бурой. × 100
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№
 1 АНС 18 5,8±1,9 29±18 2,4±0,6 98 270±230 9,6±3,6 0,25±0,2

ДСМ 31 10,4±2,9 91±60 16,3±3,8 108 317±210 10,2±1,7 1,6±0,4 0,42±0,4

№
 2

 АНС 14 8,7±2,3 63±33 30,9±17,4 92 167±100 83,5±36,0 0,37±0,3
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№
 3 АНС 13 5,4±1,1 24±10 15,5±7,3 96 174±68 37,8±1,7 0,41±0,3
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Примечание. В столбцах 3–6 приведены показатели лейкоцитов, в столбцах 7–9 – показатели опухолевых клеток/
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in vivo fluorimEtry of signEt ring cEll carcinoma of thE stomach with 
fluorEscEnt proBEs ans and dsm
E.M. Nepomnyaschaya, O.V. Tarnopolskaya, H.G. Mamulyan

We studied fluorescent indicators and morphology of the cells of signet ring cell carcinoma of the stomach and 
leukocytes infiltrating the tumor tissue. It was shown that hyperpolarization of white blood cells infiltrating 
the signet ring cell carcinoma is three times intensive than that of tumor cells. Vital staining of the cells of 
signet ring cell carcinoma of the stomach with potential-sensitive fluorescent probe DCM visualized the 
interactions between nucleus and vacuole displacing the nucleus to the periphery of the cell. The vacuolar 
membrane is positively charged unlike negatively charged nuclear membrane; it is impermeable for DSM 
cations inside vacuoles, which appear as dark bodies.
Key words: signet ring cell carcinoma of the stomach, fluorescent probes ANS and DSM, membrane potential
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гранулематоз вегенера  
у молодыХ пациентов:  
два КлиничесКиХ наблюдения
А.Л. Черняев 1, Ю.С. Березовский2, А.А. Сердюк 1, Л.М. Михалева 3,  
М.В. Самсонова 1, К.С. Войтковская 3

1ФГУ «НИИ пульмонологии» ФМБА России, Москва 
2ФГБУ «ЦНИИТ» РАМН, Москва 
3ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва

Описано два наблюдения из практики: подростки 14 лет (пациент Н.) и 16 лет (пациент М.). Паци-
ент М. страдал гранулематозом Вегенера с поражением легких и почек. Смерть больного наступила 
на 14-е сутки от начала заболевания. Пациент Н. страдал гранулематозом Вегенера с поражением 
верхних дыхательных путей и легких. Выявлен при плановом осмотре, наблюдался как пациент с 
кавернозным туберкулезом легких. Диагноз «гранулематоз Вегенера» поставлен при исследовании 
операционного материала, полученного при выполнении краевой резекции легкого. В статье рассмат-
риваются клинико-лабораторные показатели, результаты аутопсии и гистологического исследования 
легких и почек. Особенностью наблюдения является быстро прогрессирующее течение заболевания 
у подростков мужского пола.
Ключевые слова: гранулематоз Вегенера, диагностика, ANCA

Гранулематоз Вегенера (ГВ) относится к системным 
ANCA-ассоциированным васкулитам, поражающим 
преимущественно сосуды среднего и мелкого калибра 
[1, 12]. Первые три наблюдения описаны F.Wegener 
(1937) [23]. Заболевание относится к группе редких. 
Распространенность системных васкулитов составляет 
0,4–14 на 100 тыс. населения. Чаще болеют мужчины 
в возрасте 40–50 лет, однако описаны случаи возник-
новения болезни у детей и подростков [13, 15]. 

Этиология системных васкулитов неизвестна. ГВ 
(синонимы – риногенный гранулематоз, некротический 
неинфекционный гранулематоз, гигантоклеточная гра-
нулема дыхательных путей, некротизирующий ангиит, 
респираторно-ренальная форма узелкового периартери-
ита, гранулематоз с полиангиитом) нередко связывают 
с инфекциями, вызванными золотистым стафилокок-
ком и пневмоцистой, а также перенесенными остры-
ми вирусными инфекциями, приемом антибиотиков, 
сульфаниламидов, препаратов, содержащих серу, воз-
действием вредных профессиональных факторов, дли-
тельным употреблением кокаина [3]. Большое значение 
придается аутоиммунным нарушениям, предполага-
ется, что ГВ – аутоиммунное заболевание [9, 11, 25].

Для системного генерализованного ГВ характерно 
наличие триады: поражение ЛОР-органов (носоглот-
ки, придаточных пазух носа, уха, гортани), легких и 
почек [12]. Описывают варианты с поражением верх-
них дыхательных путей и легких, легких и почек, реже 

изолированный вариант с поражением только легких. 
Поражение верхних дыхательных путей встречается 
в 87% наблюдений, как правило в дебюте болезни, 
при развернутой стадии в 90–94% случаев. Поражение 
легких наблюдается в 69%, почек в 48% случаев [12]. 
В верхних дыхательных путях развивается гнойное 
воспаление, появляются носовые кровотечения, изъ-
язвление носовой перегородки и формируется сед-
ловидная форма носа. Около трети пациентов имеют 
так называемую обезглавленную форму болезни, при 
которой поражение носоглотки отсутствует. При такой 
форме заболевания в легких возникают округлые обра-
зования, одиночные или множественные, с деструкци-
ей ткани и образованием полостей по типу абсцессов, 
кровотечениями, может развиваться геморрагический 
плеврит [21]. Довольно часто изменения в легких соче-
таются с поражением почек, что приводит к выражен-
ной почечной недостаточности. Течение заболевания 
носит прогрессирующий характер и довольно часто 
заканчивается летальным исходом, если болезнь не 
диагностирована вовремя и не назначено адекватное 
лечение.

Критерии для диагностики гранулематоза Вегенера 
до сих пор остаются предметом дискуссии. Консенсус-
ная конференция в Чалл-Хили в 1994 году дала следую-
щее морфологическое определение ГВ: гранулематоз-
ное воспаление, поражающее респираторный тракт, 
в сочетании с некротизирующим васкулитом сосудов 
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мелкого и среднего калибра, включая капилляры, ве-
нулы, артериолы и артерии, характерным проявлением 
является некротизирующий гломерулонефрит [16]. В то 
же время в 1990 году Американская коллегия ревма-
тологов разработала следующие классификационные 
критерии ГВ [20]: 

 y воспаление в полости рта или носа: развитие бо-
лезненных или безболезненных язв полости рта 
или гнойное либо геморрагическое отделяемое 
из полости носа; 

 y рентгенография органов грудной клетки: узелки, 
фиксированные инфильтраты или полости в лег-
ких; 

 y изменения в моче: микрогематурия (>5 эритроци-
тов в поле зрения) или наличие эритроцитарных 
цилиндров в мочевом осадке; 

 y гистологические признаки гранулематозного вос-
паления в стенках артерий или периваскулярной и 
экстраваскулярной зоны артерии или артериолы.

Пациенту может быть поставлен диагноз «грануле-
матоз Вегенера» при наличии 2 из 4 названных выше 
критериев. Чувствительность этих критериев состав-
ляет 88,2%, специфичность – 92,0%. 

Важную роль в диагностике ГВ играет обнаружение 
ANCA (антител к цитоплазме нейтрофилов) в сероло-
гических реакциях. Чувствительность метода обнару-
жения cANCA (антитела к протеиназе 3 (PR3) и pANCA 
(антитела к миелопероксидазе (MPO) методом ELISA 
при ГВ, соответственно, 80 и 10%. Доказано, что ANCA 
являются не просто диагностическими маркерами, но 
участвуют в патогенезе заболевания. Исследования на 
лабораторных животных и in vitro показали, что MPO-
ANCA и PR3-ANCA могут активировать нейтрофилы 
и моноциты, вызывая их адгезию к эндотелиальным 
клеткам и повреждение этих клеток. Однако наряду 
с ANCA для развития заболевания необходимо, что-
бы MPO или PR3 экспрессировались на поверхности 
нейтрофилов. Доставка MPO и PR3 к поверхности ней-
трофилов происходит под действием TNF и других про-
воспалительных цитокинов. Разрешающим фактором 
in vivo может быть респираторная инфекция. Кроме 
того, имеют значение генетические факторы. Показа-
но, что у пациентов с ГВ повышена экспрессия PR3 
на мембране нейтрофилов [14]. Также к повышению 
доступности мишеней для ANCA может приводить 
аберрантная транскрипция генов в нейтрофилах и, как 
следствие, потеря эпигенетического подавления генов 
MPO и PR3 [17]. 

Заболевание, как правило, начинается с лихорад-
ки, часто септического типа. Наблюдаются мучитель-
ный кашель, кровохарканье, боли в грудной клетки, 
одышка, похудание, артралгии и миалгии. На коже и 
слизистых оболочках могут появляться язвы и узелки, 
множественный мононеврит. Встречаются также дис-
фагия, афтозный стоматит, глоссит, экзофтальм, по-
лиаденит, перикардит, миокардит, коронарит, язвенно-
некротические изменения тонкой кишки, различные 

варианты гломерулонефрита (чаще диффузный некро-
тический) [1].

Для подтверждения диагноза ГВ необходимо 
учитывать клиническую картину болезни, провести 
клинико-инструментальное исследование, лаборатор-
ную диагностику и при возможности морфологическое 
исследование биопсии легкого и почек [7].

Инструментальные методы исследования включают 
рентгенографию, компьютерную томографию легких, 
МРТ-ангиографию для определения локализации про-
цесса. Спирометрия, бодиплетизмография, исследо-
вание диффузионной способности легких позволяют 
выявить субклинические проявления заболевания. Бо-
лее чем у 59% больных имеет место обструктивный 
тип нарушения функции внешнего дыхания, в 30–40% 
случаев отмечается рестриктивный тип нарушения. 
Бронхоскопия и исследование бронхоальвеолярного 
лаважа необходимы для подтверждения альвеоло-
геморрагического синдрома. 

Рентгенологические изменения в легких выявляют-
ся в 95% наблюдений, в дебюте болезни в 45%. Рент-
генологически в легких выявляются солитарные или 
множественные, иногда «летучие», инфильтраты, име-
ющие склонность к образованию полостей до 2–5 см 
в диаметре по типу фибринозно-гнойной пневмонии с 
некрозом, могут иметь место геморрагические инфарк-
ты. В части наблюдений встречаются мелкоочаговые 
участки затемнения на фоне усиления легочного рисун-
ка за счет интерстициальной ткани. При компьютерной 
томографии в легких определяются множественные, 
реже одиночные, очаги диаметром 2–4 см, в большин-
стве наблюдений двусторонние, таких очагов может 
быть до 10. Очаги округлой и овальной формы могут 
быть хорошо или плохо очерчены, никогда не обызвест-
вляются, характеризуются образованием полостей по 
типу абсцессов. Очаги не имеют какой-либо предпочти-
тельной локализации. Наличие участков консолидации 
и/или участков типа «матового стекла» является еще 
одним признаком ГВ, они могут располагаться изоли-
рованно от описанных выше образований и представ-
ляют собой зоны кровоизлияний. Рентгенологические 
признаки патологии легких в 65% случаев сочетаются 
с клиническими проявлениями [2].

При проведении клинического анализа крови мож-
но выявить нормохромную анемию, тромбоцитоз, 
нейтрофильный лейкоцитоз, повышение СОЭ. В био-
химическом анализе крови наблюдаются увеличение 
С-реактивного белка, изменения креатинина и почеч-
ных ферментов. Общий анализ мочи может выявить 
патологию функции почек. Иммунологическое ис-
следование в сыворотке крови с ANCA подтверждает  
диагноз ГВ [10, 24].

Оценку активности васкулита проводят на основа-
нии индекса клинической активности – BVAS, адап-
тированного для ГВ в 2001 году (BVAS/WEG) и мо-
дифицированного в 2003 году (BVAS2003). При этом 
учитывают признаки, обусловленные васкулитом, при-
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сутствующие на момент осмотра, а также появившиеся 
и прогрессирующие в течение последнего месяца до 
настоящего исследования. В зависимости от активнос-
ти процесса выделяют фазы заболевания: ремиссия, 
частичная ремиссия, низкая (персистирующая) актив-
ность, неактивная фаза, большое и малое обострение, 
рефрактерное течение болезни. Персистенция актив-
ности ГВ (BVAS/WEG) определяется наличием кли-
нического проявления и отсутствием его ухудшения 
в течение 28 дней с момента предыдущего осмотра па-
циента. Кроме того, используется кумулятивный индекс 
васкулитного повреждения, который отражает наличие 
у больного необратимых изменений органов и систем, 
совпадающих с началом развития воспалительных из-
менений в стенке сосудов, и обусловлено ими [1].

Основной метод лечения для достижения ремис-
сии включает в себя назначение системных глюко-
кортикостероидов и цитостатиков (циклофосфамид, 
метотрексат, азотиаприн), в ряде случаев используют 
плазмаферез и внутривенное введение иммуноглобули-
нов [4]. Индукция ремиссии занимает от 3 до 6 месяцев, 
поддержание ремиссии в течение 2–5 лет. Однолетняя 
выживаемость при ГВ составляет 83,3%, пятилетняя – 
74,2% [19]. Известно, что смертность пациентов с ГВ 
до использования комбинированного лечения глюко-
кортикостероидами и циклофосфамидом составляла 
100%, в настоящее время такая терапия снизила смерт-
ность до 5% [8, 22]. В то же время при длительном ле-
чении может развиться иммуносупрессия, приводящая 
к возникновению В-клеточной лимфомы и пневмоцист-
ной пневмонии при отсутствии ВИЧ-инфекции [5,18]. 

Дифференциальный диагноз при ГВ проводят с за-
болеваниями, имеющими легочно-почечный синдром. 
К таким заболеваниям относят микроскопический по-
лиангиит, синдром Чарджа–Стросс, синдром Гудпас-
чера, геморрагический васкулит, системную красную 
волчанку, стрептококковую пневмонию с гломеруло-
нефритом, лимфоматоидный гранулематоз, лимфому, 
опухоли, системные микозы, ВИЧ-инфекцию, саркои-
доз, туберкулез, лепру. При локальных формах ГВ с 
поражением только легких проводить дифференциаль-
ную диагностику достаточно сложно. Открытая или 
видеоторакоскопическая биопсия легкого позволяет 
диагностировать ГВ, однако ее следует делать после 
культуральных исследований для исключения инфек-
ционной патологии.

Заболеваемость ГВ у детей составляет 0,03–3,2 
случая на 100 000 в год. Средний возраст на момент 
постановки диагноза – 14,2 года, чаще болеют девоч-
ки [6]. Наиболее частыми симптомами болезни яв-
ляются общие проявления – недомогание, слабость, 
лихорадка, потеря веса (89,2%), легочные (80,0%), про-
явления со стороны ЛОР-органов (80,0%) и почечные 
(75,4%). Средний временной интервал от появления 
симптомов до установления диагноза составляет 2,7 
месяца и значительно увеличивается при диагностике 
ГВ у пациентов с ЛОР-проявлениями и поражением 

кожи. Среди патологии со стороны ЛОР-органов на-
блюдаются носовые кровотечения, изъязвления в по-
лости носа, гнойно-геморрагические корки (64,6% 
случаев), синуситы (60%), подглоточный, трахеальный 
или эндобронхиальный стеноз (16,9%), язвы полости 
рта (9,2%). Серологические тесты у детей выявляют 
сANCA в 66,2% случаев и pANCA в 21,5% случаев. 
Таким образом, pANCA при ГВ у детей выявляют чаще, 
чем у взрослых.

Приводим собственные наблюдения.

Наблюдение 1
Пациент М., 16 лет, поступил в клинику 27 марта 

2012 года с жалобами на кашель с трудно отделяемой 
мокротой, общую слабость, повышение температуры 
тела до 39ºС.

Анамнез. Болен в течение недели, когда после 
охлаждения отметил повышение температуры до 390С, 
сухой кашель с присоединением болей в грудной клет-
ке. Наблюдался в поликлинике, за 2 дня до поступления 
назначен амоксициллин. 27 марта в поликлинике вы-
полнена рентгенография грудной клетки, на которой 
выявлено неоднородное инфильтративное затемнение 
в 3-м сегменте правого легкого, прилегающее к междо-
левой плевре, в 6-м сегменте правого легкого, четкого 
отграничения от окружающей ткани не обнаружено, 
корни легких расширены, левый плохо контурируется, 
усиление легочного рисунка на остальном протяжении. 
Был поставлен диагноз «двусторонняя пневмония», и 
больной направлен в стационар.

При осмотре состояние средней тяжести, кожные 
покровы бледные, чистые. В легких жесткое дыхание с 
участками ослабления в средней доле правого легкого. 
ЧД 20 в 1 мин, тоны сердца ритмичные, приглушены 
ЧСС 90 в 1 мин. АД 120/80 мм рт. ст., температура 39ºС.

Анализ крови при поступлении: лейкоциты 
11,9 × 109/л, 28 марта – 12,1 × 109/л, 4 апреля – 
20,4 × 109/л, палочкоядерные лейкоциты 5–11%, сег-
ментоядерные 71–69%, Нв крови 140 г/л, 28 марта – 
125 г/л, 4 апреля – 87 г/л, тромбоциты 226 х109/л, 
235 × 109/л, 154 × 109/л, соответственно, СОЭ 59 мм/ч. 
В моче белок 0,072–0,085 г/л, число эритроцитов  
5–6 – 35–40 в поле зрения. В анализе мокроты эритро-
циты, слизь, лейкоциты 0–4 в поле зрения, грамполо-
жительные кокки и палочки единичные в редких полях 
зрения. На рентгенографии легких 30 марта – выра-
женная массивная гомогенная инфильтрация в обоих 
легких с уплотнением междолевой плевры в правом 
легком. Диагноз – «двусторонняя пневмония». 31 мар-
та, 1 апреля, 3 апреля рентгенограммы легких без ди-
намики. 4 апреля обнаружена положительная динами-
ка в виде повышения пневматизации в обоих легких, 
инфильтрация сохраняется.

С первого дня госпитализации пациент получал 
антибактериальную терапию (цефтриаксон, доксицик-
лин; после смены антибиотиков – ванкомицин, эди-
цин, меронем), пульмикорт, октагам, инфузионную 
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терапию, однако 29 марта его состояние ухудшилось, 
и 30 марта он был переведен в отделение реанима-
ции. В момент перевода состояние больного тяжелое, 
в сознании, ориентирован в пространстве и времени, 
вялый, сонливый. Жалобы на слабость, продуктивный 
кашель с кровохарканьем. Дыхание 22–26 в 1 мин, при 
аускультации дыхание жесткое, ослаблено во всех от-
делах обоих легких, больше в средних отделах правого 
легкого по задней поверхности, выслушивается шум 
трения плевры. Sa O2 – 87–91% поддерживается на ин-
суффляции O2 12 л/мин. По кардиомонитору синусовая 
тахикардия до 116 уд. в 1 мин. АД 110–120/70 мм рт. ст. 
Температура тела 38,2–37,60С. РСО2 38, РО2 – 60,1, 
рН – 7,51. Биохимический анализ крови: общий бе-
лок – 60 г/л, билирубин прямой – 5,1 мкмоль/л, желе-
зо – 9,3 мкмоль/л, КФК – 248 Ед/л. В отделении реа-
нимации пациент получал меронем 1 г и пульмикорт. 
31марта больной переведен на ИВЛ в режиме BiPAP 
со следующими параметрами: DO = 600 ЧД 23 в 1 мин. 
При этом РСО2 – 38, ВЕ – 22, рН – 7,42, ПДКВ – 7, 
Sa O2 – 92–94, Fi O2 – 70–80%. 1 апреля произведена 
трахеостомия. Санируется большое количество гемор-
рагического отделяемого со сгустками крови. Нв кро-
ви – 74 г/л. 2 апреля РСО2 – 78,7, РО2 – 58,5, индекс окси-
генации 72. Состояние расценено как крайне тяжелое. 
При трахеобронхоскопии через трахеостомическую 
трубку 3 апреля – картина диффузного катарального 
бронхита, признаки кровотечения из периферических 
бронхов. 3 апреля была взята кровь для определения 
антител к цитоплазме нейтрофилов, но ответ получен 
11 апреля после смерти больного: pANCA – отрица-
тельна, cANCA в титре 640, антитела к базальным 
мембранам почек – отрицатальны, антитела к кардио-
липину (IgG, IgA, IgM) – отрицательны. Несмотря на 
массивную антибактериальную и дезинтоксикацион-
ную терапию, состояние пациента прогрессивно ухуд-
шалось, и 4 апреля 2012 года он скончался.

Заключительный клинический диагноз.
Основное комбинированное заболевание. 1. Острая 

внебольничная полисегментарная вирусно-бак те ри аль-
ная пневмония. 2. Синдром Гудпасчера. 

Осложнения. Острый респираторный дистресс-
синдром взрослых. Сепсис. Полиорганная недостаточ-
ность. Постгеморрагическая анемия. Кровотечение из 
периферических бронхов. Отек легких. Отек головного 
мозга. 

Сопутствующие заболевания. Диффузный ката-
ральный бронхит. Эрозивный гастродуоденит.

Патологоанатомическое исследование трупа.
Труп юноши, среднего роста, правильного телосло-

жения, нормального питания. Кожные покровы чистые 
с сероватым оттенком, холодные, суховатые. На коже 
шеи, ниже щитовидного хряща на 4,0 см (над ярем-
ной вырезкой), трахеотомическая рана длиной 3,0 см. 
В правой подключичной области установлен венозный 
катетер, конец которого, проходя через правую подклю-
чичную вену, лежит в просвете верхней полой вены. 

Склеры мутные, тусклые, бледные. Слизистая оболоч-
ка трахеи и бронхов бледно-красная, тусклая, покрыта 
слизистыми массами. Масса легких: левого – 1050 г, 
правого – 1100 г. Ткань легких на ощупь плотная во всех 
долях слева и справа, пестрого вида: темно-красные 
участки легкого чередуются с желтовато-розовыми. 
На разрезе ткань легких полнокровная, все доли лег-
ких представлены темно-красной тканью печеночной 
плотности, чередующиеся с более светлыми (желто-
розовыми) участками. В толще легочной паренхимы 
обоих легких плотноэластичные участки грязно-серого 
цвета размерами от 1 до 1, 5 см в диаметре, в 6-м сег-
менте левого легкого округлое образование с довольно 
четкими границами, размерами 10,0 × 7,0 × 6,0 см, се-
роватого цвета с участком желтоватого цвета в центре 
диаметром 2 см (рис. 1). В просвете бронхов густая се-
роватая слизь, стенки бронхов тонкие, сероватого цвета, 
над поверхностью разрезов не выступают. В просветах 
основного ствола и ветвях легочных артерий жидкая 
кровь, интима их гладкая, цвета слоновой кости. 

Почки бобовидной формы, общей массой 220 г, кап-
сула снимается легко, обнажая гладкую поверхность, с 
множеством точечных подкапсульных кровоизлияний 
в корковом веществе. На разрезе рисунок строения со-
хранен, корковый слой бледно-серого цвета, толщиной 
0,7 см, пирамиды красно-серые. Лоханки несколько 
расширены, слизистая их и мочеточников сероватая, 
гладкая, влажная, блестящая. 

Другие паренхиматозные органы в состоянии вы-
раженной дистрофии.

При гистологическом исследовании в зоне описан-
ного выше образования в ткани легкого множествен-
ные базофильные некрозы с лейкоцитарной инфиль-
трацией. Местами некрозы имеют вид микроабсцессов 
с наличием лимфоцитов, плазматических клеток, 
гистиоцитов. Расположение некрозов  напоминает 

Рис. 1. Макропрепарат: фрагмент легкого. Округлое серовато-
желтоватое образование с нечеткими границами, выраженное 
геморрагическое пропитывание окружающей ткани легкого
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« географическую карту» (рис. 2). Здесь же множе-
ственные гигантские многоядерные клетки инород-
ных тел, лежащие по одной и небольшими группами, 
напоминают неправильной формы гранулемы, эти 
же клетки обнаруживаются в стенках ветвей легоч-
ной артерии, в центре части таких некрозов контуры 
и отдельные фрагменты ветвей легочной артерии и 
вен. В отдельных ветвях легочной артерии отек стен-
ки, включая интиму, неравномерное утолщение их с 
выраженной лимфоцитарной инфильтрацией (рис. 3). 
По периферии таких участков зоны фиброза, стенки 
альвеол несколько утолщены, умеренно инфильтриро-
ваны лимфоцитами, очаговая картина капиллярита с 
наличием полиморфно-ядерных лейкоцитов, в просве-
тах альвеол скопления эритроцитов с сидерофагами, 
фибрина и полиповидной грануляционной ткани, такая 
же ткань в части просветов терминальных бронхиол с 
сужением их просветов. 

В ткани почек увеличение клеточности между пет-
лями клубочков, местами в клубочках большое коли-
чество эритроцитов с примесью лейкоцитов, фибрино-
идное набухание стенок капилляров – геморрагический 
гломерулонефрит.

 На основании макро- и микроскопического иссле-
дования легких и почек, исследования сывороточных 
cANCA антител был сформулирован патологоанато-
мический диагноз.

Основное заболевание. Гранулематоз Вегенера с по-
ражением легких и почек: некротический гранулема-
тозный васкулит, альвеолярный геморрагический синд-
ром в сочетании с капилляритом и некрозами стенок 
альвеол, альвеоло-геморрагический синдром, облите-
рирующий бронхиолит с организующейся пневмонией, 
геморрагический гломерулонефрит, сАNCA сыворотки 
крови – 640 ед. 

Осложнения. Постгеморрагическая анемия (Нв – 
87 г/л, эритроциты – 2,88 × 1012/л, малокровие внутрен-
них органов). Дистрофия внутренних органов. Трахео-
стомия (1 апреля 2012 года). Отек головного мозга.

Особенности приведенного наблюдения
У пациента отсутствовало поражение верхних ды-

хательных путей, поражение почек было в виде гемор-
рагического гломерулонефрита без некрозов сосудов 
и паренхимы почек. Основные изменения наблюдали 
в ткани легких, однако рентгенологически эти изме-
нения были приняты за двустороннюю пневмонию. 
У больного имел место геморрагический легочный 
синдром, что привело к постановке диагноза «синдром 
Гудпасчера». Возможно, компьютерная томография 
легких позволила бы приблизиться к правильному 
диагнозу, учитывая наличие острого начала болезни 
с высокой лихорадкой после переохлаждения, кашель 
с трудно отделяемой мокротой, боли в грудной клетке, 
наличие инфильтрата при рентгенографии в 3-м сег-
менте правого легкого и кровохарканье при дальней-
шем развитии заболевания. 

Наблюдение 2
Пациент Н., 14 лет, поступил в клинику 28 июня 

2012 года для диагностической операции с клиниче-
ским диагнозом «кавернозный туберкулез верхней доли 
правого легкого», МБТ (-).

При поступлении жалоб не предъявлял.
Анамнез. Изменения в легком выявлены в июне 

2012 года при плановом обследовании. Консультирован 
в ЦНИИТ, направлен для проведения диагностической 
операции. 

При осмотре состояние удовлетворительное. Кож-
ные покровы и видимые слизистые физиологической 
окраски. ЧСС 76 в 1 мин, АД 120/75 мм рт. ст., тоны 

Рис. 2. Некроз ткани легкого, в центре которого определяется 
сосуд, стенки его инфильтрированы лейкоцитами, 

лимфоцитами, единичными эозинофилами, по периферии 
зоны некроза – единичные гигантские многоядерные клетки. 

Окраска гематоксилином и эозином, × 100

Рис. 3. Продуктивный васкулит в сочетании с некрозом. 
Окраска гематоксилином и эозином, ×100
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сердца ясные, ритмичные. При аускультации дыхание 
везикулярное, проводится по всем полям, хрипов нет. 
ЧД 16 в 1 мин. 

Клинический анализ крови от 29 июня: эритроциты 
4,75 × 1012, Нв крови 118 г/л, лейкоциты 10,6 × 109, 
палочкоядерные лейкоциты 4%, сегментоядерные 73%, 
эозинофилы 1%, базофилы 0%, лимфоциты 15%, моно-
циты 7%, тромбоциты 258 × 109/л, СОЭ 115 мм/ч.

Клинический анализ крови от 13 июля: эритроциты 
5,19 × 1012, Нв крови 128 г/л, лейкоциты 11,7 × 109/л, 
палочкоядерные 4%, сегментоядерные 58%, эозинофи-
лы 1%, базофилы 0%, лимфоциты 22%, моноциты 12%, 
тромбоциты 362 × 109/л, СОЭ 81 мм/ч.

Биохимический анализ крови от 29 июня: общий 
билирубин 5 мкмоль/л, тимоловая проба 1,7, АЛТ 
16 ЕД, АСТ 21 ЕД, холестерин – 3,3 ммоль/л, креати-
нин 90 мкмоль/л, мочевина 4,0 мкмоль/л, общий белок 
72 г/л, альбумин 45 г/л. 

Биохимический анализ крови от 5 июля: общий 
билирубин 10 мкмоль/л, тимоловая проба 0,7, АЛТ 
14 ЕД, АСТ 29 ЕД, холестерин – 3,9 ммоль/л, креати-
нин 78 мкмоль/л, мочевина 3,4 мкмоль/л, общий белок 
63 г/л, альбумин 41 г/л. 

Коагулограмма от 29 июня: АПТВ 35”, протром-
биновый индекс 101%, МНО 1,01, АТ III 115%, Fbg 
4,66, ТТ 19”, толерантность плазмы к гепарину 6’10, 
активность фибринстабилизирующего фактора 99%, 
РФКМ 190 мг/л. 

Коагулограмма от 5 июля: АПТВ 35”, протромби-
новый индекс 92%, МНО 1,05, АТ III 92%, Fbg 4,51, 
ТТ 19”, толерантность плазмы к гепарину 6’10, актив-
ность фибринстабилизирующего фактора 123%, РФКМ 
210 мг/л. Заключение: Состояние гиперкоагуляции 
с ВСК.

Компьютерная томография от 18 июня: в S1,2 право-
го легкого имеется округлое образование с полостью 
распада (рис. 4). В остальном легкое без особенностей. 
Органы средостения без патологии. Синусы свободны.

Поскольку у пациента предполагали туберкулез 
легких, проводилось следующее лечение: амоксиклав 
1,2 × 2 р/д в/в № 5, амикацин 1,0 × 1 р/д в/в № 5, фос-
фоглив 1 × 3 р/д, азитромицин 0,25 × 2 р/д. 

Рентгеновское исследование от 18 июля: состояние 
после резекции S1,2 правого легкого. Легкое расправ-
лено. Органы средостения существенно не смещены. 
Дополнительных очагов не выявлено.

4 июля 2012 года выполнена операция – видеоас сис-
ти рованная торакоскопия справа и краевая резекция S1,2. 

Цитологическое исследование мазков-отпечатков 
биоптата образования в S1,2 правого легкого: в препа-
ратах на фоне значительного количества эритроцитов 
отмечается большое количество макрофагов (часто с 
пенистой цитоплазмой; в виде многоядерных форм; 
с включениями гемосидерина), нейтрофилов, лим-
фоцитов и эозинофилов, встречаются тучные клетки, 
участки некроза, единичные участки фиброза. Кисло-
тоустойчивые микобактерии не обнаружены.

При патогистологическом исследовании операцион-
ного материала в ткани легкого множественные некро-
зы с очаговой лейкоцитарной инфильтрацией по типу 
«географической карты», очаговые микроабсцессы с 
захватом стенок сосудов и ткани легкого (рис. 5), по 
периферии которых скопления множества гигантских 
многоядерных клеток инородных тел (рис. 6), еще даль-
ше по периферии этих зон в просветах терминальных 
бронхиол и альвеол скопления фибрина и грануляци-
онной ткани, очаговый некроз стенок терминальных 
бронхиол с лейкоцитарными скоплениями, такие же 
скопления встречаются в ряде просветов терминальных 
бронхиол. Некрозы с лейкоцитами стенок ветвей ле-
гочной артерии и легочных вен мелкого и среднего ка-
либра, иногда с полным закрытием просветов, в  части 

Рис. 4. Компьютерная томография высокого разрешения. 
Округлое образование в ткани легкого с полостью распада 

и инфильтрацией по периферии

Рис. 5. Микроабсцессы с некрозом стенок сосудов.  
Окраска гематоксилином и эозином, × 100
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стенок сосудов скопление лейкоцитов секторальное и 
по их периметру, в части стенок сосудов лимфоцитар-
ная инфильтрация, очаговое периваскулярное разраста-
ние фиброзной ткани, иногда с обширными некрозами 
с лейкоцитарной инфильтрацией с примесью гигант-
ских многоядерных клеток. Лимфоцитарные скопле-
ния в виде фолликулов с герминативными центрами 
периваскулярно и в стенках терминальных бронхиол. 
Стенки большинства альвеол, вне зон некрозов, тонкие, 
инфильтрированы лимфоцитами, в просвете альвеол 
эритроциты, сидерофаги, лимфоциты, макрофаги.

При патогистологическом анализе операционного 
материала признаки туберкулезного воспаления не вы-
явлены. Гистологическая картина некротизирующего 
васкулита с развитием гранулематозной реакции в ле-
гочной ткани. 

При микроскопическом исследования на гистоло-
гических срезах кислотоустойчивые микобактерии не 
обнаружены.

 ДНК микобактерий туберкулеза при ПЦР исследо-
вании не обнаружена.

Послеоперационный период проходил без осложне-
ний. Рана зажила первичным натяжением.

Особенности приведенного наблюдения
Молодому пациенту, у которого при проведении КТ 

обнаружили округлое образование с полостью распада, 
был поставлен диагноз «туберкулез легких», посколь-
ку в этой возрастной группе такую картину наиболее 
часто дает туберкулезный процесс. В целях уточнения 
диагноза выполнена видеоассистированная торакоско-
пия и краевая резекция S1,2 правого легкого, при ис-
следовании операционного материала микобактерии 
туберкулеза не обнаружены ни одним из диагностиче-
ских тестов, что позволило исключить туберкулез. В то 
же время появилась новая диагностическая гипотеза: 
гистологическая картина некротизирующего васкулита 

с развитием гранулематозной реакции легочной ткани 
позволила заподозрить гранулематоз Вегенера. При 
последующем целенаправленном расспросе пациент 
предъявил жалобы на першение в горле, отделение ко-
рочек, кровоизлияния и кровотечения из носа. После 
гистологического исследования материала в сыворотке 
крови выявлены cANCA-антитела в диагностическом 
титре 124 ед. Функция почек не изменена и почки в па-
тологический процесс не вовлечены. 

Таким образом, у пациента Н. выявлено 3 из 4 диаг-
ностических критериев гранулематоза Вегенера: 1) не-
кротизирующий васкулит по данным биопсии, 2) округ-
лое образование с полостью распада в легких при 
КТ-исследовании, 3) отделение кровянистых и гной-
ных корочек из носа, носовые кровотечения. С учетом 
высокого титра антител cANCA диагноз «гранулематоз 
Вегенера» был полностью подтвержден.
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wEgEnEr's granulomatosis in young patiEnts: two clinical oBsErvations
A.L .Chernyaev, Yu.S. Berezovskiy, A.A. Serdyuk, L.M. Mikhaleva, M.V. Samsonova, K.S. Voytkovskaya

We describe two clinical observations of adolescents: patient N, 14 years of age, and patient M, 16 years 
of age. Patient M. suffered from Wegener's granulomatosis with renal and pulmonary involvement. The 
patient died on day 14 after symptom onset. Patient N. developed Wegener's granulomatosis with upper 
respiratory tract and pulmonary involvement found during scheduled inspection. He was treated as a patient 
with cavernous tuberculosis. Wegener's granulomatosis was diagnosed on the basis of the study of surgical 
specimens obtained during marginal lung resection. Clinical, autopsy and additional laboratory findings as 
well as histology of lung and kidneys were analyzed. The cases were characterized by rapidly progressive 
course of the disease in male adolescents.
Key words: Wegener’s granulomatosis, diagnostics, ANCA
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применение метода спеКтросКопии 
ХараКтеристичесКиХ потерь энергии 
элеКтронов в биологии и медицине
С.В. Буравков1,2, Т.А. Белоусовa1, В.П. Черников1

1 ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва,
2 МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва

В статье представлены данные литературы по применению метода спектроскопии характеристиче-
ских потерь энергии электронов на базе трансмиссионного электронного микроскопа в сравнении с 
рентгеновским локальным микроанализом. Отмечается, что основная проблема применения данного 
метода заключается в выборе адекватного способа подготовки биологического материала для анализа 
химических элементов. Собственные данные авторов, представленные в статье, получены с использо-
ванием электронного микроскопа Libra 120 (Carl Zeiss, Германия). Результаты исследования позволили 
оценить аналитические возможности нового метода, а также сложность подготовки препаратов. Рас-
сматриваются вопросы перспективности использования метода спектроскопии характеристических 
потерь энергии электронов в биологических и медицинских исследованиях.
Ключевые слова: электронная спектроскопия, картирование химических элементов, трансмиссионная 
электронная микроскопия, рентгеновский микроанализ

эКСПЕРИМЕНТАЛьНАя МОРФОЛОГИя

Одним из новых направлений аналитической элек-
тронной микроскопии в настоящее время наряду с 
рентгеновским микроанализом (energy dispersive X-ray 
spectroscopy – EDS) является спектроскопия характери-
стических потерь энергии электронов (electron energy 
loss spectroscopy – EELS). Метод EELS, позволяющий 
анализировать химический состав элементов на ультра-
структурном уровне, широко используется в физиче-
ской химии и физике твердого тела, однако в биологи-
ческих и медицинских исследованиях он применяется 
достаточно редко. В чем же заключаются возможности 
использования этого метода в биологии и медицине и 
что ограничивает его перспективы?

В статье проанализирован зарубежный и собствен-
ный опыт использования EELS на основе аналитиче-
ского трансмиссионного электронного микроскопа 
Libra 120 со встроенным в колонну энергетическим 
фильтром Omega (Carl Zeiss, Германия). Следует ска-
зать, что в настоящее время в отечественной литературе 
отсутствуют работы, содержащие данные, полученные 
с применением этого метода в биологии и медицине.

Комбинирование традиционной электронной 
микроскопии и спектроскопии открывает новые воз-
можности для изучения элементного состава клеток 
и субклеточных структур благодаря высокой чувстви-
тельности спектроскопических методов. EDS представ-
ляет собой метод исследования спектров рентгенов-
ского излучения, образующегося при взаимодействии 
электронного луча с образцом, в результате чего гене-

рируется характеристическое рентгеновское излуче-
ние, в энергетическом спектре которого присутствуют 
соответствующие пики химических элементов. Ха-
рактерные особенности этого метода – возможность 
локального анализа и построение карт распределения 
химических элементов как на ультратонких (100 нм), 
так и на полутонких (2–4 мкм) срезах. В настоящее 
время хорошо разработаны и полуколичественные, и 
количественные методы рентгеновского анализа.

EELS является относительно новым методом 
в электронно-микроскопических исследованиях. Он 
основан на том, что поглощение электронов зависит 
от химического состава твердого тела. Аналитическая 
информация при этом получается из неэластически рас-
сеянных электронов с использованием спектроскопии 
потерь их энергии при детектировании характеристиче-
ских краев, соответствующих возбуждению электронов 
в атомном ядре. Использование этого метода в биоло-
гических и медицинских исследованиях в основном 
ограничивается получением характеристических 
изображений по выбранным химическим элементам 
(electron spectroscopic imaging – ESI), однако для этого 
требуется работать только на ультратонких срезах и 
желательно без использования веществ, обладающих 
контрастирующими свойствами (осмий, уранилаце-
тат, свинец и т.д.), широко применяемых в электронной 
микроскопии. Высокая чувствительность этого метода, 
а она на порядок выше, чем у рентгеновского микроана-
лиза, теоретически предоставляет возможность выяв-
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ления единичных атомов. Кроме того, сочетание EELS 
с трансмиссионной электронной микроскопией при 
анализе обеспечивает очень высокое пространственное 
разрешение, достигающее в настоящее время несколь-
ких нанометров. Последнее обстоятельство позволяет 
считать его одним из перспективных методов анализа 
в нанотехнологиях. 

Критическими моментами для аналитической элек-
тронной микроскопии являются методы подготовки 
биологических образцов. Использование традицион-
ных для электронной микроскопии методов (с двойной 
фиксацией, обезвоживанием и дальнейшей заливкой 
в смолы – эпон, аралдит, вестопал и т.д.), хорошо за-
рекомендовавших себя при исследовании ультраструк-
туры клеток, приводит к значительным и необратимым 
потерям легкодиффундирующих молекул. Однако на-
званные методы подготовки могут с успехом использо-
ваться для исследования иммобилизованных химиче-
ских элементов и продуктов гистохимических реакций. 
Методы криофиксации и криоультрамикротомии дают 
полную сохранность всех присутствующих в клетках 
и субклеточных структурах химических элементов, 
но при этом требуют дорогостоящего оборудования. 
Криогенные методы до сих пор являются весьма тру-
доемкими и не могут считаться рутинными. 

В настоящее время накоплен значительный опыт 
использования обоих методов аналитической электрон-
ной микроскопии при изучении различных тканей на 
ультраструктурном уровне. Можно отметить работы, 
выполненные на растительных тканях (зеленые мор-
ские водоросли) [2], эксперименты, касающиеся опре-
деления тяжелых металлов в грибах [4], а также целый 
ряд статей, содержащих результаты исследований, вы-
полненных на клетках животных: определение церия 
при гистохимическом выявлении щелочной фосфатазы 
(зрительные луковицы крысы) [6], выявление кальция 
в остеобластах [1] и синаптических везикулах спинного 
мозга крыс [5] и многие другие. 

Особое место занимают работы, выполненные на 
криосрезах, что позволяет детектировать легкодиф-
фундирующие химические элементы. Примером может 
служить определение распределения бора, нашедшего 
широкое распространение при нейтронной терапии, 
в модельных экспериментах на культуре клеток мела-
номы человека [3]. 

На рисунке 1 приведен пример полученного нами 
спектра рентгеновского излучения с криостатного сре-
за печени крысы (рис. 1 А) с использованием рентге-
новского энергетического спектрометра фирмы Kevex 
5100 в качестве приставки к растровому электронному 
микроскопу Hitachi S-500 (Япония). Видны характе-
ристические пики фосфора, серы, хлора и калия, сви-
детельствующие о хорошей сохранности элементного 
состава в ткани (рис. 1 Б).

Применение методов рентгеновского локального 
микроанализа и EELS на криоультрасрезах позволяет 
локально определять содержание воды и сухой массы 

Рис. 1. EDS, локальный рентгеновский микроанализ ткани 
печени крыс. 

А – спектр рентгеновского излучения, полученного с 
криостатного среза гепатоцита печени крысы,  

Б – сканирующая электронная микроскопия криостатного 
среза печени крысы (сушка среза толщиной 5 мкм в криостате 

при температуре –30ºС). Границы гепатоцита указаны 
стрелками. Длина маркера – 5 мкм 

в любых компартментах клеток [7], а также оценивать 
локализацию антигенов в клетках прямым методом без 
мечения первичных антител [8]. 

В наших исследованиях с применением спектро-
метра энергетических потерь электронов, встроенного 
в колонну трансмиссионного электронного микроскопа 
Libra 120, были использованы ультратонкие (100 нм) 
эпоксидные срезы печени крыс (фиксация 2,5% глута-
ровым альдегидом на 0,1 М фосфатном буфере и 1% 
OsO4, без дополнительного контрастирования уранил-
ацетатом и цитратом свинца). Анализировалось содер-
жание в данных образцах фосфора и железа. С целью 
проверки спектрометра перед исследованиями про-
водили анализ тест-объекта, представленного в виде 
перфорированной углеродной пленки. На рисунке 2 
можно увидеть изображения, полученные в области 
фона при 268 eV (рис. 2 А), а также в области пика 
углерода при 303 eV (рис. 2 Б). Для верификации ре-

А

Б
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гистрировали спектр (рис. 2 В), на котором отчетливо 
виден пик углерода. Полученное изображение «чисто-
го» углерода представлено на рисунке 2 Г.

Результаты исследования по распределению фос-
фора на фиксированных и заключенных в смолу пре-
паратах печени крыс представлены на рисунках 3 и 4. 
Отмечалось скопление фосфора (вероятно, обусловлен-
ное фосфопротеинами) в электронно плотных участках 
ядер гепатоцитов.

При попытке выявить на тех же препаратах рас-
пределение железа в эритроцитах лишь в отдельных 
случаях удавалось получить слабый пик этого элемен-
та (рис. 5). Исследование углерода при этом не прово-
дили, поскольку срезы располагались на углеродной 
подложке. Другие химические элементы на таких пре-
паратах выявить не удалось. По-видимому, это свя-
зано с тем, что указанная выше подготовка образцов 
приводит к практически полному вымыванию других 
неорганических элементов. Данное предположение 
доказывает и тот факт, что после высушивания на воз-
духе отмытых эритроцитов из крови человека (рис. 
6 А) всегда регистрировали отчетливый пик железа 
(рис. 6 В). То же относится, например, и к железо-
содержащему раствору ферритина, приготовленному 
аналогичным способом (рис. 6 Б). Нам удалось с помо-
щью EELS выявить на ультратонких срезах миокарда 
крысы наличие железа в молекулах ферритина, рас-
полагающихся в просвете кровеносных капилляров. 
Ферритин животным вводили внутривенно, а образцы 
ткани фиксировали только 1% раствором тетраоксида 
осмия с последующей заливкой в эпоксидную смолу 

Рис. 2. EELS, распределение углерода на перфорированной 
углеродной подложке. 

А – спектральное изображение при 268 eV (фоновое 
изображение), Б – при 303 eV (изображение углерода в пике), 
В – спектр углерода, Г – «чистое» изображение распределения 

углерода

Рис. 3. EELS, распределение фосфора в ядре гепатоцита  
на фиксированных 2,5% глутаровым альдегидом  

и 1% тетраоксидом осмия. 
А – спектральное изображение при 121 eV (фоновое 

изображение), Б – при 153 eV (изображение фосфора в пике), 
В – «чистое» изображение распределения фосфора.  

Длина маркера – 2 мкм

Рис. 4. Изображение распределения фосфора (красный цвет) 
в ядре гепатоцита после фиксирования 2,5% глутаровым 

альдегидом и 1% тетраоксидом осмия, наложенное  
на трансмиссионное изображение. Длина маркера – 2 мкм

А Б

Гв

А Б

в
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без предварительной фиксации глутаровым альдеги-
дом и дополнительного контрастирования уранилаце-
татом и цитратом свинца (рис. 7). 

 Мгновенная криофиксация и криоультрамикрото-
мия на сегодняшний день являются наиболее адекват-
ными методами подготовки материала при исследова-
нии легкодиффундирующих химических элементов с 
помощью EELS, однако в наших условиях эти способы 
были недоступны. 

В таблице приведены основные различия двух при-
меняющихся в настоящее время в электронной микро-

скопии аналитических методов – рентгеновского микро-
анализа и спектроскопии потерь энергии электронов. 

В заключение следует сказать, что, несмотря на 
сложность данных методов и трудоемкость подготовки 
образцов, аналитическая электронная микроскопия все 
чаще применяется в медицинской практике. Нагляд-
ным подтверждением этого является использование 
EELS для определения локального накопления меди 
в биоптатах печени пациентов, страдающих болезнью 
Коновалова–Вильсона [9], и железа в случаях наслед-
ственного гемохроматоза у детей [10].

Рис. 5. Распределение железа в эритроците из печени крысы; двойная фиксация – 2,5% глутаровым альдегидом  
и 1% тетраоксидом осмия, заливка в эпон-аралдит.

А – изображение распределения железа (синий цвет) в эритроците, Б – спектр EELS c небольшим пиком Fe в максимуме 710 eV

А

А Б в

Б

Рис. 6. Распределение железа в эритроцитах и растворе ферритина в препаратах, высушенных на воздухе.
А – эритроциты из крови человека, высушенные на сеточках, трансмиссионная электронная микроскопия,  

Б – изображение молекул ферритина из капли раствора, высушенного на сеточке, трансмиссионная электронная микроскопия, 
В – спектр EELS, указывающий на присутствие железа в эритроцитах
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Рис. 7. Ферритин в кровеносном капилляре миокарда крысы; фиксация 1% тетраоксидом осмия.
А – электронно-микроскопическое изображение предполагаемых агломератов молекул ферритина внутри сосуда  

при внутривенном введении, Б – увеличенное изображение зерен ферритина,  
В – ESI, изображение железа в пике при 710 eV (то же, что Б) 
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Таблица 
Сравнение рентгеновского микроанализа (EDS) и спектроскопии энергетических электронных потерь (EELS)

Рентгеновский микроанализ

• Использование толстых, полутонких и ультратонких 
образцов.

• Чувствительность и пространственное разрешение 
взаимосвязаны.

• Получение изображений по элементам возможно,  
но с меньшим разрешением.

• Хорошо разработанный количественный метод.

• Анализ всех химических элементов от бора до урана.

Спектроскопия потерь электронов

• Использование только ультратонких образцов (<100 нм).

• Высокая чувствительность метода (на порядок больше,  
чем у EDS).

• Преимущественное использование для получения 
спектроскопических изображений.

• Отсутствие на сегодняшний день надежных 
количественных подходов.

• Преимущественно анализ легких элементов.
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application of ElEctron EnErgy loss spEctroscopy mEthod  
in Biology and mEdicinE
S.V. Buravkov, T.A. Belousova, V.P. Chernikov

We present a review of literature on application of electron energy loss spectroscopy in transmission electron 
microscopy in comparison with X-ray microanalysis. The main problem of using this method is believed to 
be the choice of adequate sample preparation method for chemical element analysis. Our own data presented 
in the article were obtained with the use of Zeiss LIBRA 120 electron microscope. Our results allowed us 
to assess the capabilities of new analytical method as well as difficulties of preparation. In conclusion, the 
prospects of using electron energy loss spectroscopy in biological and medical investigations are discussed. 
Key words: electron energy loss spectroscopy, elemental mapping, transmission electron microscopy, X-ray 
microanalysis
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морфологичесКие изменения печени 
при эКспериментальной  
острой Кишечной инфеКции  
в условияХ терапии Коллоидным 
наноаКваХелатом серебра
Е.С. Половьян, Р.А. Москаленко, Н.Д. Чемич, А.Н. Романюк, С.Д. Бончев
Сумский государственный университет, Сумы, Украина

Изучены морфологические изменения печени самцов крыс при острой кишечной инфекции, вы-
званной условно патогенными микроорганизмами. Применение наноаквахелата серебра уменьшает 
активность воспалительного процесса и морфологических изменений в печени. Исследование ткани 
печени с помощью сканирующей электронной микроскопии с микроанализом показало отсутствие 
накопления серебра в органе. 

Ключевые слова: печень, морфология, наноаквахелат серебра, сканирующая электронная микроско-
пия, острая кишечная инфекция

В последнее десятилетие на Украине, как и во всем 
мире, ежегодно растет заболеваемость острыми кишеч-
ными инфекциями (ОКИ), которые по количественным 
показателям стабильно занимают второе место в струк-
туре инфекционной патологии. При этом наблюдает-
ся увеличение роли условно патогенной микрофлоры 
(УПМ) семейства Enterobacteriaceae (Proteus mirabilis, 
Proteus vulgaris, Klebsiella pneu moniae, Enterobacter 
cloacae, Citrobacter freundii, Ser ra tia marcescendes 
и др.) [2]. Одной из причин высокой частоты ОКИ 
является значительная пластичность УПМ, обуслов-
ленная генетическим контролем активации факторов 
патогенности, антагонизмом с представителями нор-
мальной микрофлоры, способностью к образованию 
биопленок [1]. Также, вследствие неконтролируемого 
использования населением антибиотиков (АБ), проис-
ходит искусственная селекция УПМ с множественной 
устойчивостью к лекарственным препаратам. Таким 
образом, происходит циркуляция АБ во внешней среде, 
что приводит к антибиотикорезистентности УПМ [5]. 
Исходя из этого, возникает необходимость пересмотра 
традиционного этиотропного лечения ОКИ, вызванных 
УПМ. 

Сегодня значительный теоретический и практи-
ческий интерес вызывают научные разработки на-
нотоксикологии и нанофармакологии по выяснению 
биофизических механизмов действия наночастиц на 
функции органов и систем организма, различных кле-
ток, их мембран, митохондрий, рибосом, ферментов, 
нуклеиновых кислот [7]. Современные нанотехнологии 

позволяют воздействовать на пораженные органы и 
системы без негативного влияния на общее состояние 
здоровья [3, 4]. Например, в качестве альтернативы 
АБ используется коллоидный наноаквахелат серебра, 
стабилизированный лимонной кислотой, с размерами 
частиц 25 нм. Именно такие размеры позволяют дей-
ствующему препарату занимать большую площадь, что 
приводит к увеличению контакта серебра с возбудите-
лями инфекционных заболеваний [11]. 

Для объяснения механизма действия наносеребра 
используется абсорбционная теория, согласно которой 
этот химический элемент поглощается бактериальны-
ми протопластами с дальнейшим связыванием тиамина 
и гуанина ДНК и деструкцией мембраны, что приводит 
к гибели возбудителя [10]. Широкий спектр антисепти-
ческого действия серебра и отсутствие резистентности 
к нему у микроорганизмов способствуют повышению 
интереса исследователей к этому микроэлементу во 
многих странах мира. На современном этапе серебро 
относят к группе микроэлементов с мало изученной 
биологической ролью. Вследствие этого и с учетом из-
менения физико-химических свойств серебра в нано-
мет ровом диапазоне необходимо создать практическую 
и теоретическую базу нанофармакологии и нанотокси-
кологии для предупреждения ятрогенных микроэле-
ментозов, в данном случае аргирозов [8].

Целью настоящего исследования является изуче-
ние влияния препарата коллоидного наноаквахелата 
серебра на морфологию печени на экспериментальной 
модели ОКИ, вызванной УПМ.
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материалы и методы
Эксперимент проводили согласно положению 

Европейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, которые используются для эксперименталь-
ных и других научных целей (Страсбург, Франция, 
1985). ОКИ вызывали у 16 половозрелых самцов 
крыс массой 200–250 г путем перорального введения 
1,0 мл смеси культур УПМ каждые 4 часа на протя-
жении 5 дней (E. coli гемолизирующая 1010 КОЕ/мл, 
K. pneumoniae 1010 КОЕ/мл, St. aureus (гиалурони-
дазная, лецитиназная, коагулазная, гемагглютини-
рующая активность) 1010 КОЕ/мл, Ps. aeruginosae  
1010 КОЕ/мл, Enterobacter cloacae 1010 КОЕ/мл, Str. 
fecalis 1010 КОЕ/мл). Животные были разделены 
на две группы: 1-й, контрольной, группе (8 крыс) 
в качестве базисной терапии перорально вводили 
регидрон (2,5 мл/сут), смекту (0,15 г/сут в 3 приема) 
и панкреатин (12 мг/сут в 3 приема); 2-я, экспери-
ментальная, группа (8 крыс) на фоне базисной те-
рапии перорально получала по 2 мл коллоидного 
наноаквахелата серебра (0,02 мг/сут), стабилизи-
рованного лимонной кислотой, с концентрацией 
10 мг/л каждые (24±2) часа в течение 7 дней. Раствор 
наносеребра необходимой концентрации готовили 
ex tempore. Общая длительность эксперимента со-
ставила 14 дней.

После выведения животных из эксперимента путем 
декапитации в условиях эфирного наркоза у них брали 
фрагмент печени. Осуществляли проводку, заливку 
материала, изготовление гистологических срезов. Ги-
стологические срезы окрашивали гематоксилином и 
эозином по стандартной методике [6]. В печеночной 
ткани измеряли площадь ядер и цитоплазмы гепатоци-
тов, подсчитывали количество клеток Купфера в поле 
зрения и количество гепатоцитов в печеночной бал-
ке [9]. Микрофотографии гистологических препара-
тов получали и обрабатывали с помощью цифровой 
системы вывода изображения SEO Scan ICX 285 AK-F 
IEE-1394 и морфометрической программы SEO Image 
Lab 2.0 (Сумы, Украина).

Для проведения сканирующей электронной ми-
кроскопии (СЭМ) с микроанализом исследуемые об-
разцы печени нарезали на блоки размерами 3 × 3 мм 
и толщиной 1–1,5 мм, которые фиксировали в 3,125% 
растворе глютарового альдегида на фосфатном буфе-
ре. Минимальное время фиксации образцов составля-
ло 4–5 часов. Далее образцы промывали фосфатным 
буфером (pH 7,2) и помещали в 1% раствор тетраок-
сида осмия на том же фосфатном буфере на 2 часа. 
После фиксации осмием образцы трижды промывали 
бидистиллированной водой. Затем проводилась де-
гидратация в спиртах возрастающей концентрации. 
Обезвоженные образцы помещали в вакуумную ка-
меру для просушивания под разрежением в течение 
5 часов. Далее высушенные образцы монтировали 
на предметных столиках и напыляли золотом. Ис-
следование проводилось на сканирующем электрон-

ном микроскопе РЕМ 100-У с микроанализом (ПО 
«Электрон», Сумы).

результаты и обсуждение
В ходе эксперимента у исследуемых животных на  

2-й деньт (2,88±0,18) введения смеси культур УПМ 
наблюдалось угнетение познавательной и двигатель-
ной активности, снижение потребление корма. К 4-му 
дню (4,63±0,13) присоединились жажда, жидкий стул 
зелено-коричневого цвета без примесей слизи, крови; 
наблюдалось снижение массы тела на 9,81±0,3%.

Во время лечения подопытных крыс обеих групп 
нормализация двигательной реакции и активности упо-
требления корма наступала в одинаковые сроки – на 
2-й день (2,13±0,53) от начала лечения. Использование 
разных схем лечения повлияло на длительность диа-
рейного синдрома. Так, у крыс 2-й группы быстрее, 
по сравнению с животными 1-й группы, происходила 
нормализация функции кишечника на 3-и (3,88±0,13) и 
5-е (5,38±0,18) сутки от начала лечения, соответствен-
но, р<0,001. За весь период наблюдения за животными 
летальных случаев не было.

В условиях базисной терапии ОКИ, вызванной 
УПМ, в печени были выявлены морфологические из-
менения. Гистологическая структура печени характе-
ризовалась частичной дискомплексацией печеночных 
балок, отеком паренхимы. Наблюдалось умеренное 
количество двуядерных гепатоцитов, некоторые пече-
ночные клетки находились в состоянии выраженной 
баллонной дистрофии (рис. 1). Портальные тракты 
были расширены за счет отека и воспалительной ин-
фильтрации. В перипортальной зоне определялась не-
значительная лимфоидно-гистиоцитарная инфильт-
рация с формированием одиночных очагов некрозов. 
В поврежденных портальных трактах отмечались 

Рис. 1. Печень после базисной терапии ОКИ, вызванной 
УПМ. Гепатоциты в состоянии баллонной дистрофии. 

Окраска гематоксилином и эозином, × 360
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деструктивные изменения желчных протоков, дис-
трофические изменения эндотелия сосудов. Воспа-
ление иногда распространялось в порто-портальном 
направлении, имелись одиночные внутридольковые 
инфильтраты. Центральные вены были полнокровны, 
их эндотелий с признаками десквамации, базальная 
мембрана утолщена. Большинство синусоидов расши-
рено и содержало цепочки лимфоцитов, наблюдалось 
увеличение количества клеток Купфера. 

В условиях терапии ОКИ раствором наноаквахе-
лата серебра была выявлена нормализация гистоло-
гической структуры печени (рис. 2). Отек паренхимы 
уменьшился, однако сохранялись расширение про-
странств Диссе и незначительная дискомплексация 
печеночных балок. По сравнению с 1-й группой крыс, 
у животных 2-й группы количество двуядерных гепа-
тоцитов уменьшалось, отдельные гепатоциты находи-
лись в состоянии гидропической дистрофии. В части 
портальных трактов выявлялась умеренная воспали-
тельная лимфоидно-гистиоцитарная инфильтрация, 
иногда с распространением в перипортальные зоны, 
одиночные фокусы воспаления встречались внутри 
долек. В пораженных портальных трактах наблюда-
лись явления деструкции и компенсаторной пролифе-
рации желчных протоков, дистрофические изменения 
эндотелия сосудов. Также наблюдались полнокровие 
центральных вен, мелкие кровоизлияния в паренхиме 
печени. Некоторые синусоиды были расширены, со-
держали единичные лимфоциты, нейтрофилы. 

При исследовании морфометрических показателей 
ткани печени получены следующие результаты (табл.): 
средняя площадь ядер гепатоцитов в условиях базисно-
го лечения ОКИ была в 1,4 раза меньше, чем в группе, 
где использовали наноаквахелат серебра, а средняя пло-
щадь цитоплазмы в 1,7 больше. При этом количество 
клеток Купфера на 73,3% было больше, а количество 
гепатоцитов в балке на 76,0% меньше в поле зрения 
по сравнению с показателями, полученными при ис-
следовании печени крыс 2-й группы. 

Исследование химического состава образцов пече-
ни проходило через всю толщину при помощи СЭМ 
с микроанализом. Средняя длина сканирования по 
линии составляла 510±200 мкм. В ходе исследования 
устанавливали уровни содержания в образцах Fe, Cu, 
Zn, Ag.

В печени животных, получавших базисную терапию 
(1-я группа), в ходе микроанализа образцов материалов 
выявлены следующие уровни содержания в массовых 
долях: Fe – 0%, Cu – 5,45%, Zn – 2,83%, Ag – 0%. У жи-
вотных 2-й группы: Fe – 0%, Cu – 4,61%, Zn – 1,95%, 
Ag – 0%.

Вопрос о физиологической роли серебра изучен не-
достаточно. Большинство ученых относят серебро к 
потенциально токсичным и потенциально канцероген-
ным элементам [8]. Известно, что в организме сереб-
ро образует соединения с белками, может блокировать 
тиоловые группы ферментных систем, угнетать тка-
невое дыхание. При длительном контакте с серебром 
в производственных условиях этот элемент может на-
капливаться в печени [8]. Использование серебра в виде 
наночастиц предупреждает развитие осложнений, так 
как показано, что токсичность металлов в атомарном 
состоянии во много раз меньше, чем в ионном, полу-
ченном с применением солей [3]. С другой стороны, 
биоцидные свойства наночастиц меди, серебра выра-
жены только в отношении микроорганизмов [4].

Гистологическое исследование ткани печени крыс 
показало наличие морфологических изменений раз-

Рис. 2. Печень после лечения наноаквахелатом серебра ОКИ, 
вызванной УПМ. Гепатоциты без дистрофических изменений, 

много двуядерных гепатоцитов и клеток Купфера.  
Окраска гематоксилином и эозином, × 360 

Таблица 
Морфометрические показатели печени крыс опытной и контрольной группы

Группа Статистический
показатель

Площадь, мкм2 Количество

ядра цитоплазмы клеток Купфера (в поле зрения) гепатоцитов в балке

1-я Х¯ 116,37+6,65 1151,02+44,41 50,63+1,73 17,38+0,68

2-я Х¯ 168,09+6,21* 679,2 +23,42* 37,13 +1,37* 22,88 +0,64*

* статистически значимые достоверные различия по сравнению с показателями 1-й группы, р˂0,001.
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ной степени выраженности. Изучение морфометри-
ческих показателей печени выявило достоверное раз-
личие всех характеристик – средней площади ядра и 
цитоплазмы, количества клеток Купфера и гепатоци-
тов в печеночной балке. Ядерно-цитоплазматическое 
соотношение в 1-й группе животных составило 0,1, 
во 2-й группе – 0,25. Существенную разницу в по-
казателях ядра и цитоплазмы в исследуемых группах 
можно объяснить наличием выраженной баллонной 
дистрофии гепатоцитов крыс, получавших только ба-
зисную терапию. Средняя площадь ядра у животных 
1-й группы свидетельствует об угнетении синтетиче-
ских процессов в клетках печени. Уменьшение коли-
чества гепатоцитов в печеночных балках в условиях 
базисной терапии, по-видимому, обусловлено их по-
вреждением токсинами условно патогенных бактерий и 
воспалительным процессом, увеличение же количества 
звездчатых макрофагов (клеток Купфера) является по-
казателем напряженности фагоцитоза, что может быть 
связано с утилизацией продуктов распада клеточных 
структур и микробных организмов. Таким образом, 
в 1-й группе преобладали явления неспецифического 
гепатита умеренной активности, а во 2-й группе актив-
ность воспалительного процесса в исследуемом органе 
была незначительной или минимальной. 

Полученные результаты СЕМ с микроанализом со-
става микроэлементов в исследуемых образцах пока-
зывают наличие меди и цинка в постоянных концент-
рациях. Наличие серебра и железа в исследуемых 
образцах печени не было выявлено. При многоточеч-
ном исследовании (n=20) микроэлементов путем СЭМ 
с микроанализом результаты не отличались от тех, ко-
торые были получены при сканировании по линии.

выводы
Активность воспалительного процесса и выражен-

ность морфологических изменений в печени при мо-
делированнии острой кишечной инфекции в группе 
животных, которые получали наноаквахелат серебра, 
снижается, что свидетельствует о позитивном эффек-
те исследуемого препарата по сравнению с базисной 
терапией.

По результатам сканирующей электронной микро-
скопии с микроанализом накопление серебра в ткани 
печени не происходит.
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morphological changEs in thE livEr during ExpErimEntal acutE 
intEstinal infEction undEr thErapy with colloidal nano silvEr watEr
E.S. Polovyan, R.A. Moskalenko, M.D. Chemych, A.M. Romanyuk, S.D. Bonchev

We studied morphological changes in the liver of male rats with acute intestinal infection caused by 
opportunistic microorganisms. The application of nanosilver reduces the activity of inflammatory process 
and the severity of morphological changes in the liver. Scanning electron microscopy with microanalysis 
indicated that silver did not accumulate in the liver.

Key words: liver, morphology, nanosilver, scanning electronic microscopy, acute intestinal infection
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Современные исследователи рассматривают ам-
ниотическую жидкость в качестве потенциального 
источника мультипотентных стромальных клеток 
(МСК) наряду с другими компонентами пуповинно-
плацентарного комплекса – пуповинной кровью, вар-
тоновым студнем пупочного канатика, плацентой и 
амниотической мембраной [2, 3, 5].

К настоящему времени накоплено достаточно много 
противоречивых данных о пролиферативном потенциа-
ле, пластичности и иммунофенотипе клеток амниоти-
ческой жидкости. Анализ литературных источников 
позволяет сделать вывод о высокой степени гетероген-
ности первичной культуры. Разнообразие клеток не 
ограничивается только их морфологией. Опубликованы 
данные о наличии среди клеток амниотической жидкос-
ти популяции, экспрессирующей гематопоэтический 
маркер CD34 [8]. Более того, гематопоэтический потен-
циал в условиях in vitro и in vivo продемонстрировали 
и CD34-негативные клетки [9]. Одновременная экс-
прессия эмбриональных (Oct-4, Nanog, SSEA-4, Rex-1, 
Runx-1) и мезенхимальных маркеров (CD90, CD105, 
CD73), наличие некоторых молекул адгезии (CD29, 
CD44) [2, 4, 14], способность формировать в опреде-
ленных условиях эмбриоидные тельца [12] позволяют 
некоторым исследователям считать клетки амниоти-
ческой жидкости промежуточным звеном между эм-
бриональными плюрипотентными и постнатальными 
мультипотентными клетками [2, 4, 12].

Вопрос о происхождении клеток амниотической 
жидкости остается до сих пор дискуссионным [4]. 
В некоторых работах предпринята попытка классифи-
кации культивируемых пластик-адгезивных клеток на 
три группы [14]. К первой относятся эпителиоидные 
Е-клетки, которые, судя по их характеристикам, могут 
происходить из эпителиев плода и амниона. Источника-
ми F-клеток являются фиброзная соединительная ткань 
и дермальные фибробласты. Наконец, к AF-клеткам 
относят фибробластоподобные клетки амниотической 
жидкости, происходящие из эмбриональных оболочек 
и трофобласта. Существует предположение, что в ам-
ниотической жидкости одновременно присутствуют 
незрелые и терминально дифференцированные клет-
ки всех трех зародышевых листков, а их соотношение 
зависит от срока гестации [8]. При этом необходимо 
отметить, что подавляющее большинство работ в дан-
ной области касается исследований амниотической 
жидкости человека, полученной во II триместре бе-
ременности. Доступность этого биоматериала объяс-
нима распространенностью процедуры амниоцентеза 
для диагностических целей на данном этапе гестации. 
Опубликованы лишь немногочисленные исследования 
клеток амниотической жидкости других плацентарных 
животных – мышей [9], крыс [10, 11], свиней [12], буй-
волов [6].

В настоящее время не существует единого про-
токола ведения первичной культуры клеток амнио-
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В статье представлены результаты исследования морфофункциональных свойств первичной культуры 
клеток, выделенных из амниотической жидкости крыс на поздних сроках гестации. Описаны особен-
ности поведения этих клеток in vitro: объединение в группы, очень малое время адгезии к пластику, 
изменение морфологии и адгезионных свойств клеток в течение первых дней культивирования. Про-
демонстрирована гетерогенность первичной культуры, охарактеризованы три субпопуляции клеток, 
различающихся по морфологии, пролиферативной активности и пластичности. Предложен протокол 
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тической жидкости. Обычно на первом этапе клетки 
амниотической жидкости осаждают центрифугирова-
нием и переносят в культуральную среду. Далее куль-
тивируют клетки без какой-либо селекции [5, 11, 13] 
либо отбирают только клетки, не прикрепившиеся к 
подложке в течение первых пяти суток [13, 14]. Ис-
пользуют также иммуноселекцию (отбирают CD117+ 
популяцию) [9, 10] или получают клоны единичных 
«стартовых» клеток, разделенных методом предель-
ных разведений [1].

Противоречивые данные, касающиеся морфоло-
гии, пролиферативного потенциала, степени зрелости 
и пластичности клеток амниотической жидкости, во 
многом могут быть объяснены ее забором на разных 
сроках гестации, видовыми особенностями исходного 
материала, отсутствием стандартизованных протоко-
лов выделения и культивирования. В настоящей ра-
боте представлено исследование морфофункциональ-
ных свойств первичной культуры клеток, выделенных 
из амниотической жидкости крыс на поздних сроках 
гестации. Нами продемонстрирована гетерогенность 
первичной культуры и предложен протокол выделения 
мультипотентных стромальных клеток из амниотиче-
ской жидкости крыс.

материалы и методы
Получение первичной культуры клеток 
амниотической жидкости крыс 

Образцы амниотической жидкости (n=12) были по-
лучены от беременных крыс Вистар (n=4) на поздних 
сроках гестации (19–20-е сутки) путем оперативного 
вмешательства (кесарево сечение). Амниотическую 
оболочку плодов прокалывали с помощью шприца 
(диаметр иглы 0,6 мм), отбирали около 50 мкл око-
лоплодных вод и помещали в культуральную посуду 
(NUNC), не концентрируя предварительно клетки с 
помощью центрифугирования. В качестве ростовой 
среды использовали DMEM/F12 («ПанЭко»), содер-
жащую 10% эмбриональной телячьей сыворотки (PAA 
Lab.), 2 мМ L-глутамина («ПанЭко»), 1% пенициллина-
стрептомицина («ПанЭко»). Культуральную посуду по-
мещали в CO2-инкубатор при стандартных условиях 
(5% CO2, 37°C). По мере необходимости добавляли 
свежую среду. По достижении субконфлюентного мо-
нослоя клетки снимали стандартным способом раство-
ром трипсин-ЭДТА («ПанЭко») и рассаживали в новую 
культуральную посуду.

Исследование распределения колониеобразующих 
единиц в первичной культуре клеток амниотической 
жидкости крыс

Количество клеток в образце амниотической 
жидкос ти подсчитывали с помощью камеры Горяева 
(«МиниМед»). Клетки рассаживали в 24-луночные 
планшеты (NUNC) из расчета 1 тысяча клеток на лун-
ку. Через 7 дней образовавшиеся колонии фиксировали 
4% нейтральным формалином и окрашивали гематок-

силином и эозином. При подсчете учитывали четко от-
граниченные колонии, состоящие из 50 и более схожих 
по морфологическим признакам клеток.

Отбор субпопуляций клеток первичной культуры 
амниотической жидкости крыс для исследования

С помощью фазово-контрастной микроскопии 
в культуре клеток из амниотической жидкости крыс ви-
зуализировали субпопуляции, различающиеся по мор-
фологическим признакам. Место расположения клеток 
маркировали с внешней стороны культуральной посу-
ды. Клетки открепляли от подложки в парах трипсина 
(«ПанЭко»), аккуратно отбирали из отмеченной области 
наконечником автоматического дозатора (Eppendorf) и 
переносили в новую культуральную  посуду.

Индукция адипогенной, остеогенной  
и хондрогенной дифференцировки субпопуляций 
клеток амниотической жидкости крыс

Для оценки пластичности выделенных субпопуля-
ций клеток амниотической жидкости крыс использова-
ли клетки второго пассажа. По достижении клетками 
конфлюентного монослоя ростовую среду заменяли на 
дифференцировочную. В работе использовали гото-
вые наборы StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit, 
StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit, StemPro® 
Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя. Для выявления 
адипогенеза клетки фиксировали спирт-формалином 
(1:4) не более 3 минут и окрашивали раствором Суда-
на III в течение 10 минут. Для выявления очагов ми-
нерализации индуцированные в остеогенном направ-
лении клетки фиксировали 70° спиртом и окрашивали 
40 мМ ализариновым красным (рН=4,7) в течение 5 
минут. Для визуализации хондрогенной дифференци-
ровки клетки фиксировали 4% формалином (не менее 
1 часа) и окрашивали скопления мукополисахаридов 
1% раствором альцианового синего (рН=2,5) в течение 
24 часов.

результаты и обсуждение
Получение первичной культуры клеток 
амниотической жидкости крыс

Образцы амниотической жидкости крыс напрямую 
переносили в культуральную посуду с ростовой средой, 
минуя (в отличие от большинства исследователей) этап 
концентрирования клеток с помощью центрифугиро-
вания и дальнейшего ресуспендирования. Оказалось, 
что клетки в амниотической жидкости распределены 
в виде небольших скоплений по 4–20 ошаренных кле-
ток в каждом (рис. 1 А), а не в виде одиночных клеток, 
как показано в других работах [1, 5, 6, 14].

Все 12 образцов продемонстрировали схожую ди-
намику прикрепления клеток к подложке. Уже через 
несколько минут скопления клеток начали прикреп-
ляться к пластику. Через 1 час флотирующих клеток 
практически не осталось, а прикрепленные клетки 
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были хорошо распластаны. Полученные данные мало 
коррелируют с результатами большинства исследова-
телей, работавших с амниотической жидкостью дру-
гих видов животных. Так, для амниотической жидко-
сти человека (18–28 недель гестации) время адгезии 
составляет 2,7±1,6 суток [1, 5], буйвола (50–70 дней 
гестации) – не менее 48–72 часов [6], свиньи (ранние 
сроки гестации) – также около 3 дней [12].

Скопления состояли из плотно прилегающих 
друг к другу округлых или цилиндрических клеток 
с центральным расположением ядра и значитель-
ным количеством вакуолей в цитоплазме (рис. 1 Б). 
На следующие сутки в отдельных скоплениях у ча-
сти клеток появлялись 1 или 2 цитоплазматических 
выроста, клетки при этом принимали булавовидную 
или веретеновидную форму и теряли межклеточные 
контакты (рис. 1 В). Еще через сутки доля верете-
новидных клеток увеличивалась, распределение их 
становилось менее упорядоченным, а количество ва-
куолей в цитоплазме заметно снижалось. При этом 

часть не изменивших форму клеток начинала от-
крепляться от подложки (рис. 1 Г). На 5–6-е сутки 
происходило массовое открепление округлых кле-
ток, которые удаляли при замене среды на свежую. 
Описание подобных морфологических изменений 
клеток амниотической жидкости в течение первой 
недели культивирования в современной литературе 
практически отсутствует. Данная реорганизация цито-
скелета может указывать на осуществление клетками 
эпителиально-мезенхимального перехода [7], однако 
данный вопрос, несомненно, требует более глубокого 
изучения.

Через 2 недели культуры представляли собой гете-
рогенную популяцию, клетки которой различались по 
форме, размеру, упорядоченности распределения, на-
личию включений в цитоплазме и т.п. У части клеток 
наблюдались длинные цитоплазматические отростки 
(рис. 2 А), которые исчезали при достижении клетками 
конфлюентного монослоя (рис. 2 Б).

Рис. 1. Изменение морфологии клеток первичной культуры, выделенной из амниотической жидкости крыс.  
А – 0 минут в культуре. Б – 1 час в культуре. В – 24 часа в культуре. Г – 48 часов в культуре. ФК, × 200

А Б

в Г
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Исследование распределения колониеобразующих 
единиц в первичной культуре клеток амниотической 
жидкости крыс

В амниотической жидкости крыс поздних сроков 
гестации содержалось около 1 тысячи клеток в 1 мкл. 
Разброс данных был незначительным. По данным ли-
тературы, концентрация клеток в амниотической жид-
кости крыс (16–18 дней гестации) может варьировать 
от 103 до 106 клеток в 1 мл [11].

При подсчете колоний было выявлено, что коло-
ниеобразующие единицы в первичной культуре клеток 
амниотической жидкости распределены неравномерно. 
В половине из 20 лунок колоний клеток не было об-
наружено. Следует подчеркнуть, что подсчет клеток 
проводили на 7-е сутки, то есть уже после открепления 
от подложки эпителиоидных клеток. Еще в 8 лунках 
содержалось от 3 до 8 колоний. В оставшихся 2 лун-
ках из 1 тысячи клеток образовалось 28 и 32 колонии, 
соответственно. Таким образом, из 20 тысяч клеток 
было получено около 100 колоний, то есть только 0,5% 
клеток относились к пластик-адгезивной активно де-
лящейся популяции, тогда как большая часть клеток 
элиминировалась из культуры в течение первой недели 
культивирования. Отсутствие этапа осаждения–ресу-
спендирования клеток в протоколе культивирования 
и неравномерное распределение колониеобразующих 
единиц в первичной культуре позволяют предположить, 
что клетки, потенциально относящиеся к МСК, в ам-
ниотической жидкости также объединены в группы.

Характеристика субпопуляций клеток первичной 
культуры амниотической жидкости крыс

Из одного образца первичной культуры клеток 
амниотической жидкости крысы нами было отобра-
но несколько колоний для дальнейшего раздельного 
культивирования. На первом пассаже были выявлены 

3 субпопуляции клеток, отличающихся по морфоло-
гическим признакам и динамике роста. Клетки пер-
вой были крупные, неправильной формы, с многочис-
ленными длинными отростками (рис. 3 А). Во второй 
субпопуляции, напротив, клетки были мелкие, полиго-
нальные, с короткими отростками (рис. 3 Б). В третьей 
клетки также были небольшого размера, имели верете-
новидную форму и формировали в культуре волны, ха-
рактерные для фибробластоподобных клеток (рис. 3 ).

Для исследования мультипотентности выделенных 
субпопуляций мы культивировали клетки до достиже-
ния ими конфлюентного монослоя, однако культура 
клеток субпопуляции 1 так и не достигла полного 
монослоя на втором пассаже. В культуре наблюдали 
признаки преждевременного старения – аномальное 
развитие цитоскелета, отшнуровку участков цитоплаз-
мы, вакуолизацию цитоплазмы, появление микроядер, 
лопастных ядер и многоядерных клеток. Через неко-
торое время данная субпопуляция была полностью 
элиминирована из культуры.

Клетки субпопуляций 2 и 3 продемонстрировали 
схожую динамику роста и достигли конфлюентного мо-
нослоя, но результаты направленной дифференциров-
ки для этих культур были различны. В субпопуляции 
мелких полигональных клеток ответ на адипогенную 
индукцию был выявлен уже через 7 дней. На 21-й день 
наблюдали лишь слабо выраженные признаки хондро-
генеза и полное отсутствие остеогенеза (рис. 4 А–Б). 
Субпопуляция 3 оказалась способна к дифференци-
ровке во всех трех направлениях. Признаки адипо-
генной дифференцировки были выявлены на 10-е 
сутки индукции, а остеогенной и хондрогенной – на 
21-е сутки. Таким образом, только субпопуляция фи-
бробластоподобных клеток амниотической жидкости 
обладала признаками мультипотентных стромальных 
клеток (рис. 5 А–В).

Рис. 2. Первичная культура клеток из амниотической жидкости крыс через 2 недели культивирования.  
А – Длинные цитоплазматические отростки клеток при культивировании в малой плотности.  

Б – Постепенное исчезновение длинных цитоплазматических отростков после достижения клетками  
конфлюентного монослоя. ФК, × 100

А Б
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Рис. 3. Субпопуляции, выделенные из культуры клеток 
амниотической жидкости на первом пассаже.  

А – субпопуляция 1, крупные отростчатые клетки.  
Б – субпопуляция 2, мелкие полигональные клетки.  

В – субпопуляция 3, некрупные веретеновидные клетки. 
ФК, × 50

Рис. 4. Направленная дифференцировка субпопуляции мелких полигональных клеток.  
А – адипогенез, 7-е сутки индукции, окрашивание Суданом III. 

Б – хондрогенез, 21-е сутки индукции, окрашивание альциановым синим (рН=2,5).  
ФК, × 200

А

А Б

Б

в
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заключение
Разработанный нами протокол выделения первич-

ной культуры клеток из амниотической жидкости крыс 
на поздних сроках гестации позволяет выявить высо-
кую гетерогенность и особенности поведения этих 
клеток in vitro: объединение в группы, очень малое 
время адгезии к пластику, изменение морфологии кле-
ток в отдельных скоплениях в течение первых дней 
культивирования, массовое открепление от подложки 
клеток, не изменивших форму. Только очень небольшая 
доля клеток (около 0,5%) представляет собой пластик-
адгезивную пролиферирующую популяцию, которая, 
в свою очередь, также высокогетерогенна. Для отбора 
субпопуляции мультипотентных стромальных клеток 
мы предлагаем исключить из протокола выделения 
первичной культуры этап центрифугирования клеток 
амниотической жидкости и проводить отбор колоний 
клеток фибробластоподобной формы уже на первом 
пассаже.
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charactEristics of culturEd primary cElls from rat amniotic fluid  
in latE prEgnancy
I.V. Arutyunyan, A.V. Makarov, T.Kh. Fathudinov, A.V. Elchaninov, D.V. Goldstein, G.B. Bolshakova

We studied morphology and functional properties of cultured primary cells isolated from rat amniotic fluid 
in the later stages of gestation. During the first days of cultivation, the cells were featured by clustering, a 
very short time of adhesion to plastic, and changes in cell morphology and adhesion properties. Cellular 
heterogeneity in primary culture was demonstrated. Three cell subpopulations differing in morphology, 
proliferation activity and plasticity were characterized. We developed the protocol for isolation of multipotent 
stromal cells from rat amniotic fluid.
Key words: multipotent stromal cells, amniotic fluid, primary culture, rat
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Крысы Спрейг–Доули и Вистар – линии белых ла-
бораторных крыс – являются потомками альбиносов 
черной Ratus rattus и серой пасюк – Ratus norvegicus. 
Альбиносов норвежской крысы стали разводить в Анг-
лии начиная с XVII века в качестве экзотических экс-
понатов в зоопарках. Считают, что крысы Вистар, 
Спрейг–Доули, Левис происходят только от норвеж-
ской серой крысы. Для выведения крыс других линий 
использовались черные и египетские крысы [6, 19]. 

Крысы Вистар характеризуются низкой частотой 
спонтанных опухолей, при этом 50% из них составляют 
феохромоцитомы [13]. Даже у молодых крыс Спрейг–
Доули развиваются нейропатия и гломерулонефрит. 
В возрасте 2 лет, по данным [13], у 66% самцов и 39% 
самок выявляется гломерулонефрит и практически 
у 100% самок – опухоли молочных желез. Различия 
в частоте опухолевых и аутоиммунных хронических 
воспалительных процессов, очевидно, обусловлены ге-
нотипическими особенностями крыс указанных пород.

Данные литературы, касающиеся морфофункцио-
нальных различий легких у крыс Вистар и Спрейг–
Доули при воспалительных процессах, фрагментарны 
и противоречивы.

Haworth R. et al. [15] у крыс Вистар и Спрейг–Доули 
не выявили различий в частоте числа нейроэндокрин-
ных клеток в легких, индентифицированных с помо-
щью антител к кальцитонин-генсвязанному пептиду 
и протеин-G продукту 9,5 (protein G product 9,5 – PGP 
9,5), однако О.В. Макаровой и соавт. [8] показано, что 
у крыс Спрейг–Доули по сравнению с Вистар выше 
численность популяции серотонинсекретирующих 

ЕС-клеток в тонкой кишке и содержание серотонина 
в периферической крови.

Однократное воздействие озона (0,5 ppm) в течение 
8 часов вызывает у крыс Вистар по сравнению c крыса-
ми Спрейг–Доули более выраженную нейтрофильную 
воспалительную инфильтрацию легких, и концентра-
ция интерлейкина-6 в жидкости бронхоальвеолярно-
го смыва у них выше [14]. В то же время S. Honnons, 
J.M Porcher. [16] на экспериментальной модели сили-
коза показали, что патологические изменения в легких, 
такие как метаплазия эпителия, фиброз и эмфизема, 
у крыс Спрейг–Доули по сравнению с крысами Вистар 
более выражены.

Таким образом, в связи с тем, что крысы Вистар и 
Спрейг–Доули достаточно широко используются для 
моделирования воспалительных процессов в легких, 
необходимо сравнительное изучение их структурно-
функциональных особенностей в норме.

материалы и методы
Работа выполнена на 29 половозрелых самцах крыс 

Вистар (питомник «Столбовая») и 32 Спрейг–Доули 
(питомник «Пущино») массой 200–240 г и 180–220 г, 
соответственно. При работе с экспериментальными 
животными руководствовались приказом Минздрава 
СССР № 755 от 12.08.1977. Животных выводили из 
эксперимента передозировкой диэтилового эфира. 
Легкие крыс фиксировали в жидкости Карнуа, пара-
финовые срезы окрашивали гематоксилином и эози-
ном, толуидиновым синим (рН 2,0) на тучные клетки 
соединительной ткани [18]. Фрагменты легких крыс 
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сравнительная  
струКтурно-фунКциональная 
ХараКтеристиКа легКиХ  
Крыс вистар и спрейг–доули
О.В. Макарова, Л.П. Михайлова, Е.И. Сидорова, А.С. Сладкопевцев, Е.В. Никонова
ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва

Проведено сравнительное исследование структурно-функциональных особенностей легких у по-
ловозрелых самцов крыс Вистар и Спрейг–Доули. Показано, что легкие крыс Вистар, в отличие 
от легких крыс Спрейг–Доули, характеризуются более высокими показателями сухого остатка и 
объемной доли соединительной ткани, числа тучных клеток и нейтрофилов. Легкие крыс Спрейг–
Доули отличают большая объемная доля лимфоидных фолликулов в стенке бронхов и содержание 
лимфоцитов в жидкости бронхоальвеолярного смыва, сниженная активность кислородозависимых 
и кислородонезависимых систем фагоцитов. 
Ключевые слова: легкие, крысы-самцы Вистар и Спрейг–Доули, структура
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до высушивания в сухожаровом шкафу и после него 
взвешивали и вычисляли сухой остаток в процентах. 
Бронхоальвеолярный смыв получали под эфирным нар-
козом. В жидкости бронхоальвеолярного смыва подсчи-
тывали в камере Горяева абсолютное количество клеток 
в 1 мл (цитоз). Жизнеспособность клеток оценивали 
в тесте с трипановым синим, ее показатели составили 
92–97%. В мазках из жидкости бронхоальвеолярного 
смыва, окрашенных по Романовскому–Гимзе, прово-
дили дифференцированный подсчет клеточных элемен-
тов на 300 клеток, и полученные данные представляли 
в виде эндопульмональной цитограммы [11]. Содер-
жание лизосомально-катионных белков в нейтрофи-
лах оценивали по цитохимическому индексу в мазках, 
окрашенных прочным зеленым по В.Е. Пигаревскому 
и Ю.А. Мазингу [9]. Для исследования функциональ-
ной активности нейтрофилов и макрофагов жидкости 
бронхоальвеолярного смыва проводили реакцию с ни-
тросиним тетразолием (НСТ-тест) по Ю.М. Бажора и 
соавт. [2]. Фагоцитарную способность нейтрофилов 
и макрофагов определяли с использованием Strepto-
coccus epidermidis по [3]. На гистологических срезах 
легких методом точечного счета [1] оценивали объем-
ную долю соединительной ткани. Число нейтрофилов 
в межальвеолярных перегородках и тучных клеток 
соединительной ткани подсчитывали на площади ги-
стологического среза легких 0,2 мм2. Объемную плот-
ность лимфоидных фолликулов определяли методом 
точечного счета под лупой (х 7) в стенке продольно 
рассеченных главных и долевых бронхов после экспо-
зиции легких в течение 18–24 часов в 2% растворе ук-
сусной кислоты по J. Beinenstock [12]. Статистическую 
обработку полученных данных проводили с помощью 
программы Statistika 6.1. При помощи метода Колмого-
рова–Смирнова было установлено, что вариационные 
ряды данных подчиняются закону нормального распре-
деления, это позволило применить параметрический 
анализ и сравнить показатели при помощи t-критерия 
Стьюдента [7].

результаты и обсуждение
По сравнению с крысами Спрейг–Доули показатели 

сухого остатка ткани легких у крыс Вистар были ниже 

и составили, соответственно, 24,0±1,4 и 28,0±1,5% 
(р<0,05). При световой микроскопии какие-либо па-
тологические изменения в легких у крыс обеих пород 
не выявлены. При морфометрическом исследовании у 
крыс Вистар в легких был более высоким показатель 
объемной доли соединительной ткани, и в ней большее 
содержание тучных клеток с высоким индексом де-
грануляции. Кроме того, у крыс Вистар по сравнению 
со Спрейг–Доули были выше показатели числа ней-
трофилов в межальвеолярных перегородках. Однако 
количество лимфоидных фолликулов в стенке бронхов 
у крыс Спрейг–Доули было в 2 раза больше, чем у крыс 
Вистар (табл. 1).

Данные по клеточному составу жидкости бронхо-
альвеолярного смыва крыс Вистар и Спрейг–Доули 
представлены в таблице 2. По сравнению с крысами 
Вистар показатели цитоза, содержания лимфоцитов, 
нейтрофилов и эпителиальных клеток у крыс Спрейг–
Доули были более высокими. Исследование функцио-
нальной активности фагоцитов (табл. 3) показало, 
что у крыс Спрейг–Доули была снижена активность 
кислородозависимой бактерицидной системы макро-
фагов и нейтрофилов. Процентное содержание НСТ-
положительных клеток было статистически значимо 
выше у крыс Вистар. Показатели кислородонезави-
симой бактерицидной системы нейтрофилов, оцени-
ваемой по содержанию лизосомально-катионных бел-
ков, оказались более низкими у крыс Спрейг–Доули. 
Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов 
и макрофагов у крыс обеих пород достоверно не раз-
личались, однако показатель фагоцитарного индекса 
нейтрофилов был статистически значимо ниже у крыс 
Спрейг–Доули. 

Сравнительное морфофункциональное исследова-
ние легких крыс Вистар и Спрейг–Доули позволило 
выявить ряд особенностей. С учетом классификации 
В.Н. Жеденова [5], по внутренней архитектонике лег-
кие крыс Вистар можно отнести к «тяжелому» интер-
стициальному, а Спрейг–Доули – «легкому» альвео-
лярному типу. К «тяжелому» интерстициальному типу 
относят легкие с меньшим развитием альвеолярной 
части и дыхательной поверхности, но с более выражен-
ным развитием соединительной ткани. Этот тип легких 

Таблица 1
Морфометрические показатели легких крыс вистар и Спрейг–доули (M±m)

Порода крыс

Параметры

Объемная плотность 
соединительной 

ткани (%)

Тучные клетки соединительной 
ткани Число нейтрофилов 

в межальвеолярных 
перегородках

Число лимфоидных 
фолликулов 

в стенке бронховчисло в поле 
зрения

индекс 
дегрануляции

Вистар (n=12) 6,6±1,0 3,2±0,4 2,5±0,2 3,1±0,6 20,6±0,9
Спрейг–Доули (n=9) 3,8±0,3 1,7±0,2 1,8±0,2 1,9±0,2 42,4±3,1
Доверительная 
вероятность (р)

<0,01 <0,01 <0,01 <0,05 <0,001
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соответствует конституциональному типу с понижен-
ным обменом веществ. К альвеолярному типу автор 
относит легкие с более выраженным респираторным 
отделом, что обеспечивает большую дыхательную по-
верхность и их большую жизненную емкость. Легкие 
этого типа весьма эластичны и соответствуют консти-
туциональному типу с повышенным обменом веществ. 
По нашим данным, у крыс Вистар по сравнению со 
Спрейг–Доули легкие характеризуются большим про-
центом сухого остатка, большей объемной плотностью 
соединительной ткани и большим количеством в ней 
тучных клеток. Таким образом, у крыс Вистар фибро-
эластический каркас легких более выражен, что пред-
полагает большую устойчивость ткани легких при раз-
витии острой компенсаторной, а также хронической 
эмфиземы [4, 10]. 

По данным цитологического исследования бронхо-
альвеолярного смыва легкие крыс Спрейг–Доули по 
сравнениию с Вистар характеризуются более высокими 
показателями цитоза, а также содержания нейтрофилов 
и лимфоцитов и объемной доли лимфоидных фолли-
кулов в стенке бронхов. Более высокое содержание 
нейтрофилов и макрофагов в жидкости бронхоаль-
веолярного смыва у крыс Спрейг–Доули сочеталось 
с их сниженной функциональной активностью по 

данным HCT-теста, а также уменьшением содержа-
ния лизосомально-катионных белков в нейтрофилах. 
Увеличение абсолютного количества и снижения функ-
циональной активности фагоцитов у крыс Спрейг–Доу-
ли по сравнению с Вистар может быть обусловлено 
особенностями ферментативных и связанных с ними 
бактерицидных систем фагоцитирующих клеток [17]. 

выводы
Таким образом, легкие крыс Вистар по сравнению 

со Спрейг–Доули отличает более высокое содержание 
сухого остатка, что связано с большей выраженностью 
соединительнотканного каркаса. Большее число туч-
ных клеток в соединительной ткани и нейтрофилов у 
крыс Вистар обусловлено большим количеством в лег-
ких соединительной ткани. Легкие крыс Спрейг–Доу-
ли отличают большее число лимфоидных фолликулов 
в стенке бронхов и более высокие показатели содер-
жания лимфоцитов в бронхоальвеолярном простран-
стве. Бронхоальвеолярный смыв крыс Спрейг–Доули 
характеризуется более высокими показателями цитоза 
и процентного содержания нейтрофилов. Следует от-
метить, что выявленная у крыс Спрейг–Доули гипер-
плазия бронхоассоциированной лимфоидной ткани, 
относительно повышенное содержание в бронхоаль-

Таблица 2
Клеточный состав жидкости бронхоальвеолярного смыва крыс вистар и Спрейг–доули* (M±m)

Порода крыс
Цитоз 

(абс. кол-во клеток 
в 1 мл × 106)

эндопульмональная цитограмма (%)

макрофаги лимфоциты нейтрофилы эпителий

Вистар (n=12) 0,63±0,1 86,9±3,4 4,7±2,4 2,0±0,4 0,6±0,1
Спрейг–Доули (n=19) 1,7±0,2 62,5±9,5 22,0±6,3 9,0±1,9 1,7±0,1
Доверительная 
вероятность (р)

<0,001 <0,01 <0,05 <0,001 <0,001

* Исследование проводилось в 2 сериях экспериментов в осенне-зимний период.

Таблица 3
Функциональная характеристика фагоцитов жидкости бронхоальвеолярного смыва  

крыс вистар и Спрейг–доули (M±m)

Порода крыс

Показатели

Содержание НСТ-
положительных (%)

Содержание 
лизосомально-

катионных 
белков 

в нейтрофилах

Процент фагоцитирующих Фагоцитарный индекс

нейтрофилов макрофагов нейтрофилов макрофагов нейтрофилов макрофагов

Вистар (n=12) 41,8±5,8 51,4±5,5 1,2±0,2 57,0±6,6 61,4±6,4 1,6±0,2 3,3±0,6

Спрейг–Доули 
(n=19)

11,6±4,7 35,5±3,7 0,7±0,1 66,8±8,0 61,4±13,1 1,1±0,25 4,5±0,6

Доверительная 
вероятность (р)

<0,001 <0,05 <0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

* Исследование проводилось в 2 сериях экспериментов в осенне-зимний период.
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веолярном смыве лимфоцитов и нейтрофилов наряду 
со сниженной активностью кислородозависимой и 
кислородонезависимой систем фагоцитов не сопро-
вождались какими-либо морфологическими проявле-
ниями воспаления в легких, поэтому выявленные нами 
структурно-функциональные различия легких следует 
расценивать как конституциональные.
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comparativE structural and functional charactEristics  
of thE lungs of wistar and spraguE-dawlEy rats
O.V. Makarova, L.P. Mikhailova, E.I. Sidorova, A.S. Sladkopevtsev, E.V.Nikonova

We performed the comparative structural and functional study of the lungs in mature male Wistar and 
Sprague-Dawley rats. The lungs of Wistar rats show higher rates of dry matter and larger volume fraction 
of connective tissue as well as the number of mast cells and neutrophils. The lungs of Sprague-Dawley rats 
were characterized by larger volume fraction of lymphoid follicles in the bronchial wall and amount of 
lymphocytes in bronchoalveolar lavage fluid as well as reduced activity of oxygen-dependent and oxygen-
independent systems of phagocytes. 
Key words: lungs, male rats Wistar and Sprague-Dawley, structural and functional characteristics, morphology
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В настоящее время при изучении костной ткани 
акцент делается главным образом на структурном ана-
лизе компонентов регенерата с привлечением таких 
методов как рентгенографическое исследование и об-
зорные гистологические окрашивания. Такие подходы 
позволяют оценить качественный состав исследуемой 
ткани, но не дают возможности провести высокочув-
ствительный анализ отдельных компонентов клеточ-
ного вещества. Одним из подходов к решению этой 
проблемы может стать использование спекроскопии 
комбинационного рассеяния (КР). В основе метода 
лежит регистрация комбинационного рассеяния све-
та – эффект Рамана – неупругое рассеяние оптического 
излучения на молекулах вещества (твердого, жидкого 
или газообразного), сопровождающееся изменением 
частоты излучения. Спектры КР специфичны для каж-
дого молекулярного соединения, что может быть ис-
пользовано для регистрации и идентификации молекул 
в различных смесях. 

Спектроскопия КР имеет ряд преимуществ по срав-
нению с другими аналитическими методами: в отличие 
от инфракрасной спектроскопии регистрация ведется 
в оптическом диапазоне, что обеспечивает высокую 
чувствительность и удобство в работе, КР спектроско-
пия является методом бесконтактного, неразрушающе-
го контроля, пригодна для работы с веществами в лю-
бой фазе, не требует специальной подготовки образцов, 
анализ достаточно быстрый (от секунд до минут). Со-
временные КР спектрометры обеспечивают возмож-
ность построения карт распределения молекулярных 
составляющих по поверхности исследуемых образцов. 

В этом случае спектрометр совмещают с оптическим 
микроскопом.

Спектроскопия КР имеет разнообразное примене-
ние в биологии и медицине. Она успешно использует-
ся в гистологии для цитодиагностики операционного 
материала [1]. Свое место КР спектроскопия нашла 
также в морфологических исследования в остеологии 
и регенеративной медицине. Так, с ее помощью иссле-
довалась дифференцировка остеобластов [2], изучалось 
распределение белков и липидов на разных стадиях 
деления ооцита [3]. Результаты работы [4] показали, что 
КР спектроскопия может применяться для мониторинга 
биохимии кости при исследовании такого заболевания 
как остеопороз. При этом были проведены испытания 
препаратов, разработанных для борьбы с указанным 
заболеванием.

Целями данной работы являлись изучение процесса 
минерализации костной ткани методом спектроскопии 
КР и оценка потенциала применения современной КР 
спектроскопии для определения характеристик форми-
рования и созревания костной ткани.

материалы и методы
Для изучения структуры и минерализации вновь 

образованной костной ткани использовали образцы 
костной ткани, полученные во время исследований 
по изучению регенеративного материала теменных 
костей черепа у крыс (n=10). Под комбинированным 
наркозом (Золетил/Рометар) выполняли трепанацию 
теменных костей черепа с помощью трепана диамет-
ром 5 мм с сохранением твердой мозговой оболочки. 

© Коллектив авторов, 2012
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использование спеКтросКопии 
Комбинационного рассеяния 
для изучения минерализации  
КостныХ регенератов
С.А. Минаева1, А.В. Васильев2, Т.Б. Бухарова3, Е.Н. Антонов1, 
 Г.Б. Большакова2, Д.В. Гольдштейн3, В.К. Попов1, А.В. Волков2 
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Оценка состояния костной ткани при биопсийном обследовании материала пациентов с дегенера-
тивными или травматическими заболеваниями является весьма актуальной задачей современной 
медицины, поскольку позволяет охарактеризовать регенераторные процессы в месте костного дефекта 
и выбрать наиболее эффективные стратегии лечения.
Ключевые слова: спектроскопия комбинационного рассеивания, костная ткань, гидроксиапатит, ре-
генерация
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Образцы тканей извлекали через 30 дней после нане-
сения повреждения и фиксировали в 4% нейтральном 
формалине (BioOptica, Италия) в течение 24–72 часов. 
Затем образцы промывали, обезвоживали и заливали 
в метилметакрилат по стандартной методике. Из полу-
ченных блоков изготавливали сначала первичные сре-
зы толщиной 200 мкм (Lowspeed sow Jet, Швейцария), 
а затем из них получали вторичные срезы толщиной  
40–50 мкм путем шлифования. Контроль толщины сре-
за осуществляли стандартным механическим микро-
метром барабанного типа. 

Регистрацию спектров комбинационного рассеяния 
проводили на спектрометре Nicolet Almega XR (Thermo 
Scientific, США) с использованием в качестве возбуж-
дения линии 785 нм полупроводникового лазера. При 
микроскопическом наблюдении использовали объектив 
MPlan N 10х/0.25 BD, для которого область облучения 
составляет 3 мкм. Исследуемый частотный диапазон 
составил 200–2000 см-1, спектральное разрешение – 
4,5 см-1.

Для исследования и характеристики состава сре-
за было использовано картирование. По поверхности 
среза по точкам с заданным шагом снимали двумерный 
массив спектров. Анализ костной ткани проводили по 
спектру их основной минеральной составляющей – 
гидроксиапатита. Для выбора аналитической полосы 
предварительно регистрировали спектры гидрокси-
апатита и полиметилметакрилата, поскольку послед-
ний использовали в качестве заливочной среды для 
получения микросрезов ткани. 

результаты и обсуждение
Спектры КР исследуемого образца, полиметилме-

такрилата и гидроксиапатита приведены на рисунке 1. 
Сильная полоса гидроксиапатита, связанная с симмет-
ричными колебаниями фосфатной группы, с центром 
около 960 см-1, присутствующая в спектре образца, обу-
словлена наличием гидроксиапатита в костной ткани. 
Эта полоса слабо маскируется линиями полиметилме-
такрилата. Она была выбрана в качестве аналитической 
и использовалась для построения карты распределения 
гидроксиапатита.

На рисунке 2 представлены микрофотография среза 
образца, карта распределения гидроксиапатита и гиб-
ридная карта совмещения карты распределения с фото-

Рис. 1. Полученные спектры КР.  
Верхний график – спектр образца, средний – спектр 

полиметилметакрилата, нижний – спектр гидроксиапатита. 
Полоса, соответствующая пику гидроксиапатита на спектре 

образца, выделена синим цветом

Рис. 2. Микрофотография 
среза образца с выделенной 

областью, по которой строилась 
карта распределения (А), 

карта распределения 
гидроксиапатита (Б) 

и гибридная карта (В)

А Б в
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графией. Исследуемая область, 
по которой строили карту рас-
пределения, отмечена на рисун-
ке 2 А. Ее размер составлял 650 
на 1600 мкм2. Регистрацию спек-
тров проводили с шагом 50 мкм. 
Диаметр зондирующего пучка 
излучения составлял 1 мкм.

Карта показывает интенсив-
ность выбранной полосы гид ро-
ксиапатита, которая прямо про-
порциональна его количеству 
в области регистрации спектра 
и, соответственно, пропорцио-
нальна плотности костной ткани. 
Синим цветом окрашена область, 
где гидроксиапатит отсутствует. 
По мере роста интенсивности по-
лосы гидроксиапатита цвет пере-
ходит в красный. 

Графики относительного ко-
личества гидроксиапатита вдоль 
трех выбранных на карте линий 
приведены на рисунке 3. Для ко-
личественной оценки распреде-
ления гидроксиапатита на рисун-
ке приведена цветовая шкала, на 
которой показано соответствие 
цвета на карте и интенсивности 
полосы гидроксиапатита в спектре. Таким образом, для 
каждой точки исследуемой поверхности могут быть 
получены количественные значения наличия выбран-
ного молекулярного компонента. Полная трехмерная 
модель распределения гидроксиапатита в исследуемой 
области образца приведена на рисунке 4.

выводы
Методом спектроскопии КР проведено исследова-

ние распределения гидроксиапатита в срезе регене-
ративного материала теменной кости черепа крысы. 
В результате показано, что метод спектроскопии ком-
бинированного рассеивания может с успехом исполь-
зоваться для определения характеристик образования, 
минерализации и созревания костной ткани, выявления 
локусов с максимальной и минимальной минерализа-
цией. Предложенный и использованный нами метод, 
в сочетании с методиками определения скорости об-
разования костной ткани, может не только показать 
статичные характеристики минерализации в костном 
регенерате, но и определить временные интервалы 
минерализации с высокой точностью, что недоступно 
традиционным, в том числе рентгенологическим, мето-
дам, поскольку исследование минеральной плотности 
проводится на гистологическом препарате. Впослед-
ствии данные, полученные при микроскопии КР, могут 
быть сопоставлены с гистологическими и морфоме-

Рис. 3. Цветовая шкала (слева) и графики относительного количества гидроксиапатита 
вдоль трех выбранных линий в исследуемой области образца

Рис. 4. Трехмерная модель распределения гидроксиапатита 
по поверхности среза образца
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трическими данными и характеристиками костных 
регенератов в зависимости от экспериментальных и 
клинических задач.
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application of raman scattEring spEctroscopy for study  
of thE minEraliZation of BonE rEgEnEratEs
S.A. Minaeva, A.V. Vasilyev, T.B. Bukharova, E.N. Antonov, G.B. Bolshakova, D.V. Goldstein, V.K. Popov, A.V. Volkov

We studied the mineralization of bone tissue using Raman scattering spectroscopy and assessed the possibility 
of using this technique to characterize bone formation and maturation. Bone tissue was sampled during 
the experiments on regeneration of rat parietal bones to study the structure and mineralization of newly 
formed bone. It was shown that Raman scattering spectroscopy can be successfully used for assessing bone 
formation, mineralization and maturation as well as for identification of sites with high and low mineralization. 
Proposed and used method combined with evaluating the rate of bone formation can not only reveal static 
characteristics of mineralization in bone regenerate but also precisely determine the time course of the 
process. This previously could not be achieved with traditional method including X-ray because the study 
of mineral density is carried on histological slides.
Key words: Raman scattering spectroscopy, bone tissue, hydroxyapatite, regeneration
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Разным аспектам регенерации печени млекопитаю-
щих посвящено много работ как в отечественной, так 
и зарубежной литературе [11, 35, 36]. Классической 
моделью для изучения регенерации печени млекопи-
тающих является восстановление массы органа после 
резекции 70% по методу G.M. Higgins и R.M. Anderson 
(1931) [11, 30, 42]. Регенерация печени после такой ре-
зекции осуществляется по способу регенерационной 
гипертрофии, то есть масса органа восстанавливается 
за счет пролиферации гепатоцитов, но при этом удален-
ные доли не формируются заново [11]. Такой способ 
регенерации обнаружен и у печени плодов крысы [4].

На срок восстановления исходной массы органа 
влияет множество факторов, при этом решающую 
роль играет возраст животного. Так, у молодых непо-
ловозрелых крыс (масса тела до 100 г) восстановление 
исходной массы печени после резекции происходит к 
5–6-му дню после операции [11, 17, 23]. У взрослых 
крыс (масса тела 100–200 г) масса печени восстанав-
ливается к 9–14-му дню, а у старых (масса тела свыше 
250 г) – к 22-му дню после частичной гепатэктомии [9, 
11]. У 17-суточных плодов крысы масса печени, резе-
цированной примерно на 20%, восстанавливается через 
2 суток после операции [4].

Полноценное восстановление того или иного органа 
после утраты части тканей может осуществляться за 
счет размножения клеток, за счет их полиплоидизации 
или их гипертрофии в остатке органа [2, 52].

Печень восстанавливается после резекции в основ-
ном за счет пролиферации и полиплоидизации гепато-
цитов. Считается, что вступление гепатоцитов в мито-
тический цикл индуцирует активность фактора роста 
гепатоцитов (HGF). Обнаружено, что у крыс в первый 
час после частичной гепатэктомии концентрация HGF 
в плазме крови повышается более чем в 20 раз и остает-
ся на этом уровне в течение 72 часов, а далее постепен-
но возвращается к нормальным значениям [25, 35, 36].

Неактивная форма HGF в больших количествах 
содержится в матриксе соединительной ткани пече-
ни, особенно в перипортальной области печеночной 
дольки [37]. После нанесения травмы печени в плаз-
ме повышается уровень урокиназы, которая запускает 
каскад протеолитических реакций, приводящих к де-
градации межклеточного матрикса печени, что при-
водит к высвобождению HGF [51, 56]. Главная роль 
в этом процессе принадлежит семейству матриксных 
металлопротеиназ [24, 39]. Урокиназа участвует как 
в высвобождении запасов HGF, так и, возможно, в его 
активации [35, 37, 51]. 

Другими факторами роста, вызывающими акти-
вацию пролиферации гепатоцитов в печени после ре-
зекции, являются эпидермальный фактор роста (EGF) 
и трансформирующий фактор роста-α (TGFα) [53]. 
Удаление слюнных желез у крыс вызывает сниже-
ние концентрации EGF в крови животных, что ведет 
к снижению восстановительных процессов в печени. 
TFGα синтезируется гепатоцитами и оказывает ауто-
кринное влияние. Предполагается, что EGF действует 
на ранних этапах регенерации печени, в то время как 
TFGα – на более поздней стадии восстановительного 
процесса, поскольку было показано, что активность 
его синтеза достигает пика только через 24 часа после 
резекции [35, 37].

Итог действия перечисленных выше факторов рос-
та – активация экспрессии так называемых ранних ге-
нов, в состав которых входит семейство протоонкоге-
нов, побуждающих клетку к делению [25, 26]. 

Пролиферация гепатоцитов при регенерации печени 
имеет ряд особенностей. Во-первых, существует ла-
тентный период пролиферации, сильно зависящий от 
возраста особи. У молодых животных после резекции 
печени пролиферация активируется раньше по срав-
нению с более взрослыми особями. Так, митотическая 
активность гепатоцитов у 5-дневных крысят повыша-
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регенерация печени млеКопитающиХ
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В статье проанализированы данные о регенерации печени млекопитающих, полученные на модели 
восстановления массы органа после резекции 70% тканей. Рассматривается роль различных факторов 
роста, регулирующих восстановление массы печени после резекции. Показано, что у более молодых 
животных масса печени восстанавливается за счет митотического размножения гепатоцитов, в то время 
как у более взрослых регенерация печени осуществляется за счет полиплоидизации и гипертрофии 
гепатоцитов. Обсуждаются молекулярные механизмы этого явления. 
Ключевые слова: печень, регенерация, млекопитающие
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ется через 20 часов после операции, у 4–6-недельных 
крыс – через 24 часа, у 4–6-месячных – через 48 часов, 
у 16-месячных – через 72 часа [11, 22]. 

При обширной резекции печени после начала про-
лиферации гепатоцитов показатели клеточного деле-
ния, как правило, достигают наибольшего значения, а 
далее постепенно снижаются. От возраста животного 
зависит время достижения пика пролиферации, а также 
число таких пиков. У новорожденных крыс наблюдают 
2 пика пролиферации. Показано, что у молодых особей 
пролиферация достигает наибольшего уровня раньше, 
чем у более взрослых животных [17,18]. 

У 17-суточных плодов крысы после резекции 20% 
массы печени митотическое деление гепатоцитов ак-
тивизируется через 9 часов после операции, наиболь-
шего значения митотический индекс достигает через 
12 часов и 24 часа после нанесения повреждения [5, 6]. 
Таким образом, в регенерирующей печени плодов и 
новорожденных крыс наблюдают 2 пика пролиферации 
гепатоцитов [18].

Вариабельность латентного времени пролиферации 
и времени наступления пика клеточного размножения 
в регенерирующей печени у животных разных возраст-
ных групп, по-видимому, зависит от уровня экспрессии 
факторов, подавляющих клеточное деление. В печени 
плодов крыс перед рождением начинает синтезироваться 
ингибитор пролиферации C/EBPα, что с возрастом при-
водит к постепенному уменьшению митотической актив-
ности гепатоцитов [54]. Показано также, что у молодых 
животных после частичной гепатэктомии экспрессия  
C/EBPα и ингибитора циклинзависимых киназ p21 рез-
ко снижается, чего не происходит у старых животных 
[55]. Вероятно, меньший уровень C/EBPα, а также бы-
строе снижение экспрессии C/EBPα и p21 после резек-
ции печени определяют более раннее начало пролифе-
рации гепатоцитов при регенерации печени у молодых 
особей. По этой же причине у молодых животных пик 
митозов гепатоцитов наблюдается при резецировании 
меньшего объема паренхимы печени по сравнению с 
взрослыми особями. Так, у взрослых крыс для этого 
необходимо удалить примерно 40% массы печени, а 
у крысят в раннем постнатальном периоде – 20% [18, 
22]. У 17-суточных плодов крысы пролиферация гепа-
тоцитов активизируется после резекции примерно 20% 
массы печени [5, 6]. 

Второй особенностью пролиферации гепатоцитов 
в регенерирующей печени млекопитающих являет-
ся то, что в ходе восстановления массы этого органа  
сокращается длительность фаз митотического цикла 
гепатоцитов [9]. Это, видимо, связано с тем, что в ге-
патоцитах происходят активация экспрессии циклинов, 
циклинзависимых киназ и резкое снижение уровня их 
ингибитора – белка p21 [26]. 

Третья особенность пролиферации гепатоцитов при 
регенерации печени заключается в суточной периодич-
ности их митотической активности, при этом наиболь-
шее количество митозов приходится на 6–9 часов утра 

[11]. Циркадный ритм пролиферации в печени форми-
руется только через 1 месяц после рождения [1, 14], 
что соответствует времени установления суточной ак-
тивности так называемых генов биологических часов 
(Bmal-1, Clock, Per1-2, Cry1-2) в печени [40, 44]. 

Неотъемлемым компонентом регенерации печени 
млекопитающих является повышение плоидности ге-
патоцитов [2, 8, 11, 21]. На крысах было показано, что 
в ходе регенерации печени молодых животных повы-
шается доля в основном тетра- и октаплоидных гепа-
тоцитов, тогда как у стареющих крыс заметно увели-
чивалось число ядер гепатоцитов с 16n и 32n [7].

Полиплоидия широко распространена в живой 
природе среди животных, растений и грибов [2] и рас-
сматривается как вариант пролиферации, при котором 
митотический цикл осуществляется не до конца, однако 
причины ее появления в ходе эволюции по-прежнему 
неясны. Возможно, полиплоидные клетки обладают 
преимуществами по сравнению с диплоидными. Одним 
из них является генетическая защищенность клетки, по-
скольку увеличение числа повторяющихся геномов пре-
пятствует проявлению генетических нарушений [2, 13].

В настоящее время предполагают, что повышение 
плоидности гепатоцитов печени является механизмом 
защиты наследственного материала от окислительного 
повреждения [13]. Показано, что увеличение функцио-
нальной нагрузки на печень, например при переходе 
крысят от грудного вскармливания к самостоятельному 
питанию твердой пищей или после частичной гепат-
эктомии, сопровождается повышением плоидности 
гепатоцитов [28, 34]. Кроме того, в указанных случа-
ях в гепатоцитах отмечаются признаки оксидантного 
стресса: снижение общего содержания глутатиона, ак-
тивности каталазы, окислительное повреждение ДНК 
(появление 8-гидроксигуанина) и повышение уровня 
пероксидного окисления липидов [29, 43]. Таким об-
разом, полиплоидизация – это реакция органа на по-
вышенную функциональную нагрузку.

Образование двуядерных клеток в результате аци-
токинетического митоза является ключевым этапом 
в процессе полиплоидизации гепатоцитов [2, 33, 38]. 
Сборка митотического веретена и цитотомия в митозе 
регулируются в клетке ингибитором циклинзависи-
мых киназ белком p21, которому в настоящее время 
отводится главная роль в полиплоидизации. Об этом 
свидетельствуют следующие факты: у взрослых крыс 
начало полиплоидизации гепатоцитов после частичной 
гепат эктомии совпадает с возобновлением экспрессии 
р21; у трансгенных мышей с повышенной активностью 
р21 уровень полиплоидизации выше. Кроме того, повы-
шение плоидности гепатоцитов с возрастом животного 
сочетается с увеличением экспрессии белка p21 и друго-
го ингибитора пролиферации – C/EBPα [29, 55]. Таким 
образом, система циклинзависимых киназ, связанный с 
ними белок р21, а также фактор транскрипции C/EBPα 
играют ключевую роль в пролиферации гепатоцитов как 
при регенерации, так и при нормальном росте. 
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Помимо митотического размножения гепатоцитов 
в восстановление массы печени после резекции может 
вносить вклад увеличение их размеров. Истинной ги-
пертрофией клеток принято считать рост цитоплазмы, 
который не сопровождается увеличением плоидности 
ядра [2]. Вклад митотического деления гепатоцитов 
и их гипертрофии в регенерацию печени зависит от 
возраста животного. В раннем постнатальном периоде 
масса печени восстанавливается в основном за счет 
гиперплазии гепатоцитов, а у взрослых и стареющих 
животных все большее значение приобретает гипертро-
фия [1, 9, 55]. При регенерации печени плодов крысы 
гипертрофия гепатоцитов по сравнению с контролем не 
обнаружена [5]. В связи с этим особый интерес пред-
ставляют данные о том, что в раннем постнатальном 
периоде наблюдается интенсивный рост цитоплазмы 
гепатоцитов, не связанный с синтезом ДНК [3, 12]. 
Таким образом, гипертрофия гепатоцитов вносит зна-
чительный вклад в рост печени на этом этапе развития, 
однако как элемент восстановления массы печени пос-
ле резекции, видимо, отсутствует. 

Увеличение размеров клеток при регенерации рас-
сматривается как способ восстановления утраченной 
массы органа, альтернативный митозу, особенно в том 
случае, когда клеточное деление по каким-либо причи-
нам невозможно [47, 55], например в печени стареющих 
животных, у которых митоз в гепатоцитах часто необ-
ратимо блокирован [32, 45]. Напротив, в пренатальном 
периоде гепатоциты легко вступают в митоз [54], что, 
видимо, исключает возможность гипертрофии. 

В основе феномена гипертрофии гепатоцитов лежат 
следующие молекулярные механизмы. Обнаружено, 
что у интактных молодых мышей размножение гепа-
тоцитов обратимо блокирует ингибитор пролифера-
ции C/EBPα. У старых особей в печени накапливает-
ся модифицированный C/EBPα, который необратимо 
репрессирует E2F-зависимые промоторы и их гены. 
Смена способа подавления митотического размноже-
ния гепатоцитов с возрастом приводит к увеличению 
вклада их гипертрофии в регенерацию печени [32, 45].

 Возраст животного играет важную роль в формиро-
вании внутренней структуры регенерирующей печени. 
Это прежде всего относится к возможности новооб-
разования печеночных долек в ходе регенерации пе-
чени. Показано, что формирование новых долек после 
резекции печени у крыс возможно только в возрасте 
до 2 недель постнатальной жизни. По-видимому, это 
обусловлено интенсивным образованием долек в ин-
тактной печени в тот же период. При резекции печени 
у крыс в возрасте 24–28 дней (к данному сроку процесс 
образования печеночных долек уже завершен) регене-
рировавшая печень состоит в основном из гипертрофи-
рованных долек, то есть образование новых долек не 
происходит [10, 11]. Подобные данные были получены 
и на свиньях [20].

После того как в процессе репаративной регене-
рации масса печени достигает исходных значений, 

восстановительный процесс завершается. Фактором, 
который, по-видимому, прекращает репарацию печени, 
является TGF-β1 [25, 26, 36], поскольку было показано, 
что он ингибирует пролиферацию в культуре гепато-
цитов. Концентрация TGF-β1 в плазме крови после 
частичной гепатэктомии постепенно нарастает и до-
стигает стабильно высокого уровня через 48–72 часа, 
однако точные механизмы влияния TGF-β1 на гепато-
циты по-прежнему до конца не выяснены [35, 36, 50].

После частичной гепатэктомии в постнатальном пе-
риоде в печени млекопитающих наряду с активацией 
пролиферации отмечается также усиление апоптоза ге-
патоцитов. Одной из причин гибели клеток может быть 
оксидантный стресс, признаки которого обнаруживают-
ся в печени после резекции [15, 43, 48]. После резекции 
20% печени плодов крысы мы обнаружили экспрессию 
каспазы 3 только в гемопоэтических клетках [6]. 

До настоящего времени мало исследованы меха-
низмы, которые запускают процессы регенерации и 
регулируют их течение в зависимости от утраты массы 
органа.

Предполагается, что организм получает сигнал об 
уменьшении размеров печени при участии желчных 
кислот [31]. Как известно, между печенью и кишечни-
ком происходит кишечно-печеночная циркуляция желч-
ных кислот. Резекция печени вызывает относительное 
увеличение входящего тока желчных кислот в орган 
из кишечника, что активирует ядерные рецепторы, 
в том числе FXR и связанные с ним сигнальные пути, 
стимулирующие рост печени. После того как исходная 
масса печени достигнута, относительный ток желч-
ных кислот из кишечника нормализуется. Активация 
соответствующих ядерных рецепторов прекращается, 
и экспрессия связанных с этими рецепторами генов 
возвращается к базальному уровню. Рост печени пос-
ле резекции рассматривают как гомеотрофический, то 
есть восстанавливающий функциональную способ-
ность органа и гомеостаз [52]. 

Таким образом, можно сделать вывод, что желч-
ные кислоты играют важную роль в регуляции репа-
ративного роста печени, однако требуется дальнейшее 
изучение вопроса, как соотносится этот регуляторный 
каскад с функцией основных факторов роста, которые 
участвуют в регенерации печени. Кроме того, неиз-
вестна роль желчных кислот в регуляции роста печени 
в пренатальном периоде [31].

Несмотря на значительные успехи в понимании мо-
лекулярных механизмов регенерации печени млекопи-
тающих, в настоящее время в данной области знаний 
остается много проблем, решение которых позволит 
приблизиться к направленному влиянию на восстано-
вительные процессы в организме млекопитающих. 

Данная работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства образовании и науки Россий-
ской Федерации по государственному контракту 
№ 8718. 
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mammalian livEr rEgEnEration
A.V. Elchaninov, T.Kh. Fatkhudinov, A.V. Makarov, V.V. Glinkina, G.B. Bolshakovа

The paper analyzes data on the mammalian liver regeneration after 70% liver resection. The role of different 
growth factors that regulate liver weight restoration after resection is discussed. It is shown that in younger 
animals liver mass is restored by mitotic reproduction of hepatocytes while in older liver regeneration is 
carried out by hepatocytes polyploidization and hypertrophy. We discuss the molecular mechanisms of this 
phenomenon.
Key words: liver, regeneration, mammals
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Широко распространено мнение, что активно 
разрабатываемые новые лекарственные средства 
в конечном счете заменят такие традиционные ан-
тикоагулянты как высокомолекулярный гепарин и 
низкомолекулярные формы гепарина, объективно 
нуждающиеся в усовершенствовании. Однако труд-
но представить, что новые препараты, обладающие 
в основном монотерапевтическим действием, смо-
гут заменить традиционные препараты гепарина, ха-
рактеризующиеся политерапевтическим эффектом. 
Гепарин, применяющийся в клинической практике 
как антикоагулянт первого выбора, обладает целым 
рядом свойств, выходящих за рамки антикоагулянтной 
системы.

роль комплексных соединений гепарина 
Способность образовывать специфические ста-

бильные комплексы и изменять активность биологи-
чески активных сигнальных молекул во многом объ-
ясняет эффекты гепарина как в системе свертывания 
крови, так и в других системах. Гепарин образует 
комплексные соединения и с положительно заряжен-
ными, и с отрицательно заряженными молекулами 
органического и неорганического происхождения. 

Образуя комплексы с белками, гепарин смещает их 
изоэлектрическую точку. Таким образом, при образо-
вании комплексов с гепарином активность фермен-
тов, гормонов и других активных сигнальных веществ 
стабилизируется, регулируется и распределяется. 
В комплексных соединениях гепарин выполняет роль 
структуроорганизующей или даже оптимизирующей 
(модулирующей) среды – матрикса. Степень измене-
ния вещества под действием гепарина зависит от их 
сродства, степени сульфатирования молекулы гепари-
на и концентрации обоих компонентов [3, 4, 5]. 

гепарин – регулятор концентрации  
ионов кальция

Механизмы действия многих эффектов гепарина 
объясняются его способностью модулировать уровень 
ионов кальция (Ca2+). Процесс повышения внутрикле-
точного уровня Ca2+ обусловлен тем, что вследствие 
активации фосфолипазы С происходит гидролиз фос-
фоинозитидов, в результате чего образуется инозитол-
1,4,5-трифосфат (И3Ф), который мобилизует выход 
внутриклеточного Ca2+ [3, 4, 5]. Многие эффекты Ca2+ 
опосредованы белком кальмодулином, уровень которо-
го может повышать цАМФ, что приводит к еще боль-
шему выходу Ca2+ из внутриклеточных резервов [46].

Гепарин регулирует каталитический потенциал фос-
фолипазы С, участвующей в процессе АТФ-зависимого 
выделения внутриклеточного Са2+, посредником кото-
рого является И3Ф [46]. Гепарин оказывает выражен-
ное гиперполяризующее действие и может изменять за-
рядность мембран, таким образом модулируя действие 
кальциевых каналов и регулируя уровень свободных 
ионов кальция, являющихся одним из важнейших ин-
дукторов выделения внутриклеточного Ca2+ [6, 31].

По данным многих авторов, гепарин оказывает 
противоопухолевое действие, включающее ингибиро-
вание метастазирования опухолей [15, 37]. Механиз-
мы противоопухолевого действия гепарина частично 
объясняются его способностью ингибировать индук-
цию протоонкогена c-fos, воздействуя на механизмы 
выброса Ca2+ из цитозоля, на факторы роста (ФР) и 
их рецепторы, а также на эндотелин-1 [17, 43]. Очень 
важным механизмом противоопухолевого действия 
гепарина является его воздействие на гепарансуль-
фатсодержащие протеогликаны (ГСПГ), находящиеся 
на поверхности эндотелиальных и других клеток, а 
также во внеклеточном матриксе [40]. Кроме того, ге-
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роль гепарина  
в иммунныХ, воспалительныХ  
и репаративныХ процессаХ 
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Гепарин, применяющийся в клинической практике как антикоагулянт первого выбора, обладает це-
лым рядом свойств, выходящих за рамки антикоагулянтной системы. В обзоре приведены сведения 
об участии гепарина в иммунных, воспалительных и репаративных процессах. Обобщены данные о 
механизмах действия гепарина. Сделан вывод, что эффекты гепарина в значительной мере зависят 
от состояния организма. 
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парин частично ингибирует агрегацию опухолевых 
клеток и их взаимодействие с эндотелием, таким об-
разом препятствуя метастазированию опухолей. Ис-
пользование гепарина в качестве противоопухолево-
го вещества ограничено из-за его антикоагулянтных 
свойств, которые могут быть причиной кровотечений. 
В связи с этим ведутся активные разработки форм 
гепарина, не обладающих антикоагулянтной актив-
ностью, но способных проявлять противоопухолевое 
действие [6, 15].

действие гепарина на иммунную систему
Система свертывания крови, в которой гепарин 

играет существенную роль, в значительной мере свя-
зана с иммунной системой. Реакция иммунной системы 
при воздействии любого антигена проявляется в акти-
вации иммунокомпетентных клеток, одним из этапов 
реализации которой является выделение внутрикле-
точного Ca2+. Указанные процессы зависят от метабо-
лизма ИЗФ и состояния его рецепторов, регулируемых 
гепарином [46]. 

В организме животных и человека происходит по-
стоянная рециркуляция лимфоцитов в лимфоидных 
органах и периферической крови. Миграция лимфо-
цитов зависит от взаимодействия (адгезии) с клетка-
ми эндотелия. Усиление миграции лимфоцитов на-
блюдается при различных патологических процессах, 
часто сопровождающихся повышением концентрации 
гепараназы, расщепляющей отрицательно заряженные 
молекулы ГСПГ, входящих в состав внеклеточного ма-
трикса и располагающихся на эндотелиальных клет-
ках, где они составляют большую часть гликокаликса. 
Происходящее в связи с деградацией гликокаликса 
снижение отрицательного заряда облегчает адгезию, 
а затем миграцию активированных Т-клеток через стен-
ки сосудов. Имеются данные, что гепарин и продукты 
его деградации снижают концентрацию гепараназы и 
стимулируют синтез и активацию ГСПГ, таким образом 
воздействуя на миграцию лимфоцитов и течение вос-
палительного процесса [37].

Кроме гепараназы прохождение активированных 
молекул и клеток иммунной системы через стенки со-
судов обеспечивается действием плазмина. Активация 
системы свертывания крови, сопровождающая актива-
цию иммунной системы, приводит к усиленному об-
разованию тканевого активатора плазминогена, а затем 
плазмина. Интенсивное образование плазмина в со-
судистой стенке и просвете сосуда вызывает фермен-
тативное разрыхление внеклеточного матрикса. Про-
цесс усиленного образования плазмина наблюдается 
при таких заболеваниях как атеросклероз, аневризма, 
венозный варикоз и т.д. [47]. Гепарин способен модули-
ровать действие плазмина. Экзогенный и эндогенный 
гепарин образуют комплексы с тканевым активатором 
плазминогена и плазмином, что переключает фермен-
тативный процесс в неферментативный, останавливая 
разрушительное действие плазмина [2, 3, 4, 5]. 

Физиологическими триггерами процесса адгезии 
между клетками иммунной системы и эндотелием яв-
ляются нейротрофические факторы и ФР, цитокины и 
хемокины. Синтезируются эти факторы во всех тканях 
организма и функционируют на основе подвижного го-
меокинеза, составляя уникальную сеть регулирующих 
взаимодействий, определяющих жизнедеятельность 
организма на локальном и системном уровнях в антена-
тальном и постнатальном периодах [6, 11]. Клеточный 
ответ на действие ФР, цитокинов и хемокинов зависит 
от гистогенеза тканей и экспрессии рецепторов, а также 
наличия гепарина, которые характеризуются высокой 
степенью связывания с молекулами практически всех 
указанных факторов. Кроме того, в современных ра-
ботах исследователи подчеркивают опосредованность 
эффектов любого из этих факторов через связь с ГСПГ 
[6, 35]. Особенно важна роль ГСПГ в процессах адге-
зии. Показано, что ГСПГ опосредуют связывание как 
хемокинов, цитокинов, ФР, так и нейтрофилов, моно-
цитов, лимфоцитов с эндотелием, таким образом при-
влекая их в зону воспаления (рис. 1). В этом процессе 
участвует внеклеточный и внутриклеточный Ca2+. Мо-
дуляция экспрессии адгезивных молекул является су-
щественной частью клеточного иммунного ответа [42]. 
Важнейший эффект действия молекул ГСПГ реали-
зуется путем активации рецепторов фактора некроза 
опухолей (ФНО) – ключевого регулятора гомеостаза и 
функционального состояния иммунной системы [38]. 
В связи с этим понятна значимость роли ГСПГ в пато-
генезе многих заболеваний [9, 44]. Имеются сведения, 
что гепарин препятствует связыванию провоспалитель-
ных молекул и клеток с активированным эндотелием, 
блокируя многие селектины и интегрины, а также ре-
гулируя концентрацию Ca2+ (см. рис. 1) [34, 44]. 

Гепарин, модулируя синтез и активацию ГСПГ, из-
меняет важнейшие функции молекул с активации на 
ингибирование [28, 35]. Гепарин изменяет ориентацию 
молекул ФР, цитокинов и хемокинов для взаимодей-

Рис. 1. Представление хемокинов, цитокинов  
и ростовых факторов циркулирующим лейкоцитам 

гликозаминогликанами на поверхности эндотелиальных 
клеток и воздействие на них гепарина. 

Пунктирными стрелками отмечено модулирующее  
действие гепарина
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ствия с ГСПГ и воздействия на клетку, а также моду-
лирует проникновение указанных молекул через эндо-
телиальные барьеры [11]. Гепарины и ГСПГ с разной 
длиной цепи и различной степенью сульфатирования 
оказывают дифференцированные эффекты в отноше-
нии ФР, цитокинов, хемокинов и их рецепторов, сти-
мулируя или ингибируя их продукцию [6, 28]. 

Одним из путей реализации иммунного ответа яв-
ляется непосредственный контакт клеток с молекулами 
семейства низкомолекулярных адгезионных факторов, 
а также лиганд–рецепторные взаимодействия, описан-
ные выше. Гуморальное звено регуляции обеспечива-
ется ФР, цитокинами и хемокинами, являющимися 
модуляторами многих функций лимфоцитов и других 
клеток. Имеются сведения, что гепарин и продукты его 
деградации способны модулировать секрецию активи-
рованными Т-лимфоцитами различных ФР, цитокинов 
и хемокинов, например таких, как ФНОα, ИЛ-1β, ИЛ-4, 
ИЛ-5 и ИЛ-8 [22, 24]. Таким образом, гепарин может 
оказывать противовоспалительное (ФНОα и ИЛ-1β) 
действие, стимулировать дифференцировку (ИЛ-4 и 
ИЛ-5) и миграцию активированных Т-клеток, макро-
фагов и нейтрофилов в очаг воспаления (ИЛ-8). Кро-
ме того, известно, что гепарин стимулирует секрецию 
Т-лимфоцитами ИЛ-12 и интерферона-γ [36]. Судя по 
данным литературы, эти цитокины индуцируют актива-
цию и поляризацию иммунного ответа по клеточному 
Th1 типу, при котором многие воспалительные заболе-
вания протекают более благоприятно [3, 4].

роль гепарина при воспалительных процессах
Воспаление – наиболее древняя и сложная защитно-

приспособительная реакция на повреждение, направ-
ленная не только на ликвидацию альтери-
рующего агента, но и на восстановление 
поврежденной ткани. В воспалительных 
реакциях тучным клеткам принадлежит 
важная роль. На любые воздействия туч-
ные клетки отвечают стереотипной ре-
акцией – изменением количества клеток, 
дегрануляцией, выбросом медиаторов 
из гранул, снижением содержания в них 
гепарина [2, 4]. При стрессорных, анти-
генных и других воздействиях тучные 
клетки реагируют секрецией стабильных 
субмикронных гепаринсвязывающихся 
микровезикул, содержащих ФНО и дру-
гие белки. Микровезикулы перемещают-
ся по системе лимфатических сосудов к 
лимфатическим узлам и другим органам 
иммунной системы. Гепарин предотвра-
щает связывание реактивных иммунных 
комплексов, содержащих антигены и ан-
титела, с ГСПГ, что предупреждает или 
замедляет развитие воспаления [45].

В воспалительной реакции участвуют 
разнообразные, мигрирующие в зону по-

вреждения клетки, молекулы агонистов и антагонис-
тов, регулирующие процессы миграции. Мобилизация 
лейкоцитов из кровеносного русла развивается как 
 каскадный процесс. Начинается он с миграции акти-
вации хемокинами, цитокинами и ФР перекатывания 
лейкоцитов (нейтрофилов, моноцитов), опосредованно-
го L-селектинами (рис. 2). Все эти этапы регулируются 
потенциалом мембраны и Ca2+. Под контролем различ-
ных интегринов и других адгезивных молекул проис-
ходит стабильное связывание лейкоцитов с эндотелием. 
Гепарин предотвращает активацию и дегрануляцию 
тучных клеток, нейтрофилов, моноцитов/макрофагов, 
блокирует мобилизацию лейкоцитов, ингибируя мно-
гие хемоаттрактанты, селектины и интегрины, а также 
препятствует связыванию провоспалительных клеток 
и молекул с активированным эндотелием, регулируя 
концентрацию Ca2+ (рис. 2, табл.). Следует отметить, 
что эти эффекты гепарина проявляются независимо от 
его антикоагулянтных свойств [29, 39].

Ключевую роль среди медиаторов воспаления игра-
ют биогенные амины (гистамин, серотонин); плазмен-
ные системы (система кининов, система гемостаза и 
фибринолиза, фрагменты комплемента); ФР, цитокины 
и хемокины; производные арахидоновой кислоты (про-
стагландины, лейкотриены, хемотаксические липиды); 
кислородные радикалы и гидроперекиси липидов. Эти 
медиаторы секретируются сосудистым эндотелием, 
активированными тучными клетками, тромбоцитами, 
нейтрофилами, моноцитами и лимфоцитами. Гепарин 
эффективно регулирует уровень провоспалительных 
медиаторов и модулирует активность воспалительных 
клеток, так как он служит матрицей (местом взаимо-

Рис. 2. Роль гепарина в мобилизации и миграции лейкоцитов из сосудистого 
русла в очаг воспаления. 

Пунктирными стрелками отмечено ингибирующее действие гепарина



клиническая и экспериментальная морфология       4/2012 65

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

Таблица
Роль гепарина в воспалительно-репаративных реакциях

в
ос

па
ле

ни
е

Ф
аз

а 
ал

ьт
ер

ац
ии

Повреждение

Инфекция
Ингибирование адгезии, 
антимикробное, детоксикационное 
действие

Ге
па

ри
н

Травма
Ингибирование
выброса Ca2+ , антиоксидантное
действие

Стресс
Антистрессорное,
антиноцицептивное, 
антиоксидантное действие 

Ф
аз

а 
эк

сс
уд

ац
ии

Активация и мобилизация клеток крови 
(тромбоцитов, лейкоцитов и т.д.), ткани (тучных 

клеток и т.д.), эндотелия и т.д.

Ингибирование активации 
и мобилизации клеток крови, ткани, 
эндотелия

Ге
па

ри
н

Ингибирование
провоспалительных хемокинов, 
интерлейкинов, факторов роста,
антигистаминное действие, 
снижение проницаемости 
кровеносных сосудов

Ингибирование движения 
воспалительных клеток

Ф
аз

а 
пр

ол
иф

ер
ац

ии

Пролиферация и миграция фибробластов, рост 
сосудов, образование грануляционной ткани Стимуляция секреции 

фибробластами факторов роста, 
ускоряющих их дифференциацию 
и пролиферацию, стимуляция 
накопления коллагена, 
усиление ангиогенеза

Ге
па

ри
н

Ру
бц

ев
ан

ие

Ф
аз

а 
 

ру
бц

ев
ан

ия

Созревание грануляционной ткани, регенерация 
паренхиматозных элементов

Локальная продукция 
и выход в кровоток

Хемокины
Интерлейкины
Факторы роста
Гистамин

Индукция

Движение клеток, стимуляция 
адгезивных молекул

Ст
им

ул
яц

ия

действия, интерфейсом) для всех компонентов, уча-
ствующих в воспалительном процессе [2, 3, 4, 6, 29].

Особое место в реакции воспаления занимает ги-
стамин, который, как и все остальные медиаторы, 
содержится в гранулах тучных клеток в связи с гепа-
риновым матриксом. Гистамин выделяется из гранул 
тучных клеток при иммунной и неиммунной стимуля-
ции. В обоих случаях большую роль играют ионы Ca2+, 
протеинкиназа С, АТФ [2, 3, 4]. Гистамин повышает 
тромботические свойства крови, вызывает вазодилата-
цию, увеличивает проницаемость сосудов, оказывает 
ноцицептивное действие, является одним из наиболее 
важных медиаторов воспаления. Гепарин, активируя 
диаминоксидазу, расщепляющую гистамин, и образуя 
комплексы с гистамином (в комплексном соединении 
гепарин блокирует функциональную активность ги-
стамина), оказывает антигистаминное действие и про-
являет прямо противоположные эффекты – снижает 
коагулянтную активность крови и проницаемость ка-

пилляров, оказывает противовоспалительное и анти-
ноцицептивное действие [2, 3, 4].

В процессе развития воспаления нарушается анти-
оксидантная защита клеток, основную роль в которой 
играет внеклеточная супероксиддисмутаза, защища-
ющая плазматическую мембрану от активных форм 
кислорода. Одним из источников внеклеточной супер-
оксиддисмутазы являются тучные клетки, в гранулах 
которых супероксиддисмутаза, как и все остальные 
молекулы, находится в связанном с гепариновым ма-
триксом виде. Проявление функции внеклеточной 
супероксиддисмутазы зависит от состояния гепарин-
связывающегося домена ее молекулы. Нарушение 
в этом домене исследователи соотносят с развитием 
многих видов патологии [27].

Основные фагоцитарные клетки – нейтрофилы и 
макрофаги, мигрирующие в зону воспаления, способны 
секретировать оксиданты, которые вызывают появле-
ние кислородных радикалов, разрушающих окружаю-
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щие клетки. Оксидативный стресс приводит к повреж-
дению ДНК, липидов, белков, функций различных ФР 
и является одним из патогенетических механизмов при 
многих заболеваниях и их осложнениях (гипертензия, 
сахарный диабет, сердечная недостаточность, атеро-
склероз и т.д.) [23]. Гепарин проявляет антиоксидант-
ные свойства по отношению к веществам, выделяе-
мым фагоцитарными клетками периферической крови 
(рис. 2, табл.) [3, 4, 23].

Оксидативный стресс, повышение уровня провос-
палительных ФР, цитокинов и внеклеточного Ca2+, по-
явление в кровотоке тромбина приводят к усилению 
синтеза окиси азота (NO). Молекулы NO могут как 
подавлять, так и стимулировать воспалительные реак-
ции. Установлено, что гепарин в малых концентрациях 
повышает синтез NO, активируя NO-синтазу и синтез 
цГМФ, а в больших – тормозит выделение NO. При-
мечательно, что описано влияние на NO экзогенного 
высокомолекулярного гепарина (ВМГ) как с традици-
онными антикоагулянтными свойствами, так и ВМГ, 
лишенного антикоагулянтной активности [25]. 

Большинство воспалительных заболеваний сопрово-
ждается чрезмерным экспрессированием гепараназы. Ге-
параназа, расщепляющая ГСПГ, включается в ряд физи-
ологических и патологических процессов. В частности, 
распад ГСПГ, происходящий под действием гепараназы, 
приводит к нарушению барьерных функций эндотелия 
и базальной мембраны, что имеет решающее значение 
в патогенезе воспалительных заболеваний. Увеличение 
уровня гепараназы коррелирует с повышением метаста-
тического потенциала опухолевых клеток. Гепарин явля-
ется природным ингибитором гепараназы, регулятором 
активности и метаболизма ГСПГ [10, 16, 26]. 

Гепарин регулирует каталитический потенциал фос-
фолипазы А2. Этот фермент гидролизует мембранные 
фосфолипиды до жирных кислот и лизофосфолипидов, 
которые метаболизируются до медиаторов воспаления 
(эйкозаноиды, фактор активации тромбоцитов). По-
вышение уровня жирных кислот играет важную роль 
в патогенезе таких заболеваний как атеросклероз, са-
харный диабет, артериальная гипертензия и т.д. [14, 41]. 

Воспалительная реакция направлена не только на 
ликвидацию альтерирующего агента, но и на восста-
новление поврежденной ткани за счет репарации, ми-
грации и пролиферации гематогенных и гистиогенных 
клеточных элементов. Традиционно считается, что туч-
ные клетки принимают участие в основном в реакциях 
воспаления и гиперчувствительности, однако доказано, 
что гепарин тучных клеток и ряд других медиаторов 
(эпидермальный ФР, ФР фибробластов-2, тромбоцитар-
ный ФР, трансформирующий ФР-β, ФР нервов, ИЛ-4, 
ИЛ-8) вносят существенный вклад в противовоспали-
тельный ответ, неоангиогенез, фиброгенез, реэпите-
лизацию, поддержание барьерных функций эндотелия 
при репаративных процессах (см. табл.) [3, 4, 20]. 

При новообразовании соединительной ткани в очаг 
воспаления мигрируют предшественники фиброблас-

тов, которые начинают активно размножаться. Мигра-
ция, распластывание и прикрепление фибробластов и 
других клеток (эндотелиальных) к субстрату опосре-
дуются и регулируются ФР, цитокинами, хемокинами, 
интегринами, селектинами, ионами кальция и магния 
(см. рис. 2) [1]. Среди эффектов гепарина, выходящих 
за рамки антикоагулянтного действия, многие исследо-
ватели отмечали ускорение заживления кожной раны 
при введении гепарина [3, 4, 18, 25]. В этом случае 
наиболее вероятным механизмом действия является 
регуляция гепарином биоактивного состояния рецеп-
торов, секреции и активации ФР фибробластов, вы-
деляющихся в зоне повреждения любых тканей (рис. 
2, табл.) [13]. 

Гепарин активно применяется в клеточно-ин же нер-
ных конструкциях как вещество, улучшающее трофику 
в области воспаления, но главное его назначение в том, 
чтобы служить матриксом, удерживающим молеку-
лы – ускорители ранозаживления (чаще всего ростовые 
и нейротрофические факторы) в пределах клеточно-
ин же нер ной конструкции и повышать их биодоступ-
ность [8, 21].

Воспаление и ангиогенез – в значительной степени 
взаимосвязанные процессы во многих физиологиче-
ских и патологических условиях. Ангиогенез нехарак-
терен в физиологических условиях для неповрежден-
ных тканей организма взрослых людей и животных, но 
активизируется при заживлении ран и воспалительных 
процессах. Так, например, если стимуляция ангиоге-
неза является основой репаративного морфогенеза при 
ишемическом поражении миокарда, то активация ан-
гиогенеза включается в патологические процессы при 
таких заболеваниях как псориаз, диабетическая ретино-
патия, ревматоидный артрит, артериосклероз, онколо-
гические заболевания и т.д. [7, 32]. Провоспалительные 
клетки и молекулы способствуют ангиогенезу, индуци-
рованному ФР фибробластов-2 [32]. Гипоксия, возни-
кающая при различных патологических процессах, яв-
ляется одним из основных факторов, стимулирующих 
ангиогенез. Кроме того, гипоксия приводит к сниже-
нию внеклеточного рН, тогда как эндотелиальный ФР, 
связываясь с эндотелиальными клетками посредством 
ГСПГ и фибронектина, приводит к повышению рН [19]. 
Экзогенное введение гепарина значительно ускоряет 
процессы регенерации и пролиферации, одновременно 
индуцируя восстановление барьерных функций сосу-
дистого эндотелия (рис. 2, табл.). Гепарин способен 
действовать как фактор, стабилизирующий эндотелий 
без стимуляции пролиферации [12, 30, 33].

заключение
Гепарин и гепариноподобные гликозаминогликаны 

представлены практически во всех тканях организма 
животных и человека, где они участвуют в регуляции 
ключевых гомеостатических, адаптивных и патологи-
ческих процессов. Механизмы действия многих эффек-
тов эндогенного и экзогенного гепарина объясняются 
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его способностью образовывать комплексные соедине-
ния с различными активными сигнальными вещества-
ми и выполнять роль организующей или даже опти-
мизирующей среды – матрикса, функционирующей 
физически и химически. Гепарин может покидать одни 
комплексные соединения и образовывать другие. При 
этом в значительной степени активность ферментов, 
гормонов и других активных сигнальных веществ ста-
билизируется, регулируется и распределяется при об-
разовании комплексов с гепарином. Степень изменения 
вещества под действием гепарина зависит от его срод-
ства, разновидности цепи гепарина и концентрации 
обоих компонентов. Кроме этого, важным механизмом 
влияния гепарина на гомеостаз является его возмож-
ность регулировать сигнальное поведение большинства 
ростовых факторов, цитокинов, хемокинов, молекул, 
входящих в состав внеклеточного матрикса, уровень 
ионов кальция и т.д. В результате действия гепарина 
в конечном счете происходит восстановление защит-
ных свойств плазматических мембран, в том числе со-
судистого эндотелия, что обеспечивает нормализацию 
функции тканей и органов. 

В деятельности иммунной системы ключевая роль 
гепарина состоит в модуляции процессов миграции и 
рекрутирования клеток иммунной системы, что, несо-
мненно, отражается на течении любых патологических 
процессов. Следует подчеркнуть, что механизм дей-
ствия гепарина зависит от состояния организма, окру-
жающей композиции молекул и клеток, длины цепи 
и степени сульфатирования гепарина. Так, например, 
при воспалительной реакции без выраженных систем-
ных проявлений гепарин способствует регенерации, 
инициируя ангиогенез, пролиферацию и миграцию 
клеток, тогда как при выраженных системных проявле-
ниях воспалительного процесса гепарин способствует 
регенерации, ингибируя ангиогенез, пролиферацию и 
миграцию клеток. Вероятнее всего, в зависимости от 
состояния организма животных и человека могут из-
меняться концентрация, время циркуляции и скорость 
распада гепарина, а соответственно, степень его воз-
действия. Следует отметить, что большинство указан-
ных эффектов гепарина не зависит от его антикоагу-
лянтных свойств.

Среди эффектов, не относящихся к функции про-
тивосвертывающей системы, у гепарина вы явлены 
детоксикационное, антивирусное, противомикроб ное, 
противогрибковое, противовоспалительное, противо-
отечное, противоопухолевое и антиметастатическое, 
антигипертензивное, антидиабетическое свойства. 
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thE rolE of hEparin in immunE procEssEs, inflammation and rEparation
M.V. Kondashevskaya

Heparin, which is used in clinical practice as an anticoagulant of choice, has a number of features that go 
beyond its function in the anticoagulant system. This review provides information on the involvement of 
heparin in the immune processes, inflammation and reparation. We summarized the data on the mechanisms 
underlying the effects of heparin. It was concluded that the impact of heparin is largely dependent on the 
state of the organism.
Key words: heparin, anticoagulant, immune system, inflammation, reparation
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Обширное семейство матриксразрушающих цинк-
зависимых металлопротеаз (MMPs) играет важную 
роль во многих физиологических процессах, таких 
как морфо-, васкуло- и ангиогенез, ремоделирование, 
склероз и, наконец, опухолевый рост. Любая добро-
качественная и тем более злокачественная опухоль яв-
ляется мощным стимулом для каскада MMPs, который 
способствует инвазии и метастазированию опухоле-
вых клеток через деградированный матрикс соседних 
тканей [1, 2]. Менее известны данные о роли металло-
протеиназного каскада на различных этапах физиоло-
гической и осложненной беременности. Так, имеются 
сведения о существенном значении MMP-2 и MMP-9 
в процессе имплантации бластоцисты в эндометрий 
матки у обезьян [19] и человека [16], в раннем разви-
тии плаценты и цитотрофобластической инвазии в I и 
II триместрах беременности [9], а также в амниотиче-
ской жидкости и плодных оболочках [20]. В условиях 
патологии беременности роль MMPs рассматривается 
в основном у пациенток с преэклампсией и при син-
дроме привычного невынашивания беременности [4]. 
Следовательно, речь идет о фрагментарном освещении 
MMPs на разных этапах беременности и редко – при 
ее патологии.

 Цель настоящего обзора – показать значение MMPs 
для нормальной и осложненной беременности с ак-
центом на клетки-продуценты MMPs и их регуляцию.

типы металлопротеиназ
Металлопротеиназы – это ферменты, продуцируе-

мые различными клетками и разрушающие компоненты 

внеклеточного матрикса. Семейство металлопро теиназ 
включает 16 ферментов, которые экспрессируются 
разными клетками в интерстициальное пространство 
в виде биологически латентных форм. Активация про-
ферментов происходит под действием протеаз. Моле-
кула металлопротеиназы состоит из четырех доменов: 
1) предомена, являющегося сигнальным пептидом, 
необходимым для секреции фермента; 2) продомена, 
отщепляемого при активации фермента; 3) каталитиче-
ского домена, содержащего ион цинка; 4) регуляторно-
го домена, имеющего центр связывания с ингибитора-
ми металлопротеиназ (TIMP) [1]. Металлопротеиназы 
классифицируются в основном по специфичности 
компонентов матрикса [2, 11]. Это семейство делится 
на 4 группы в соответствии со своими свойствами и 
локализацией [9].

Коллагеназы, действующие преимущественно на 
фибриллярный коллаген I, II, III типа и включающие 
интерстициальную коллагеназу (MMP-1), нейтрофиль-
ную коллагеназу (MMP-8) [8, 14].

Желатиназы, деградирующие преимущественно 
денатурированный коллаген (желатин) и нативный кол-
лаген IV типа. Они включают желатиназу А, масса – 
72 kDA, или коллагеназу IV типа (MMP-2) и желатина-
зу В, масса – 92 kDa, или коллагеназу IV типа (MMP-9).

Cтромелизины, имеющие широкий спектр влияния 
на фибронектин, ламинин, коллаген III, IV, V типа, 
эластин, протеогликановый внутренний протеин. 
Они включают стромелизин-3 (MMP-11), матрилизин 
(MMP-7) и металлоэластазу человеческих альвеоляр-
ных макрофагов легких.

© Коллектив авторов, 2012
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роль металлопротеиназ типа 2 и 9  
при физиологичесКой и осложненной 
беременности
А.П. Милованов, И.М. Расстригина, Т.В. Фокина
ФГБУ «НИИ морфологии человека» РАМН, Москва

В обзоре систематизированы фрагментарные данные о роли семейства MMPs на разных этапах физио-
логической и осложненной беременности. Во время имплантации MMP-2 и 9 лизируют маточный 
эпителий и его базальный слой. Металлопротеиназный каскад, продуцируемый инвазивным цито-
трофобластом, осуществляет гестационную перестройку спиральных и в дальнейшем радиальных 
артерий в маточно-плацентарные артерии с открытыми устьями в межворсинчатое пространство 
сформированной плаценты. Перед родами активизируется продукция MMP-9 в плодных оболочках, 
что способствует их своевременному разрыву и завершению родового акта. Дискоординация по типу 
гипер- или гипофункции MMP-2 и 9 приводит к невынашиванию беременности или является важным 
звеном патогенеза преэклампсии.
Ключевые слова: матриксные металлопротеиназы, имплантация, цитотрофобластическая инвазия, 
роды, преэклампсия
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Мембранный тип металлопротеиназ (МТ-MMPs), 
составляющих новый субкласс. Они включают MT-
MMP-1, -2 и -3 [8, 10, 14]. Эти MT-MMPs локализо-
ваны на поверхности клеток, и их субстрат пока не 
совсем ясен. О MT-MMP-1 известно, что он включен 
в процесс превращения латентной формы MMP-2 
в активную.

Из семейства MMPs желатиназа А (MMP-2) и жела-
тиназа B (MMP-9) занимают ведущее место в деграда-
ции компонентов базальной мембраны и матрикса [11]. 
MMP-2 и MMP-9 и их ингибиторы TIMP-1 и TIMP-2 
имеют особое значение при беременности, они опре-
деляют ход имплантации, плацентации и инвазивную 
способность трофобласта в эндометрии [16]. 

регуляция активности mmp-2 и mmp-9
Регуляция активности MMP-2 и MMP-9 осущест-

вляется с помощью следующих механизмов.
Эндотелиальный (VEGF), эпидермальный (EGF) 

и фибробластный (FGF) ростовые факторы являют-
ся важными для активации деградации экстрацеллю-
лярного матрикса в процессе цитотрофобластической 
инвазии [3, 15]. VEGF, EGF, FGF-4 и FGF-10, но не 
FGF-2, стимулируют активность MMP-9, в то время 
как FGF-2 снижает активность MMP-9 до 17% от ба-
зового уровня. FGF-4 и FGF-10 также стимулируют 
активность и MMP-9. Эти результаты подтверждают 
гипотезу, что ростовые факторы управляют инвазив-
ной способностью цитотрофобласта и поэтому игра-
ют значительную роль в развитии плаценты на ранних 
сроках [3]. При иммуногистохимическом исследовании 
было обнаружено, что в плацентах I триместра FGF-4 
экспрессировался в строме ворсин, особенно в эндоте-
лиальных клетках. FGF-10 экспрессия была локализо-
вана во вневорсинчатом трофобласте, инвазирующем 
децидуальную оболочку. 

Активность металлопротеиназ регулируется так-
же специфичными тканевыми ингибиторами (TIMPs). 
Описана их иммуноэкспрессия в человеческих деци-
дуальных клетках и вневорсинчатом трофобласте [9]. 
Аналогичные данные получены на макаках резус [18], 
то есть инвазивная способность цитотрофобласта 
«сдерживается» на пара- и аутокринном уровнях ре-
гуляции. На сегодняшний день описаны три TIMPs. 
TIMP-1 подавляет все MMPs в активной форме и, более 
того, MMP-9 (желатиназу В) в латентной и активной 
форме [9]. TIMP-2 специфичен для MMP-2. TIMPs экс-
прессируются эндометриальными стромальными и де-
цидуальными клетками человека, задействованными 
в процесс функциональной активности экстрацеллю-
лярного матрикса [11]. 

Зафиксировано, что интерлейкин-1 и фактор некро-
за опухоли (THF-α), в русскоязычном варианте ФНО-α, 
подавляют инвазию вневорсинчатого трофобласта [5, 
11], снижая уровень мРНК MMP-9 и/или его актив-
ность. Регуляция MMP-2 и MMP-9 экспрессии различ-
на: постоянная MMP-2 и ситуативная MMP-9. 

Клетки-продуценты и их локализация 
в процессе беременности

I триместр. Есть данные, что в плацентах I три-
местра зафиксировано интенсивное иммуноокраши-
вание MMP-9 в клеточных колоннах, их инвазивной 
части, как у человека [9], так и у обезьян [19]. Боль-
шинство авторов придерживаются мнения, что MMP-2 
и MMP-9 хорошо экспрессируются в цитотрофобласте 
на границе материнской части и якорных ворсин. Это 
подтверждает, что плацентарная ткань, в частности 
ворсинчатый цитотрофобласт, является источником 
инвазирующих клеток, моделирует и контролирует 
процесс их миграции посредством экспрессии MMP-2 
и MMP-9, отсутствующих в миометрии на ранних сро-
ках беременности. Подобная картина наблюдается и у 
обезьян, например у макак резус [19]. Есть данные, что 
мРНК, необходимая для синтеза MMP-9, визуализиру-
ется также в децидуальных клетках, но без указания их 
конкретных типов. Экспрессия MMP-9 зафиксирована 
в цитотрофобласте эндометрия. У макак резус имплан-
тация бластоцисты проходит на 9,5 день беременности. 
Присутствие мРНК, необходимой для синтеза MMP-2 
и MMP-9, на 12-й день беременности подтверждает их 
очевидную роль в этом процессе.

II триместр. Имеющиеся данные противоречивы. 
Некоторые авторы утверждают, что на парафиновых 
срезах наблюдается экспрессия MMP-9 в инвазивных 
трофобластных клетках (на криостатных срезах она 
отсутствовала) [9]. Более распространено мнение, что 
в процессе нормальной гестации в амниотической жид-
кости и плодных оболочках обнаруживается MMP-2, и 
она экспрессируется постоянно, а MMP-9 выявляется 
чаще перед родами [20]. 

III триместр. Металлопротеиназа типа 9 в доно-
шенном сроке у человека обнаружена в амниальных 
клетках и слое цитотрофобласта плодных оболочек, 
париетальных децидуальных клетках и синцитиотро-
фобласте ворсин [21]. На криостатных срезах все вне-
ворсинчатые трофобластные клетки, включающиеся 
в инвазивный фенотип, показывают сильное интра- и 
экстрацеллюлярное окрашивание [9]. MMP-2 при до-
ношенной беременности и непосредственно перед ро-
дами локализована в клетках амниона, трофобласте 
хориальной оболочки, париетальных децидуальных 
клетках и сосудистой стенке маточно-плацентарных 
артерий. В синцитиотрофобласте отмечено лишь сла-
бое окрашивание [20].

Коллаген I типа – важнейший компонент мезенхи-
мальной части в плодных оболочках и стромальных тка-
нях плацентарных ворсин, коллаген IV типа локализован 
преимущественно в базальных мембранах. В деграда-
ции коллагена IV типа участвуют и MMP-2, и MMP-9, а 
на коллаген I типа действует только MMP-2. Эта харак-
теристика может объяснить то, что MMP-2 представлена 
преимущественно в стромальной ткани и ее клетках, 
в то время как MMP-9 больше связана с эпителиальной 
тканью [20]. MMP-9 более активна на границе материн-



клиническая и экспериментальная морфология       4/201272

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

ской и плодной части по сравнению с чисто плодной или 
материнской частями, подтверждая важность MMP-9 
для отделения тканей плаценты во время родов [7].

влияние естественного родового акта 
на экспрессию mmps

В родах MMP-9 – главный представитель MMPs, 
ответственный за желатинолитическую активность 
оболочек [19]. При доношенной беременности по 
сравнению с более ранними сроками MMP-9 значи-
тельно повышена в плодных оболочках. Доношенные 
ворсины плаценты также имеют более высокий уро-
вень MMP-9, чем при недоношенном сроке. Между 
уровнями MMP-2 в доношенном и недоношенном 
сроке были найдены незначительные различия [21]. 
Очень важно, прошла ли плацента через роды. В этой 
ситуации ткани имеют более высокий уровень MMP-9, 
чем плацента при доношенном сроке, но не прошед-
шая через роды, например при родоразрешении путем 
кесарева сечения [20]. Отметим, что эта особенность 
характерна для любого срока: даже при преждевремен-
ных родах уровень ММР-9 выше в самопроизвольно 
рожденных плацентах по сравнению с теми, которые 
прошли через кесарево сечение [18]. По-видимому, 
эту часть MMP 9 продуцирует синцитиотрофобласт 
ворсин, как демонстрируют иммуногистохимические 
исследования [20]. Это подтверждает тот факт, что при 
срочных родах имеет место разрыв оболочек, сопрово-
ждающийся или реализующийся подъемом продукции 
MMP-9. Подъем MMP-9 может упрощать отделение 
плаценты от материнских тканей в родах. MMP-2 так-
же обнаруживается в экстрактах плацентарной ткани. 
Между недоношенным и доношенным сроком и в плод-
ных оболочках его уровень не меняется [21]. Регуляция 
за счет гормонов и цитокинов (TNF-α и IL-1) может 
иметь место в процессе родов и быть триггером для 
подъема уровня MMP-9 в плодных оболочках и пла-
центе. Это является результатом их повышенной экс-
прессии в клетках основных типов трофобласта под 
воздействием гормонов и цитокинов, таких как TNF-α 
и IL-1.[21]

преэклампсия и невынашивание беременности
Инвазия цитотрофобласта, сочетающаяся с дегра-

дацией экстрацеллюлярного матрикса, – неотъемлемая 
часть нормальной беременности, в то время как слабая 
цитотрофобластическая миграция в спиральные арте-
рии играет существенную роль в развитии преэкламп-
сии [20]. При данной патологии инвазия вневорсинча-
того трофобласта нарушена, так же как гестационная 
перестройка спиральных артерий и артериол. В них 
сохраняются узкий просвет и неизмененные мышечно-
эластические элементы в стенке, что снижает объем 
маточно-плацентарного кровотока [11]. Полученные 
недавно данные о нарушении экспрессии при пре-
эклампсии VEGF и VEGFR позволяют предположить, 
что система VEGF важна в регуляции инвазии трофо-

бласта в течение нормального и патологического раз-
вития плаценты [3]. Экспрессия MMP-9 в децидуаль-
ной оболочке, вызванная связанным с преэклампсией 
интерлейкином 1 в (IL-1 в) и фактором некроза опухоли 
(THF-α), также может тормозить инвазию вневорсинча-
того трофобласта. На иммуногистохимическом уровне 
показано, что в децидуальных клетках и соседних с 
ними клетках интерстициального трофобласта в срезах 
маточно-плацентарной области при преэклампсии, по 
сравнению с соответствующими по сроку контрольны-
ми плацентами, имеет место более высокий уровень 
экспрессии MMP-9 [11]. По некоторым данным, при 
преэклампсии уровень MMP-2 также повышен [12]. 
В децидуальных клетках при преэклампсии по сравне-
нию с нормальными было зафиксировано статистиче-
ски значимое увеличение интенсивности окрашивания 
MMP-9. Вместе с тем существенные различия в экс-
прессии интерстициальными цитотрофобластными 
клетками в обеих группах не отмечены, и иммуноокра-
шивание протеаз не различалось в контрольной и пре-
экламптической группах. При нарушении процессов, 
происходящих в децидуальном экстрацеллюлярном 
матриксе, изменение экспрессии MMP-9 создает усло-
вия для развития преэклампсии с нарушением адгезии 
на различных молекулоспецифичных этапах инвазии 
вневорсинчатого трофобласта. Провоспалительные 
цитокины IL-1в и (TNF-α) связаны с разными аспек-
тами преэклампсии [11]. Результаты подтверждают, что 
подавление децидуальных клеток, экспрессирующих 
MMP-9, с помощью интерлейкина-1в и фактора некро-
за опухоли может вызвать изменение нормального хода 
интегрин-опосредованной инвазии вневорсинчатого 
трофобласта в децидуальную ткань и послужить при-
чиной плацентарной недостаточности, которая имеет 
место при преэклампсии [11]. Повышенная экспрессия 
MMP-9 децидуальными клетками возникает при не-
достаточной инвазии, компенсируя нормальный ход 
инвазии вневорсинчатого трофобласта в децидуальную 
оболочку. Такая дисрегуляция стимулирует продукцию 
стромелизина-1 (MMP-3) децидуальными клетками. 
Показано, что это активатор про-MMP-9 [11]. Суще-
ствуют разные оценки интенсивности окрашивания 
MMP-2 и MMP-9 в преэклампсической плаценте. По 
некоторым данным, для доношенной плаценты MMP-2 
существенно выше по сравнению с нормой. Экспрессия 
MMP-9 также существенно выше, чем в норме [13]. 
В других работах показано, что металлопротеиназа-9 
хорошо экспрессируется в большинстве плацент при 
неосложненной беременности (контрольная группа). 
Экспрессии MMP-9 при преэклампсии может вообще 
не быть. В некоторых случаях она слабая [17].

У пациенток со спонтанными абортами и угрозой 
абортов, а также разрывами плодных оболочек актив-
ные формы MMP-2 в амниотической жидкости были 
существенно снижены по сравнению с нормальными 
родами в доношенном сроке [21]. Доказано, что при 
преждевременном разрыве плодных оболочек жен-
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щины имеют значительно более высокую активность 
MMP-9 и концентрацию его в амниотической жидко-
сти [21], однако измеренные с помощью ELISA из-
менения в сыворотке крови, связанные с синдромом 
невынашивания и рождением раньше 37 недель геста-
ции, показали, что на содержание MMP-9 в крови этот 
синдром не влияет [4].

Таким образом, семейство металлопротеиназ – не-
отъемлемый участник всего процесса репродукции 
человека: от ранних стадий беременности до ее за-
вершения. В схематичном виде активность MMP-2 и 
MMP-9 представлена на рисунке. На 6–7-й день пос ле 
оплодотворения MMP-2 и MMP-9 лизируют маточный 
эпителий и его базальный слой, состоящий из колла-
гена IV типа. Этот первый этап контролируют цитоки-
ны IL-6 и TGF-β, выделяемые стромальными клетками 
окружающего эндометрия. В течение I триместра ме-
таллопротеиназы, продуцируемые инвазивным цито-
трофобластом, разрушают эластические и мышечные 
компоненты стенок спиральных артерий и превраща-
ют их в маточно-плацентарные артерии с открытыми 
в межворсинчатое пространство устьями, то есть реа-
лизуют первую волну цитотрофобластической инвазии.

Во II триместре MMP-2 и MMP-9 участвуют в ге-
стационной перестройке более крупных радиальных 
артерий матки. Перед родами резко повышается про-
дукция MMP-2 в плодных оболочках с их разрывом и 
завершением родового акта. Дискоординация по типу 
гипер- или гипофункции MMP-2 и MMP-9 часто при-
водит к невынашиванию беременности или является 
важным звеном патогенеза преэклампсии. Безуслов-
но, новые знания о регуляции металлопротеиназного 
 каскада приблизят нас к расшифровке патогенеза мно-
гих тяжелых акушерских осложнений.
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We reviewed certain data regarding activities of the MMP family members in different stages of physiological 
and pathological pregnancy. MMP-2 and -9 are involved on the lysis of basal epithelium and its basal 
layer during implantation. Metalloproteinase cascade produced by invasive cytotrophoblast cells promotes 
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24-й европейсКий Конгресс  
патологов

8–12 сентября 2012 года в Праге состоялся 24-й 
Европейский конгресс патологов. В этом масштаб-
ном мероприятии приняли участие патологи из евро-
пейских стран, а также специалисты с других конти-
нентов. Отрадно, что делегация патологоанатомов из 
России была представительной и насчитывала более 
30 человек. В их числе были Г.А. Франк, И.А. Казан-
цева, А.М. Ковригина, А.Г. Талалаев, О.Д. Мишнев, 
Е.А. Коган, Е.Л. Туманова, В.П. Туманов, А.И. Ще-
голев, Ф.Г. Забозлаев, Л.В. Кактурский, Ю.Ю. Ан-
дреева, О.В. Паклина (Мос ква), В.А. Цинзерлинг 
(Санкт-Петербург), А.Э. Мационис, Г.Л. Резникова 
(Ростов-на-Дону), С.В. Петров (Казань), Т.В. Павлова 
(Белгород), А.Е. Доросевич (Смоленск), С.В. Сазонов 
(Екатеринбург), М.З. Горелик (Владивосток) и другие.

Программа конгресса была очень насыщенной и 
включала в себя доклады по 19 направлениям: пато-
логия молочной железы, цитопатология, дерматопато-
логия, патология пищеварительного тракта, электрон-
ная микроскопия, эндокринная патология, патология 
головы и шеи, история патологии, патологическая 
анатомия инфекционных заболеваний, молекулярная 
патология, нефропатология, педиатрическая и перина-
тальная патология, патология легких, патология мягких 
тканей костей, патология тимуса и средостения, уро-
патология, применение высоких технологий в патоло-
гии, состояние патологической анатомии, цитологии и 
новых технологий в развивающихся странах. Каждый 
участник конгресса имел возможность выбрать и по-
лучить необходимую информацию по своим профес-
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сиональным интересам. Конечно, охватить весь спектр 
научных выступлений не представлялось возможным. 
Работа конгресса протекала в разных формах: докла-
ды на пленарных заседаниях, выступления на секциях, 
стендовые доклады, слайд-семинары, мастер-классы.

Привлекли к себе внимание стенды ряда фирм, 
обслуживающих нужды патологической анатомии, а 
также книжные выставки-продажи. Среди известных 
фирм были, в частности, представлены Ventana, Leica, 
Roche, Daco, Carl Zeiss, 3D Histech. Большой интерес 
участников конгресса вызвали экспонируемые фирма-
ми новые цифровые технологические разработки, 

касающиеся, в частности, новых практических воз-
можностей полного сканирования микроскопических 
препаратов и передачи цифровой информации через 
интернет. Это чрезвычайно важно для развития диагно-
стической телепатологии, особенно для такой огромной 
страны как Россия.

Материалы конгресса опубликованы в специаль-
ном приложении Вирховского архива (Virchows Archiv. 
2012. Vol. 461. Suppl.1).

 
Л.В. Кактурский,  

член-корреспондент РАМН
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iv съезд российсКого общества 
патологоанатомов

4–7 июня 2013 года в Белгороде на базе Националь-
ного исследовательского университета «Белгородский 
государственный университет» состоится IV съезд Рос-
сийского общества патологоанатомов.

оргкомитет съезда
Сопредседатели:

 y профессор О.Н. Полухин – исполняющий обязан-
ности ректора НИУ «БелГУ»

 y кандидат медицинских наук Н.И. Белоусов – началь-
ник Департамента здравоохранения и социальной 
защиты населения Белгородской области

 y член-корреспондент РАМН Л.В. Кактурский – пре-
зидент РОП

 y академик РАМН Г.А. Франк – главный патологоа-
натом Минздрава России
Заместители председателя:

 y доцент Т.В. Балабанова – исполняющая обязанности 
первого проректора НИУ «БелГУ»

 y профессор Т.В. Павлова – заведующая кафедрой 
патологии НИУ «БелГУ»
Члены оргкомитета:

 y доктор медицинских наук Ю.Ю. Андреева (Москва)
 y член-корреспондент РАМН Н.М. Аничков (Санкт-
Петербург)

 y профессор Л.М. Гринберг (Екатеринбург)
 y профессор И.С. Дерижанова (Ростов-на-Дону)
 y профессор А.Е. Доросевич (Смоленск)
 y профессор О.В. Зайратьянц (Москва)
 y профессор И.А. Казанцева (Москва)
 y кандидат медицинских наук Е.И. Келли (Москва)
 y член-корреспондент РАМН В.Л. Коваленко (Челя-
бинск)

 y профессор Г.Б. Ковальский (Санкт-Петербург)
 y профессор А.В. Кононов (Омск)
 y профессор О.В. Макарова (Москва)
 y доктор медицинских наук П.Г. Мальков (Москва)
 y академик РАЕН А.Э. Мационис (Ростов-на-Дону)
 y профессор Л.М. Михалева (Москва)
 y профессор О.Д. Мишнев (Москва)
 y кандидат медицинских наук В.А. Нагорный (Бел-
город) 

 y доктор медицинских наук О.В. Паклина (Москва) 
 y профессор Ю.Г. Пархоменко (Москва)
 y профессор В.С. Пауков (Москва)
 y профессор С.В. Петров (Казань)
 y профессор К.М. Пожарисский (Санкт-Петербург)
 y профессор М.Г. Рыбакова (Санкт-Петербург)
 y профессор А.Г. Талалаев (Москва)
 y профессор Т.А. Федорина (Самара)
 y профессор Н.М. Хмельницкая (Санкт-Петербург)
 y профессор А.Л. Черняев (Москва)

 y профессор А.И. Щеголев (Москва)
 y академик РАМН В.А. Шкурупий (Новосибирск)

Ответственный секретарь:
 y кандидат биологических наук В.А. Марковская 
(Белгород)

программа съезда
I. Проблемы воспаления, иммунопатологии, инфек-

ций
II. Инновационные технологии в морфологической 

диагностике заболеваний
III. Актуальные вопросы преподавания патологиче-

ской анатомии в высшей школе
IV. Актуальные вопросы организации патологоанато-

мической службы
V. Заседание Российского отделения Международной 

академии патологии
VI. Отчет редколлегии журнала «Архив патологии»
VII. Организационные вопросы

 y Отчет о работе президиума РОП
 y Отчет ревизионной комиссии
 y Выборы руководящих органов РОП

Материалы докладов объемом до 3 страниц с реги-
страционной формой следует выслать до 28 февраля 
2013 года по электронной почте: 4.congress.materials@
gmail.com с указанием номера раздела программы 
 съезда.

Формат бумаги А4 (29,7 × 21 см), 1,5 интервала, 
шрифт Times New Roman, размер 12 пунктов, поля со 
всех сторон по 2,5 см, выравнивание текста по левому 
и правому краю. 

Образец оформления:

Иванов А.П., Петров Н.В.
ЭКСПРЕССИЯ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ 
В ЭПИТЕЛИИ БРОНХОВ  
ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ БРОНХИТЕ
НИИ морфологии человека РАМН, Москва

Текст доклада
 … … …
Литература

1. Liu G., Wang Q., Liu N. et al. Infectious bronchitis virus nu-
cleoprotein specific CTL response is generated prior to serum 
IgG // Vet. Immunol. Immunopathol. 2012. Vol.148. N 3–4. 
P. 353–358.

Ссылки в тексте на номера литературных источни-
ков даются в квадратных скобках (в порядке цитиро-
вания). Число источников минимальное (не более 5). 
Статьи цитируются с полным названием. Допускаются 
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таблицы и штриховые черно-белые рисунки в пределах 
указанного объема страниц. Полутоновые рисунки не 
принимаются.

Тематика докладов должна соответствовать про-
граммным вопросам съезда.

К тексту докладов на отдельном листе прилагается 
регистрационная форма (отдельная для каждого (со)
автора, участника съезда). 

Оргкомитет оставляет за собой право отклонения 
докладов, их сокращения и редактирования.

регистрация
Регистрация участников съезда осуществляется 

через интернет в режиме online на сайте http://www.4-
cong-patholog.ru/registraciya.

организационный взнос
Организационный взнос участника съезда, внесен-

ный до 28 февраля 2013 года, составляет 3000 рублей, 
внесенный после 28 февраля – 5000 рублей. Для аспи-
рантов и ординаторов оргвзнос составляет 1000 рублей. 
При публикации материалов без участия в работе съез-
да оргвзнос составляет 1500 рублей.

Организационный взнос высылается через Сбер-
банк на банковскую карту Сбербанка РФ № 4276 8070 
1104 4507. Отсканированная квитанция об оплате орг-
взноса высылается электронным письмом по адресу 

4.congress.payment@gmail.com или факсом 8 4722 30 
14 12.

При отсутствии оплаченного оргвзноса доклады 
исключаются из программы съезда и не публикуются.

Оргвзнос дает следующие права: 
1. Публикация материалов в трудах съезда.
2. Включение доклада в программу съезда.
3. Участие в заседаниях и выставках.
4. Получение папки участника с материалами 

 съезда.
5. Трансфер по прибытии и отъезде. 
6. Кофе-брейки, обеды, фуршет.

Дополнительная культурная программа оплачива-
ется отдельно.

спонсорская помощь
С предложениями спонсорской помощи обращаться 

к профессору Павловой Татьяне Васильевне по теле-
фону 8 4722 30 14 12 или по электронному адресу 
pavlova@bsu.edu.ru.

Контактные телефоны и электронный адрес оргко-
митета: 8 4722 30 13 29 

belgorod.bsu@yandex.ru.
Информация о съезде размещена на сайте www.

patolog.ru.
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К сведению авторов
Журнал издается Научно-исследовательским институтом морфологии человека РАМН.
Научные статьи, публикуемые в журнале «Клиническая и экспериментальная морфология», отражают 

круг интересов в области медицины и биологии, в частности клинической и экспериментальной морфологии, 
патологии. 

В журнале могут быть опубликованы оригинальные исследования, новые методы, обзоры и дискуссии, а также 
краткие сообщения, случаи из практики и хроники.

все статьи, представляемые к публикации, рецензируются в обязательно порядке. 
Редакция журнала «Клиническая и экспериментальная морфология» предъявляет следующие требования к 

оформлению статей и других материалов, представляемых для публикации: 
1. Статья должна иметь визу руководителя и сопроводительное письмо учреждения (с круглой печатью),  

а в необходимых случаях – акт экспертизы.
2. Статья (текст, иллюстрации, таблицы, подписи под рисунками, список литературы и реферат) направляется в 

двух экземплярах компьютерного текста, напечатанного через 1,5 интервала с полями по 2,5 см с каждой стороны. 
Максимальный объем оригинальных статей не должен превышать 7–8 страниц (включая иллюстрации, таблицы 
и список литературы), кратких сообщений – 3–4 страницы, обзорных и дискуссионных статей – 10–12 страниц.

3. В начале страницы указываются ключевые слова, название статьи, затем инициалы и фамилия автора 
(авторов), ниже – полное название учреждения и город. Перед началом текста статьи печатается краткий рефе-
рат, размером 1/4 машинописной страницы, в котором отражается основное содержание работы. На отдельной 
странице необходимо представить перевод названия статьи, фамилии авторов, реферата и ключевых слов на 
английский язык.

Образец первой страницы:

Ключевые слова
ИЗМЕНЕНИя ПОКАЗАТЕЛЕЙ ГЕМОдИНАМИКИ У БОЛьНЫХ С БРОНХИАЛьНОЙ АСТМОЙ
И.И. Иванов, М.П. Николаев
ГБОУ ВПО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова», 
Москва

4. В тексте оригинальных статей должны быть выделены следующие рубрики: «Материал и методы», «Ре-
зультаты» «Обсуждение», «Выводы» или «Заключение».

5. Статья должна быть тщательно отредактирована и выверена автором. При обнаружении большого коли-
чества стилистических ошибок и опечаток статья будет возвращена.

6. Кроме общепринятых сокращений единиц измерения, физических, химических и математических величин 
и терминов (например, РНК), допускаются аббревиатуры словосочетаний, часто повторяющихся в тексте (не 
более 4 аббревиатур). Все вводимые автором буквенные обозначения и аббревиатуры должны быть расшиф-
рованы в тексте при их первом упоминании. Не допускаются сокращения простых слов, даже если они часто 
повторяются. Единицы измерения даются по системе СИ.

7. Объем иллюстративного материала (рисунки, чертежи, диаграммы, фотографии) должен быть минималь-
ным. Оба экземпляра иллюстраций должны быть идентичны (по качеству, увеличению и размерам). Фотографии 
должны быть контрастными, напечатанными на глянцевой бумаге, на обороте каждой ставится номер, фамилия 
автора и пометки «верх» и «низ». Рисунки, чертежи, диаграммы должны быть выполнены тушью. 

8. Статьи с иллюстрациями низкого качества возвращаются.
Место расположения рисунков и таблиц обозначается на полях, в тексте статьи на них дается ссылка.
Подписи к рисункам и фотографиям выполняются на отдельном листе.
9. Таблицы должны быть наглядными, озаглавленными и пронумерованными, заголовки граф – соответство-

вать их содержанию, цифры в таблицах – соответствовать цифрам в тексте.
10. Цитаты, приводимые в статье, должны быть тщательно выверены и заверены подписью автора на полях. 

В ссылке обязательно нужно указать источник (автор, название, издание, том, год, выпуск, страница).
11. Библиографические ссылки в тексте статьи даются в квадратных скобках номерами в соответствии с 

пристатейным списком литературы.
12. Библиография должна содержать помимо основополагающих работ публикации за последние 5 лет. 

В оригинальных статьях цитируется не более 15–20 источников, в переводных статьях и обзорах – не 
более 50. Автор несет ответственность за правильность библиографических данных. 

Список литературы должен быть напечатан на отдельном листе.
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13. При представлении в печать экспериментальных работ авторы должны руководствоваться Правилами про-
ведения работ с использованием экспериментальных животных. Кроме вида, пола и количества использованных 
животных, авторы обязательно должны указывать применявшиеся при проведении болезненных процедур методы 
обезболивания и методы умерщвления животных. При отсутствии этих данных работы приниматься не будут.

14. Список литературы оформляется в соответствии с ГОСТ 7.1-2003; ГОСТ 7.82-2001:
а) библиографические источники должны быть расположены в алфавитном порядке и пронумерованы (сначала 

отечественные, затем иностранные), ссылки на них в тексте статьи приводятся в квадратных скобках;
б) если цитируются несколько работ одного автора, их нужно указывать по возрастанию годов издания;
в) статьи (монографии), написанные коллективом авторов от 1 до 3, помещаются в списке литературы по 

фамилии 1-го автора, затем дается название работы, ставится косая черта и приводится имя, отчество, 
фамилия всех авторов (для статьи: ФИО 1-го автора. Название / И.О.Ф. авторов // Название журнала. – 
Год. – Т., № – С.; для монографии: ФИО 1-го автора. Название: в 3 т.: пер. с англ. / ИОФ авторов; под ред. 
ИОФ редактора. – Место издания: Издательство, Год. – кол-во с.).

г) статьи (монографии), написанные коллективом авторов (более 3 человек), помещаются в списке литературы 
по названию работы, затем ставится одна косая черт и приводится имя, отчество, фамилии первого автора 
с добавлением слов [и др.], для иностр.-[et al.];

д) для монографий необходимо указать место издания, издательство, год и кол-во страниц; для периодических 
и продолжающихся изданий – полное название источника, год, том, номер (выпуск), страницы (от и до);

е) в монографиях и сборниках при наличии двух мест издания приводят оба и отделяют их друг от друга 
точкой с запятой (М.; Л., Л.; Новосибирск);

Образец оформления литературы:

Шестак Н. Ревматический кардит / Н. Шестак // Врач. 2004. № 4. С. 5-9.
Маринзук В.Л. Психологические основы формирования профессионально значимых качеств: Автореф. дис. 

… д-ра психол. наук / В.Л. Маринзук. М., 2003. 35 с.
Леорда А.И. Оксигеназы биологических мембран / А.И. Леорда; Ин-т физиологии АН Респ. Молдова. – Ки-

шинев, 1998. 7 с. Деп. в ВИНИТИ 30.12.98, № 3980-98.
Лудевит Р. Острые отравления: пер. с нем. / Р. Лудевит, К. Лос / Под ред. Е.В. Гембицкого. М.: Медицина, 

1986. 560 с.
Губарев Ю.А. Проблемы боевого стресса в авиации / Ю.А. Губарев, И.Б. Ушаков, С.И. Ромасюк // Боевой стресс: 

сб. науч. тр. / Под общ. ред. И.Б. Ушакова, Ю.С. Голова. М.: Воениздат, 2002. С. 7–11.
Руководство по урологии: в 3 т. / В.П. Авдомин и др. / Под ред. Н.А. Лопаткина. М.: Медицина, 1988. Т. 2. 786 с.

15. Статья должна быть подписана всеми авторами. В конце статьи следует указать полный почтовый адрес 
автора, его телефон, электронную почту, фамилию, имя, отчество полностью.

Статьи, отосланные авторам для исправления, должны быть возвращены в редакцию не позднее, чем через 
месяц после получения. При возвращении статьи в более поздние сроки меняются дата ее поступления в ре-
дакцию и сроки публикации.

16. Нельзя направлять в редакцию работы, ранее напечатанные или посланные в другие журналы.
17. К тексту необходимо приложить электронную копию статьи и всех прилагающихся материалов (иллю-

страции, рисунки, фото) на носителях CD-R, CD-RW в формате Microsoft Word с расширением doc. или RTF на 
дискете 3,5”, или. Шрифт Times New Roman, 14 пунктов. Формат абзацев: полуторный интервал, красная строка 
каждого абзаца начинается отступом в 0,75 см. Формат заглавия: название работы – прописными буквами полу-
жирным шрифтом; имена авторов (инициалы, фамилия) – курсивом; полное название организации (с указанием 
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