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А. А. Коритко, С. И. Кривенко, А. Е. Щерба, Е. А. Примакова, А. А. Гомон, 
Е. Г. Петровская, Н. И. Дедюля, Е. С. Бузук

Республиканский научно-практический центр трансплантации органов и тканей 
на базе 9-й городской клинической больницы, Минск, Республика Беларусь

РОЛЬ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 
В ПОДДЕРЖАНИИ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ  

И ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ КУЛЬТУРЫ ГЕПАТОЦИТОВ IN VITRO 

Изучено влияние мезенхимальных стволовых клеток (МСК), выделенных из жировой ткани, на жизнеспособ-
ность и функциональную активность гепатоцитов в совместной с МСК культуре. Установлено, что метод монокуль-
тивирования выделенных из печени гепатоцитов не обеспечивает увеличения количества этих клеток и приводит  
к снижению их жизнеспособности с 98 % на 1-е сутки до 15 % на 7-е сутки. Синтез секреторных белков печени HGF 
и ANGPTL4 свидетельствует о возможности использования МСК в качестве подложки для поддержания функцио-ANGPTL4 свидетельствует о возможности использования МСК в качестве подложки для поддержания функцио-4 свидетельствует о возможности использования МСК в качестве подложки для поддержания функцио-
нальных свойств изолированных гепатоцитов в процессе культивирования. Следовательно, совместное культивиро-
вание МСК, выделенных из жировой ткани, и изолированных клеток печени способствует сохранению клеточного 
трансплантата в течение определенного периода времени в сравнении с монокультурой гепатоцитов. Вспомогательная 
роль МСК особенно перспективна в контексте клеточной трансплантации при острой печеночной недостаточности, 
при которой совместное введение МСК и гепатоцитов может не только обеспечивать поддержку функциональной 
активности печени, но и оказывать противовоспалительное действие.

Ключевые слова: гепатоциты, мезенхимальные стволовые клетки, совместное культивирование, уровень секре-
ции растворимых протеинов печени, морфологические характеристики, клеточная трансплантация.

A. A. Karytka, S. I. Krivenko, A. E. Shcherba, Y. A. Prymakova, A. A. Homan,  
K. G. Pyatrouskaya, N. I. Dzyadzyulya, E. S. Buzuk 

Republican Scientific and Practical Center for Organ and Tissue Transplantation, the 9th Minsk City Clinical Hospital, 
Minsk, Republic of Belarus

ROLE OF MESENCHYMAL STEM CELLS IN MAINTAINING THE VIABILITY  
AND FUNCTIONAL ACTIVITY OF HEPATOCYTE CULTURE IN VITRO

The research results of the influence of mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from adipose tissue on the viability and 
the functional activity in the co-culture of hepatocytes. It was established that the method of culturing hepatocytes isolated 
from the liver does not provide a larger number of these cells and leads to decrease in the viability from 98 to 15 % on the 1st 
day and on the 7th day, respectively. Synthesis of liver secretory proteins HGF and ANGPTL4 demonstrates the possibility of 
using MSCs as the substrate to maintain the functional properties of isolated hepatocytes during cultivation. Therefore, the 
co-culturing of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells and isolated liver cells promotes cell transplant preservation 
for a certain period of time as compare with the monoculture of hepatocytes. The auxiliary role of mesenchymal stem cells is 
particularly promising in the context of cell transplantation for acute liver failure, in which the co-transplantation of MSC and 
hepatocytes may provide an optimal combination of the functional activity of liver support with anti-inflammatory action.

Keywords: hepatocytes, mesenchymal stem cells, co-culture, level of liver secretory soluble proteins, morphological 
characteristics, cell transplantation.

Введение. Печень является важным органом, выполняющим функции синтеза белка, мета-
болизма экзогенных и эндогенных субстратов. Совершенствование методов лечения острой  
и хронической печеночной недостаточности (ПН) является актуальной задачей современной ме-
дицины. Ортотопическая и вспомогательная трансплантация печени остается наиболее эффек-
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тивным методом помощи пациенту при необратимом повреждении этого органа [1, 2]. Возрастаю-
щая во всем мире нехватка донорского материала, а также значительные экономические затраты, 
связанные с пересадкой печени, необходимость иммуносупрессии и большой риск для реципи-
ентов приводят к необходимости развивать клеточные технологии и методы тканевой инжене-
рии. Для лечения заболеваний печени разрабатываются клеточные технологии: экстракорпо-
ральная искусственная печень, клеточная трансплантация и тканевая инженерия [3]. 

Перспективным средством терапии ПН может быть трансплантация гепатоцитов, которая 
позволяет восстановить функции печени без пересадки либо дождаться солидной транспланта-
ции пациентам, находящимся в листе ожидания, особенно при метаболических болезнях печени, для 
которых требуется меньшее количество трансплантируемых клеток. Пересаженные гепатоциты 
обеспечивают функцию печени вместо поврежденного органа. Генная терапия печени позволяет 
селективно лечить нарушения, связанные с дефицитом определенных белков (например, альфа-
1-антитрипсина), тирозинемию и др. В этом случае предполагаемый подход будет заключаться в 
комбинации трансфера гена ex vivo и аутотрансплантации трансфицированных гепатоцитов. Во 
всех случаях необходимым требованием является адекватная поддержка выживания и пролифе-
рации гепатоцитов и обеспечение стабильности их специфических функций. Основным преиму-
ществом трансплантации гепатоцитов является способность криоконсервировать клетки, после 
того как они изолированы от печени доноров. Клетки хранятся в жидком азоте и при необходи-
мости могут быть разморожены для использования, когда они понадобятся, что является важ-
ным при лечении острой ПН [4]. Но криоконсервирование может оказывать негативное воздей-
ствие на жизнеспособность и адгезивные способности клеток, препятствуя таким образом их 
приживлению. В ряде недавних исследований изучены способности мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК) оказывать структурную и трофическую поддержку изолированным клеткам пече-
ни в культуре in vitro с сохранением их жизнеспособности и функциональной активности [5, 6].

МСК – мультипотентные, фибробластоподобные клетки, обеспечивающие поддержку гемо-
поэтических клеток в костном мозге. Они являются доступным источником стволовых клеток  
и могут быть выделены из пуповинной крови, плаценты, жировой ткани и других источников. 
МСК играют важную роль в восстановлении тканей и обладают локальным иммуносупрессив-
ным эффектом, поэтому их использование является предпочтительным для улучшения выживае-
мости пересаженных совместно с ними клеток. МСК также оказывают антиапоптотический  
и прорегенеративный эффекты, что указывает на перспективность их применения в комплекс-
ной терапии инфаркта миокарда, почечной недостаточности и инсульта.

МСК дифференцируются в гепатогенном направлении в соответствующих условиях in vitro 
и in vivo. Кроме того, они могут корректировать повреждение печени и стимулировать ее регене-
рацию, что продемонстрировано на моделях животных и в нескольких проспективных клиниче-
ских исследованиях с участием пациентов с печеночной недостаточностью [7]. До сих пор не до 
конца изучена способность МСК дифференцироваться в гепатоциты под влиянием соответству-
ющего микроокружения и оказываемый ими терапевтический эффект. 

Цель данного исследования – изучить влияние мезенхимальных стволовых клеток на жизне-
способность и функциональную активность гепатоцитов путем совместного культивирования 
мезенхимальных стволовых клеток, выделенных из жировой ткани, полученной от третьего до-
нора в процессе мультиорганного забора, со свежеизолированными клетками печени.

Материалы и методы исследования. Для изоляции гепатоцитов из донорской печени при-
меняли трехступенчатую перфузию органа и обработку его ферментативным раствором с после-
дующей механической экстракцией. Все растворы нагревали до 37 ºС. Во фрагмент печени по 
предварительно заканюлированным сосудам вводили 500 мл раствора для перфузии 1, состоя-
щего из раствора Хэнкса и 250 мM EDTA. Далее вводили 500 мл раствора Хэнкса (раствор для 
перфузии 2) и производили обработку перфузионным раствором 3, содержащим коллагеназу II 
или IV типа (растворяется в DMEM-F12). Фрагмент печени выдерживали 30 мин в растворе для 
перфузии 3 при постоянном перемешивании на шейкере при 37 ºС, после чего фермент нейтра- ºС, после чего фермент нейтра-ºС, после чего фермент нейтра-
лизовали охлажденным до 4 ºС раствором BME c 10 % человеческого альбумина. Обрабо танную 
коллагеназой ткань измельчали на мелкие кусочки путем механической гомогенизации скальпе-
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лем, после чего дважды пропускали через слой стерильной марли. Полученную клеточную су-
спензию центрифугировали при 1000 об/мин в течение 4 мин при 4 ºC. Супернатант собирали,  
а клеточный осадок ресуспендировали в 50 мл охлажденной среды для отмывки. Процедуру 
центрифугирования повторяли дважды в течение 4 мин при 4 ºC. Осадок ресуспендировали  
в 5–10 мл среды для культивирования гепатоцитов. Подсчет клеток и определение жизнеспособ-
ности производили по стандартной методике по исключению трипанового синего. Полученные 
клетки печени могут быть использованы для введения пациентам с ПН либо криоконсервирова-
ны с целью применения для последующей терапии. 

Выделение МСК из жировой ткани проводили по ранее разработанному протоколу с некото-
рыми модификациями [8]. Липоаспират смешивали с равным объемом стерильного раствора 
фосфатно-солевого буфера (PBS) и центрифугировали при 1500 об/мин в течение 10 мин при 
комнатной температуре. Образовавшийся поверх PBS слой адипоцитов собирали в стерильные 
полипропиленовые центрифужные пробирки объемом 50 мл. Полученную суспензию смешива-
ли с равным объемом 0,06 %-ного раствора коллагеназы I типа в PBS и инкубировали в течение 
60 мин при температуре 37 °С и легком помешивании, после чего фермент нейтрализовали 
путем добавления к смеси равного объема среды Игла в модификации Дульбекко (DMEМ), со-DMEМ), со-М), со-
держащей 10 % сыворотки АВ(IV) или 10 % эмбриональной телячьей сыворотки. Полученную 
смесь центрифугировали при 4000 об/мин в течение 10 мин при комнатной температуре. Осадок 
собирали и ресуспендировали в 50 мл среды DMEМ. Процедуру центрифугирования повторяли 
при 1500 об/мин в течение 10 мин при комнатной температуре. Осадок ресуспендировали в 10–
15 мл среды для культивирования МСК. Подсчет клеток производили по стандартной методике 
с уксусной кислотой, подкрашенной метиленовым синим. Жизнеспособность клеток оценивали 
по общепринятой методике по исключению трипанового синего. Клеточную суспензию дово-
дили средой для культивирования МСК до посевной концентрации и высевали в культуральные 
флаконы. Через 24–48 ч инкубации (37 °С, 5 % СО2, 90 % влажности) не адгезировавшиеся к по- % влажности) не адгезировавшиеся к по-% влажности) не адгезировавшиеся к по-
верхности флакона клетки смывали стерильным PBS и заполняли флаконы специализированной 
средой для культивирования МСК. Замену среды в объеме 1/2 от первоначального производили 
каждые 3–4 дня до достижения клетками 70–80 % конфлюэнтности.

Для совместного культивирования МСК и изолированных клеток печени МСК предварительно 
высевали в культуральные флаконы в количестве 5∙103 клеток/см2 и культивировали до достижения 70–
80 % конфлюэнтности. После этого в культуру МСК добавляли только что выделенные гепатоциты 
в концентрации 1,5 млн/мл. Совместное культивирование проводили в среде IMDM (Invitrogen 
Corp., С�А), содержащей 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 1 % L-глутамина, 1 % рас-., С�А), содержащей 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 1 % L-глутамина, 1 % рас- % эмбриональной телячьей сыворотки, 1 % L-глутамина, 1 % рас-% эмбриональной телячьей сыворотки, 1 % L-глутамина, 1 % рас- % L-глутамина, 1 % рас-% L-глутамина, 1 % рас-L-глутамина, 1 % рас--глутамина, 1 % рас-
твора антибиотиков. Среду меняли каждые 24 ч, проводили сбор супернатантов и их заморозку 
при –80 ºС для последующего анализа. Культуры МСК и изолированных гепатоцитов использо- ºС для последующего анализа. Культуры МСК и изолированных гепатоцитов использо-ºС для последующего анализа. Культуры МСК и изолированных гепатоцитов использо-
вали в качестве контролей.

Для статистической обработки применяли пакеты программ Statistica 6.0 (непараметриче-Statistica 6.0 (непараметриче- 6.0 (непараметриче-
ские методы) и Excel 2007.

Результаты и их обсуждение. Фракцию мононуклеарных клеток выделяли по ранее разра-
ботанному модифицированному протоколу с использованием экстракорпоральной механиче-
ской обработки жировой ткани (ЖТ). Для всех образцов МСК, выделенных из жировой ткани,  
в процессе культивирования проанализирована экспрессия маркеров клеточной поверхности ме-
тодом проточной цитофлуориметрии для подтверждения принадлежности клеток к мезенхи-
мальным стволовым. Для иммунофенотипирования МСК ЖТ выбран спектр маркеров, наиболее 
часто экспрессируемых на стромальных стволовых клетках: CD90, CD105, CD13, CD44, CD45, 
CD73, CD34, CD54, CD29, CD9. МСК ЖТ образцов, описанных ниже, характеризовались ста-
бильно высокими уровнями стромально-ассоциированных маркеров (CD90, CD105, CD13, CD44, 
CD73, CD29, CD9) и низким уровнем СD34. Исследуемые клетки были негативны по маркерам 
CD45 и HLA-DR.

Для изучения совместного культивирования гепатоцитов и МСК использовали 9 образцов 
печени, полученных в процессе мультиорганного забора, и 2 образца – после операции по резек-
ции фрагмента печени.
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Морфологический анализ клеточных культур гепатоцитов проводили через 18 ч после их вы-
деления, определяли наличие клеток, по морфологии которых можно судить о принадлежности 
их к популяции гепатоцитов. Через 72 ч количество клеток данной популяции снижалось, а к 7-м 
суткам наблюдалась полная утрата свойств клеток печени, что подтверждено данными иммуно-
фенотипического анализа. 

Метаболическую активность выделенных гепатоцитов оценивали методом количественного 
колориметрического анализа уровня продукции мочевины в клеточном супернатанте на 1, 3, 7  
и 10-е сутки после процедуры изоляции клеток печени. Наличие мочевины в культуральной сре-
де, наряду с морфологическими характеристиками, свидетельствовало о принадлежности выде-
ленных клеток к гепатоцитам, а постепенное уменьшение концентрации данного продукта жиз-
недеятельности клеток в образце – о снижении метаболической активности гепатоцитов. Это 
соответствовало результатам иммунофенотипического и морфологического анализа и данным 
многочисленных литературных источников. Большинство образцов имели схожий уровень про-
дукции мочевины с тенденцией к его увеличению на 10-е сутки культивирования, что может 
свидетельствовать о постепенной гибели клеток и выделении продуктов их распада.

Использование МСК в качестве подложки для культивирования является одним из новей-
ших подходов в получении клеточного трансплантата клеток печени. Проведено исследование 
по влиянию МСК на полученный трансплантат гепатоцитов путем создания сложных совмест-
ных культур. Для культивирования совместных культур использовалось два вида подложки:  
1) дифференцированные в гепатогенном направлении мезенхимальные клетки; 2) достигшие 
монослоя культуры МСК.

Культивирование изолированных из печени гепатоцитов на монослое МСК позволяет решить 
проблему, связанную с чрезмерной адгезией полученных клеток ко дну обычных культураль-
ных флаконов. Процесс «снятия» гепатоцитов со дна адгезивных флаконов без подложки трудо-
емок, требует использования специальных ферментов (диспазы или акутазы) и длительной ин-
кубации в энзимном растворе, что приводит к частичной утрате свойств этих клеток. 

На подготовительном этапе необходимо получение культуры МСК (размораживание ранее 
банкированного клеточного трансплантата либо использование образца МСК, находящегося  
в процессе культивирования). В эксперименте с применением культуры дифференцированных  
в гепатогенном направлении МСК отбирались образцы, соответствующие как первому, так и вто-
рому этапу протокола дифференцировки (рис. 1, а, b).

Рис. 1. Совместное культивирование изолированных клеток печени и МСК:  а – изолированные клетки печени об-
разца № 3 и МСК ЖТ (пассаж 3) в культуре через 10 cут после изоляции; b –  изолированные клетки печени и МСК ЖТ 

(пассаж 2) (дифференцировка: шаг 1, 7-е сутки) в культуре через 3 cут после изоляции. ×100, фазовый контраст
Fig. 1. Co-culture of isolated liver cells and MSCs: a – isolated liver cells of sample No. 3 and MSC AT (passage 3) in culture 
in 10 days before, after isolation; b – isolated liver cells and MSCs AT (passage 2) (differentiation: step 1, day 7) in the culture 

in 3 days after isolation. × 100, phase contrast
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Трипсинизация совместной культуры протекала по стандартной методике, применяемой для 
получения клеточного трансплантата МСК, что позволяло повысить жизнеспособность гепато-
цитов путем снижения времени агрессивного воздействия фермента. 

Кроме изучения морфологических характеристик исследован уровень секреторной активно-
сти изолированных гепатоцитов (n = 11), совместных культур МСК + гепатоциты (n = 11). Уровни 
протеинов, секретируемых выделенными клетками печени, определены на приборе для мульти-
плексного анализа Luminex 200TM. Концентрация белков – AFP, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL6, 
FABP, FGF-19, FGF-21, FGF-23 и HGF – измерена в 76 пробах.

Для анализа полученных данных применяли непараметрический метод Манна–Уитни 
(STATISTICA 6.0). Установлены статистически значимые различия по секреторной активности 
ANGPTL4 (р = 0,003) и HGF (р = 0,005) (рис. 2, 3). По уровню секреции альфа-фетопротеина не 
установлено статистически достоверных различий (р > 0,05) между группами (значения медиан 
представлены в таблице).

Уровень секретируемых белков в образцах изолированных гепатоцитов  
и в совместных культурах мезенхимальных стволовых клеток и гепатоцитов

The level of secreted proteins in isolated hepatocytes samples  
and in co-cultures of mesenchymal stem cells and hepatocytes

Клетки ANGPTL4, нг/мл HGF, нг/мл AFP, нг/мл

Гепатоциты 3,86 (2,00; 24,40) 0,23 (0,14; 0,34) 0,25 (0,08; 0,64)
МСК + гепатоциты 14,28 (7,71; 71,33) 0,36 (0,23; 0,94) 0,26 (0,07; 2,50)

Полученные результаты свидетельствуют о положительном влиянии МСК на уровень секре-
ции протеинов печени и о поддержании функциональных и метаболических свойств изолиро-
ванных гепатоцитов. 

Изучено влияние микроокружения гепатоцитов, находящихся в культуре на МСК (измене-
ние метаболической активности, иммунофенотипических характеристик). По изменению уровня 
генной экспрессии альфа-фетопротеина, цитохрома (CYP2E1, CYP3A4) проанализирована спо-альфа-фетопротеина, цитохрома (CYP2E1, CYP3A4) проанализирована спо- (CYP2E1, CYP3A4) проанализирована спо-CYP2E1, CYP3A4) проанализирована спо-2E1, CYP3A4) проанализирована спо-E1, CYP3A4) проанализирована спо-1, CYP3A4) проанализирована спо-CYP3A4) проанализирована спо-3A4) проанализирована спо-A4) проанализирована спо-4) проанализирована спо-
собность МСК дифференцироваться в гепатогенном направлении.

Совместное культивирование МСК ЖТ и клеток печени способствовало сохранению клеточ-
ного трансплантата в течение определенного периода времени в сравнении с монокультурой 

Рис. 2. Уровень секреторной активности HGF изо-HGF изо- изо-
лированных гепатоцитов (n = 11) и культур МСК + 

гепатоциты (n = 11) (р < 0,005)
Fig. 2. The level of the HGF secretory activity of iso-
lated hepatocytes (n = 11) and co-cultures of MSCs + 

hepatocytes (n = 11) (p < 0.005)

Рис. 3. Уровень секреторной активности ANGPTL4 изоли-ANGPTL4 изоли-4 изоли-
рованных гепатоцитов (n = 11) и культур МСК + гепатоци-

ты (n = 11) (р < 0,003)
Fig. 3. The level of the secretory activity of ANGPTL4 of iso-
lated hepatocytes (n = 11) co-cultures of MSCs + hepatocytes 

(n = 11) (p < 0.003)
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гепатоцитов. Это достигается за счет снижения гибели клеток (в частности, апоптоза гепатоци-
тов) и повышения их выживаемости. Предположительно это обусловлено паракриновыми факто-
рами, вырабатываемыми МСК под действием гепатоцитов.

Ранее проведенные исследования показали, что выделенные из костного мозга МСК оказы-
вают защитное действие на гепатоциты грызунов in vitro и in vivo. Группой исследователей под 
руководством Исода установлено, что эти клетки поддерживают функцию гепатоцитов путем 
секреции IL-6, отвечающего за усиление продукции мочевины при сохранении концентрации 
альбумина на прежнем уровне [9]. Результаты трансплантации мышам человеческих гепатоци-
тов, культивированных совместно с МСК костного мозга, проведенной другой научной группой 
во главе с Махаджерани, показали улучшение приживления по сравнению с монокультурой кле-
ток печени [10]. МСК, как известно, являются структурной опорой для клеток организма и обла-
дают антиапоптическим, иммуномодулирующим действием. Кроме того, изучение совместного 
культивирования МСК костного мозга, гепатоцитов крысы и лимфоцитов человека показало, 
что присутствие лимфоцитов в совместной культуре влияет на функциональную активность ге-
патоцитов и развитие противовоспалительного ответа [11]. Данный эффект является результа-
том запуска комбинированного ответа, опосредованного межклеточными контактами и раство-
римыми факторами (факторы роста, цитокины внеклеточного матрикса) [12].

Таким образом, вспомогательная роль МСК особенно перспективна в контексте клеточной 
трансплантации при острой ПН. Трансплантация гепатоцитов может выступать в роли моста 
для регенерации родной печени либо поддерживающей терапии у пациентов в предтранспланта-
ционном периоде, обеспечивая достаточное время для поиска подходящего органа. Имеются 
данные, что МСК могут служить потенциальной альтернативой трансплантации гепатоцитов 
при острой ПН. Несмотря на способность МСК ускорять процесс восстановления печени, они не 
всегда способны обеспечить поддержание ее функций на необходимом уровне. Совместная 
трансплантация МСК и гепатоцитов при острой ПН может не только обеспечивать поддержку 
печени, но и оказывать противовоспалительное действие.

Выводы

1. Метод культивирования выделенных из печени гепатоцитов не обеспечивает увеличения 
количества клеток и приводит к снижению их жизнеспособности с 98 (96–100) % на 1-е сутки  
до 15 (10–28) % на 7-е сутки. Синтез секреторных белков печени HGF (p = 0,005) и ANGPTL4 
(р < 0,003) свидетельствует о возможности использования МСК в качестве подложки для под-
держания функциональных свойств изолированных гепатоцитов в процессе их культивирования. 

2. Совместная трансплантация МСК и гепатоцитов в качестве клеточной терапии при острой 
ПН не только обеспечивает поддержку печени, но и оказывает противовоспалительное действие.

3. Впервые дана оценка применения МСК, дифференцированных в гепатогенном направле-
нии, в процессе совместного культивирования с изолированными гепатоцитами с целью поддер-
жания их жизнеспособности и функциональной активности.
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РОЛЬ КЛЕТОК КУПФЕРА И L-АРГИНИН-NO СИСТЕМЫ  
В ПРОЦЕССАХ ДЕТОКСИКАЦИИ И РАЗВИТИИ ОКСИДАТИВНОГО СТРЕССА  

У КРЫС ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ АЛКОГОЛИЗАЦИИ

В опытах на крысах показано, что хроническая этаноловая интоксикация сопровождается активацией клеток 
Купфера, угнетением процессов детоксикации, увеличением содержания продуктов перекисного окисления липи-
дов в крови и печени и уровня  NO3

–/NO2
– в плазме крови, а также повышением активности аланин- и аспартатамино-

трансфераз. Угнетение активности купферовских клеток гадолиния хлоридом, как и депрессия NO-синтазы метило-
вым эфиром NG-нитро-L-аргинина, ослабляет токсическое действие этанола на печень, а также развитие характер-
ных изменений в процессах перекисного окисления липидов, детоксикации, уровня NO3

–/NO2
–, активности аланин-  

и аспартатаминотрансфераз в плазме крови и температуры тела при хронической алкоголизации крыс. Активность 
клеток Купфера, L-аргинин-NO системы и процессов образования монооксида азота являются важными факторами 
в механизмах реализации влияния этанола на детоксикацию и процессы перекисного окисления липидов в печени.

Ключевые слова: клетки Купфера, L-аргинин-NO система, монооксид азота, хроническая этаноловая интоксика-
ция, детоксикация, гадолиния хлорид, перекисное окисление липидов.

F. I. Vismont, V. V. Lobanova

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

ROLE OF THE KUPFFER CELLS AND THE L-ARGININE-NO SYSTEM IN DETOXICATION PROCESSES 
AND OXIDATIVE STRESS IN THE RAT’S LIVER WITHIN CHRONIC ALCOHOLIZATION

In experiments on rats it was shown that chronic ethanol intoxication causes Kupffer cells activation, depression of de-
toxication processes, increase in the content of lipid peroxidation products in blood and liver, the level of NO3

–/NO2
– and the 

activity of alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase in plasma. Inhibition of the activity of Kupffer cells by 
gadolinium chloride, as NO-syntase activity by L-NAME, reduces the toxic effect of ethanol on the liver, as well as the devel-
opment of typical changes in the processes of lipid peroxidation, detoxication, the levels of NO3

–/NO2
–
  in blood plasma in rats 

with chronic alcoholization. The functional state of Kupffer cells and the L-arginine-NO system activity, the nitric oxide 
production is the important factors of realizing the ethanol influence on detoxication and peroxidation processes in the liver.

Keywords: Kupffer cells, L-arginine-NO system, nitric oxide, chronic ethanol intoxication, detoxication, gadolinium 
chloride, lipid peroxidation.

Введение. Одной из актуальнейших проблем современной медицины, имеющей государ-
ственную значимость, является неуклонный рост алкогольной патологии, приводящей к сокра-
щению продолжительности жизни и отрицательно сказывающейся на состоянии здоровья. 

Заболеваемость и смертность при регулярном потреблении алкогольных напитков связана  
с токсическим воздействием этанола  на важнейшие органы человека и в первую очередь на пе-
чень [1].  Многочисленные экспериментальные данные свидетельствуют о том, что токсические 
метаболиты этанола, активация процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ), развитие ок-
сидативного (окислительного) стресса вносят весомый вклад в поражение печени, вызванное 
действием этанола [1, 2].

Степень выраженности цитолитического синдрома, как установлено рядом авторов, напря-
мую связана с реактивностью печеночных макрофагов – клеток Купфера (КК) [3, 4]. Показана 
значимость КК в развитии оксидативного стресса [5–7] и особенно для избыточной продукции 
различных активных цитотоксических веществ, в частности монооксида азота (NO) [4]. В то же 
время малочисленность исследований по выяснению роли КК в механизмах алкогольного по-
вреждения печени свидетельствует лишь о накоплении фактов в подтверждение этого предпо-
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ложения. Данные о влиянии КК и L-аргинин-NO системы, ответственной за образование NO [8], 
на процессы детоксикации и развитие оксидативного стресса при алкогольной интоксикации во-
обще отсутствуют, хотя участие КК и L-аргинин-NO системы в этих процессах вполне законо-
мерно.

Цель работы – выяснить, какую роль играют клетки Купфера и монооксид азота в процессах 
детоксикации и в развитии оксидативного стресса в печени крыс при хронической алкоголизации.

Материалы и методы исследования. Опыты выполнены на 112 взрослых ненаркотизиро-
ванных белых крысах-самцах массой 180–220 г. Рацион крыс состоял из комбикорма КК-92/
ПХЧ-5, количество которого определялось нормами кормления лабораторных животных. 
Питьевой режим соответствовал принципу ad libitum. 

Модель хронической алкогольной интоксикации воспроизводили путем ежедневного интра-
гастрального введения животным 30 %-ного раствора этанола (из расчета 3,5 г 92 %-ного этано-
ла на 1 кг массы) в течение 60 сут. Селективную депрессию КК вызывали путем введения вну-
трибрюшинно водного раствора гадолиния хлорида – GdCl3 (Sigma, С�А) в дозе 10 мг/кг [7, 9]. 
Для выяснения роли NO в процессах детоксикации и развитии оксидативного стресса при этано-
ловой интоксикации использовали неселективный блокатор NO-синтазы – метиловый эфир NG-
нитро-L-аргинина (L-NAME). L-NAME (Sigma, С�А) вводили крысам внутрибрюшинно в дозе 
25 мг/кг.  Продукцию NO оценивали по суммарному уровню в плазме крови нитратов/нитритов 
(NO3

–/NO2
–) [10]. 

В связи с тем, что в литературе имеются данные о том, что у животных в течение суток про-
исходят значительные колебания уровня ряда гормонов и биогенных аминов в крови, которые 
сопровождаются изменениями в энергетическом и пластическом обмене, опыты проводили  
в строго определенное время (с 8 до 12 ч утра).

О детоксикационной функции печени, степени эндогенной интоксикации судили по продол-
жительности наркотического сна (ПНС), степени токсичности крови (СТК) и содержанию  
в плазме крови «средних молекул» (СМ), о ПНС (гексенал 100 мг/кг, внутрибрюшинно) – по вре-
мени нахождения животных в положении на боку. Для определения содержания в крови СМ ис-
пользовали метод кислотно-этанольного осаждения, разработанный В. М. Моиным и соавт. [11], 
для оценки СТК – способ, предложенный О. А. Радьковой и соавт. [12]. Активность аланинами-
нотрансферазы (АлАТ) и аспартатаминотрансферазы (АсАТ) в плазме крови определяли с по- 
мощью динитрофенилгидразинового метода, концентрацию общего белка и альбуминов в плаз-
ме – с использованием рефрактометрического метода.

Активность процессов ПОЛ в крови и печени оценивали по содержанию в них таких продук-
тов, как малоновый диальдегид (МДА), диеновые конъюгаты (ДК), основания �иффа (О�). 
Концентрацию МДА, ДК и О� определяли спектрофотометрическим методом M. Mihára,  
M. Uchiyаma [13], В. А. Костюка [14] и B. L. Fletcher с соавт. [15] соответственно. 

Ректальную температуру измеряли электротермометром ТПЭМ-1. Забор крови и ткани пече-
ни для исследований производили сразу же после декапитации животных. Декапитацию произ-
водили через 1 ч после последнего введения этанола (опыт) или физраствора (контроль). 

 Все эксперименты выполнены в соответствии с этическими нормами обращения с лабора-
торными животными, а также с требованиями Директивы Европейского этического комитета 
86/609/ЕЕС от 24.11.1986 г. и «Европейской конвенции по защите позвоночных животных, исполь-
зуемых в экспериментах и иных научных целях» от 18.03.1986 г. и ТКП 125-2008 «Надлежащая 
лабораторная практика», утвержденными постановлением Министерства здравоохранения Рес-
публики Беларусь (№ 56 от 28.03.2008 г.).

Для статистической обработки полученных данных использовали пакеты прикладного про-
граммного обеспечения Statsoft (С�А) – Statistica 8.0, Microsoft Office Excell 2000, Graph Pad 
Prism4. Анализ выявленных в двух независимых группах различий между количественными по-
казателями, распределение которых статистически значимо не отличалось от нормального,  про-
водили с помощью t-критерия Стьюдента в модификации Уэлча (Welch’s test). Количественные 
показатели представлены в виде среднего арифметического и стандартной ошибки среднего  
( Х ± Sx), качественные – в виде относительных величин. Различия между экспериментальными 
группами считали достоверными при р < 0,05.
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Результаты и их обсуждение. Установлено, что в условиях хронической этаноловой инток-
сикации у крыс угнетаются процессы детоксикации, снижаются температура тела, концентра-
ция общего белка и альбуминов, повышаются уровень NO3

–/NO2
–, активность АлАТ и АсАТ  

в плазме крови, а также активируются процессы ПОЛ в крови и печени. Смертность животных 
через 60 сут ежедневного интрагастрального введения этанола составила 14 %. 

Так, через 60 сут после ежедневного введения в желудок этанола ректальная температура  
у животных (n = 20) снизилась на 1,1 ± 0,14 оС (р < 0,05). При этом концентрация СМ в плазме 
крови крыс (n = 10) увеличилась на 38,5 % (р < 0,05), а СТК (n = 10) была на 57,8 % выше (р < 0,05), 
чем в контроле (через 60 сут после ежедневного интрагастрального введения физраствора). ПНС 
после хронической затравки этанолом возросла на 24,5 % по сравнению с таковой у животных 
контрольной группы (р < 0,05, n = 7). Содержание СМ в плазме крови, СТК и ПНС в контроле 
(ежедневное интрагастральное введение физраствора в течение 2 мес., n = 10) составили соответ-
ственно 0,69 ± 0,012 г/л, 1,3 ± 0,11 ед. и 27,8 ± 3,22 мин.

Опыты показали, что хроническая алкоголизация крыс (n = 8) приводит к снижению концен-
трации общего белка в плазме крови до 56,6 ± 1,5 г/л (на 12,2 %, р < 0,05). Содержание альбуми-
нов у животных снизилось до 13,5 ± 1,1 г/л (на 28,7 %, р < 0,05). Активность АлАТ и АсАТ, важ-
нейших показателей тяжести поражения печени, в крови алкоголизированных животных повы-
силась на 488,5 и 196,3 % по сравнению с контролем (р < 0,05) и составила 2,71 ± 0,13 и 1,77 ±  
0,16 мккат/л соответственно.

Обнаружено, что действие этанола в организме животных в течение 60 сут сопровождается 
повышением в плазме крови уровней ДК, МДА и О� на 39,3 % (р < 0,05, n = 7), 58,5 % (р < 0,05, 
n = 8) и 50,8 % (р < 0,05, n = 7) соответственно. В печени содержание ДК возросло на 29,3 % 
(р < 0,05, n = 7), МДА – на 36,5 % (р < 0,05, n = 7), О� – на 23,3 % (р < 0,05, n = 7). У крыс кон-
трольной группы (физраствор интрагастрально ежедневно в течение 60 сут, n = 8) содержа- 
ние ДК, МДА и О� в плазме крови составило соответственно 0,59 ± 0,051 D233/мл, 0,71 ±  
0,058 мкМоль/мл и 5,4 ± 0,52 ЕД/мл, а в печени – 14,5 ± 1,38 D233/г ткани, 17,1 ± 0,71 мкМоль/г тка-
ни и 136,4 ± 13,5 ЕД/г ткани.

Выявлено, что в условиях хронической этаноловой интоксикации у животных изменяется  
в плазме крови концентрация NO3

–/NO2
– – конечных продуктов деградации NO [8, 10]. Интра-

гастральное введение этанола через 60 сут алкоголизации приводило к повышению уровня  
NO3

–/NO2
– в плазме крови крыс (n = 8) до 11,02 ± 1,34 мкМоль/л (на 79,1 %, р < 0,05).

Действие GdCl3 (10 мг/кг внутрибрюшинно 1 раз в неделю в течение 60 сут) достоверно не 
сказывалось на показателях детоксикации, содержании продуктов ПОЛ в плазме крови  
и печени, а также на активности АлАТ и АсАТ плазмы крови животных (n = 8). У крыс контроль-
ной группы (n = 7), получавших интрагастрально 1 раз в неделю физраствор в течение 60 сут, 
активность АлАТ и АсАТ в плазме крови составляла соответственно 0,56 ± 0,04 и 0,69 ±  
0,05 мккат/л, а у животных опытной группы (n = 8), получавших 1 раз в неделю внутрибрюшин-
но водный раствор GdCl3 в течение 60 сут, – 0,49 ± 0,01 и 0,63 ± 0,03 мккат/л соответственно. 

Опыты показали, что хроническая алкогольная интоксикация у крыс, которым предвари-
тельно, за 12 ч до интрагастрального введения этанола, вводили 1 раз в неделю в течение 60 сут 
внутрибрюшинно ингибитор КК GdCl3 (10 мг/кг), сопровождается менее выраженными измене-
ниями в процессах детоксикации и содержания продуктов ПОЛ в крови и печени животных (см. 
рисунок), а также менее значимым повышением в плазме крови уровней АлАТ, АсАТ, NO3

–/NO2
– 

и температуры тела. 
Так, концентрация ДК в печени опытных животных (n = 8) была на 49,2 % (р < 0,05), а в плаз-

ме крови (n = 8) – на 35,5 % (р < 0,05) меньше, чем у животных контрольной группы (n = 8) после 
внутрибрюшинного введения физраствора и хронической алкоголизации. Содержание МДА  
в печени в этих условиях было меньше на 24,1 % (р < 0,05), а в плазме крови – на 29,7 % (р < 0,05). 
Уровень О� в печени и в плазме крови был ниже на 52,2 и 34,1 % соответственно (р < 0,05). 

Установлено, что в результате ежедневного интрагастрального введения 30 %-ного раствора 
этанола в течение 60 сут уровень СМ в плазме крови и степень ее токсичности у крыс, которым  
1 раз в неделю в течение 2 мес. предварительно (за 12 ч до введения этанола) внутрибрюшинно 
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вводили раствор GdCl3 (10 мг/кг), были ниже 
по сравнению с контрольными (этанол интра-
гастрально ежедневно (n = 8) и физраствор вну-
трибрюшинно 1 раз в неделю (n = 8) в течение  
60 сут) на 25,2 и 28,5 % соответственно (р < 0,05). 
ПНС (гексенал 100 мг/кг внутрибрюшинно)  
у крыс в условиях опыта уменьшалась по 
сравнению с аналогичным показателем у жи-
вотных контрольной группы (n = 9) на 27,1 % 
(р < 0,05). Содержание СМ в плазме крови, 
СТК и ПНС у крыс (n = 8) в контроле (этанол 
интрагастрально ежедневно и физраствор 
внутрибрюшинно 1 раз в неделю в течение  
60 сут) составили 1,13 ± 0,029 г/л, 2,8 ± 0,32 ед. 
и 35,2 ± 3,68 мин соответственно.

Активность АлАТ, АсАТ и уровень NO3
–/

NO2
– в плазме крови у опытных животных 

(n = 8) по сравнению с контрольными (внутри-
брюшинное введение физраствора и хрониче-
ская алкоголизация) были ниже на 65,5; 42,3  
и 45,8 % (р < 0,05) и составляли 1,21 ±  
0,05 мккат/л, 1,07 ± 0,10 мккат/л и 5,05 ±  
0,53 мкМоль/л соответственно, а температура 
тела снизилась на 0,5 ± 0,12 оС (р < 0,05). 

Выявлено, что действие ингибитора NO-синтазы L-NAME (ежедневное внутрибрюшинное 
введение в течение 60 сут) в дозе 25 мг/кг (дозе, не влияющей на температуру тела) не приводит 
к достоверному изменению содержания основных продуктов ПОЛ в крови и печени.

Установлено, что действие этанола в условиях предварительной (за 30 мин до итрагастраль-
ного введения этанола в течение 60 сут) инъекции L-NAME в организм животных ведет к менее 
выраженному угнетению процессов детоксикации, чем у животных контрольной группы. ПНС, 
уровень СМ в плазме крови и СТК у опытных крыс (n = 9), подвергшихся хронической алкоголи-
зации, по сравнению с животными контрольной группы (внутрибрюшинное введение физра-
створа и хроническая алкоголизация) были ниже на 27,1; 48,3 и 24,2 % соответственно (р < 0,05), 
а содержание альбумина и общего белка – выше на 19,3 и 12,7 % (р < 0,05). Активность АлАТ  
и АсАТ плазмы крови у крыс, подвергшихся хронической алкоголизации в условиях действия  
в их организме ингибитора NO-синтазы, по сравнению с таковой у животных контрольной груп-
пы была ниже соответственно на 37,5 % (р < 0,05, n = 7) и 48,8 % (р < 0,05, n = 7), а содержание 
NO3

–/NO2
– – на 39,1 % (р < 0,05, n = 7).

Обнаружено, что хроническая этаноловая интоксикация у крыс (n = 9), предварительно полу-
чивших L-NAME, по сравнению с таковой у животных контрольной группы приводит к умень-
шению количества ДК в печени на 39,2 % (р < 0,05), а в плазме крови – на 28,6 % (р < 0,05). 
Концентрация МДА в печени в этих условиях снижалась на 27,6 % (р < 0,05), в плазме крови – на 
30,3 % (р < 0,05). Уровень О� снижался в печени и в плазме крови соответственно на 50,5 % 
(р < 0,05) и 36,7 % (р < 0,05). 

Выявленные особенности изменений детоксикационной функции печени, процессов ПОЛ  
в крови и печени, а также уровня NO3

–/NO2
– в плазме крови при хронической алкоголизации  

в условиях функциональной недостаточности КК дают основание заключить, что активность КК 
определяет выраженность процессов детоксикации и оксидативного стресса при хронической эта-
ноловой интоксикации. Учитывая, что как депрессия КК GdCl3, так и угнетение NO-синтазы 
L-NAME ослабляют гепатотоксическое действие этанола, а также то, что последний оказывает 
угнетающее влияние на процессы детоксикации и активность процессов ПОЛ, есть основания 
полагать, что продукция КК NO имеет значение в реализации влияния этанола на процессы де-
токсикации и ПОЛ в печени. 

Изменение (в % по отношению к контролю) содержания 
диеновых конъюгатов (ДК), малонового диальдегида (МДА) 
и оснований �иффа (О�) в плазме крови и печени у крыс 
с хронической этаноловой интоксикацией в условиях де-
прессии клеток Купфера (GdCl3). 

* – изменения достовер-
ны (р < 0,05) по отношению к контролю (GdCl3 10 мг/кг 
внутрибрюшинно 1 раз в неделю и физраствор интрага-

стрально ежедневно в течение 60 сут, n = 8)
Changes (in % in relation to control) in the content of diene 
conjugates (DC), malonial dealdehyde (MDA) and bases of 
Shiff (BS) in the plasma of blood and liver of rats suffering 
from choronic ethanol intoxication under the depression con-
ditions of Kuffer cells (GdCl3). 

* – the changes are reliable 
(р < 0.05) in relation to control (GdCl3 10 mg/kg intraperito-
neally one a week and saline intragastrally every day during 

60 days, n = 8)
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Выводы

1. Хроническая этаноловая интоксикация сопровождается у крыс активацией клеток Куп-
фера, L-аргинин-NO системы, угнетением процессов детоксикации, повышением содержания  
в крови и печени продуктов перекисного окисления липидов, а в плазме крови – уровня NO3

–/
NO2

–, активности аланин- и аспартатаминотрансфераз.
2. Угнетение активности клеток Купфера хлоридом гадолиния, как и депрессия NO-синтазы 

L-NAME, ослабляют токсическое действие этанола на печень и развитие характерных измене--NAME, ослабляют токсическое действие этанола на печень и развитие характерных измене-NAME, ослабляют токсическое действие этанола на печень и развитие характерных измене-, ослабляют токсическое действие этанола на печень и развитие характерных измене-
ний в процессах перекисного окисления липидов, детоксикации, уровня NO3

–/NO2
–, активности 

аланин- и аспартатаминотрансфераз в плазме крови и температуры тела при хронической алко-
голизации крыс.

3. Активность клеток Купфера, L-аргинин-NO системы и процессов образования NO играют 
существенную роль в механизмах реализации влияния этанола на процессы ПОЛ и детоксика-
ции в печени у крыс.
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ХИРУРГИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ ПАЦИЕНТОВ С ПЛОСКОКЛЕТОЧНЫМ РАКОМ 
ОРОФАРИНГЕАЛЬНОЙ ОБЛАСТИ

Рак слизистой оболочки полости рта среди злокачественных новообразований занимает 6-е место по распро-
страненности во всем мире. Зарубежные онкологи отдают предпочтение комбинированному методу лечения рака 
орофарингеальной области, при котором ведущая роль отводится оперативному вмешательству. В работе представ-
лены результаты хирургического лечения 177 пациентов с локализацией рака в орофарингеальной области. Объем 
хирургической резекции зависел от локализации и распространенности рака на слизистой оболочке языка, дна по-
лости рта и ротовой части глотки. В зависимости от объема выполненных резекций обследуемые были разделены на 
две группы: контрольную (95 пациентов, которым производили эндооральные резекции в пределах одной–двух ана-
томических структур) и основную (82 пациента, которым производили расширенные резекции в пределах не менее 
трех анатомических зон).

 Обширные пострезекционные дефекты сопровождались нарушением жизненно важных функций: дыхания, 
речи, жевания, глотания. Вследствие нарушения функций травмировалась психика пациентов, что приводило к вы-
раженной социальной дезадаптации и зачастую было причиной отказа от хирургического лечения. Образовавшиеся 
пострезекционные дефекты, не совместимые с жизнью, являлись абсолютным показанием к выполнению одномо-
ментных реконструктивных операций.   До и после хирургического лечения у всех пациентов оценены функции 
темпа речи и глотания. 

Ключевые слова: орофарингеальный рак, хирургическое лечение рака орофарингеальной области, оценка речи  
и глотания после хирургического лечения. 
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 SURGICAL TREATMENT OF PATIENTS WITH SQUAMOUS CELL CARCINOMA  
OF THE  OROPHARYNGEAL AREA

Cancer of the mucous membrane of the oral cavity takes the 6th place in the prevalence among malignant neoplasms in 
the world. Foreign oncologists prefer a combined method in treatment of the cancer of the oropharyngeal area, in which the 
leading role is given to surgery. 

The work presents the results of surgical treatment of 177 patients with localized cancer in the oropharyngeal area. The 
volume of surgical resection depended on the location and prevalence of cancer in the periglottis, the mouth floor and 
oropharynx. Depending on the volume of resection, the patients were divided into two groups: the control group consisted of 
95 patients who underwent endoral resection within one or two anatomical structures; the main group consisted of 82 patients 
who underwent extended resection with simultaneous reconstructive surgery within no less than three anatomical areas. 

Wherein the vast postresectional defects are formed, which are accompanied by the disorder of such vital functions as 
respiration, speech, chewing, and swallowing. Following the disorder of these functions, the mentality of patients is injured, 
resulting in social maladjustment that often becomes the reason for their refusal from surgery. Formed postresectional defects, 
which are incompatible with life, are an absolute indication for momentary reconstructive surgery.

Before and after surgical treatment, speech and swallowing function rates were measured in all the patients.
Keywords: cancer oropharynx, surgical treatment of cancer oropharynx, effects of speech and swallowing after surgical 

treatment.

Введение. Рак слизистой оболочки полости рта среди злокачественных новообразований за-
нимает 6-е место по распространенности во всем мире [1]. В структуре общей онкологической 
заболеваемости в Беларуси удельный вес злокачественных опухолей полости рта составляет 
© Татчихин В. В., Залуцкий И. В., Аничкин В. В., 2017
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25 %, рак языка – 19,4 % [2]. Не смотря на то что рак слизистой оболочки языка и полости рта от-
носится к визуальной форме новообразований, III и IV стадии заболевания выявляются у 60–
70 % пациентов [3, 4]. Пик заболеваемости приходится на возраст 55–64 года, однако высокую 
долю среди заболевших (54,6 %) составляют лица трудоспособного возраста [2]. Одногодичная 
летальность от опухолей орофарингеальной локализации в 2013 г. составила 36,6 % [2]. 

Зарубежные онкологи отдают предпочтение комбинированному ме тоду лечения рака орофа-
рингеальной области, при котором ведущая роль отводится оперативному вмешательству [3, 4].  
В зависимости от локализации и распространенности рака в орофарингеальной области выделя-
ют внутриротовые и расширенные резекции пораженного органа [3–5]. Эндооральные резекции 
вы полняют в пределах одной–двух анатомических структур, расширенные – в пределах не ме-
нее трех анатомических зон. При этом образуются обширные пострезекционные дефекты, что 
сопровождается нарушением жизненно важных функций: дыхания, речи, жевания, глотания  
[1, 3–5]. Вследствие нарушения функций травмируется психика пациентов, что приводит к вы-
раженной социальной дезадаптации и зачастую является причиной отказа от хирургического 
лечения [6]. Обра зовавшиеся пострезекционные дефекты, не совместимые с жизнью, являются 
абсолютным показанием к выполнению одномоментных реконструктивных операций [7].

Существенным шагом в развитии пластической хирургии в первой половине XX в. явилось 
применение мигрирующего стебля Филатова. Однако важным недостатком реконструкции с по-
мощью Филатовского стебля являлась длительность, многоэтапность пластической операции  
и отсутствие возможности устранять дефекты, различающиеся по площади и объему [8]. При-
менение методов пластики местными лоскутами, выкроенными с учетом регионарного крово- 
обращения, сопровождалось неудачами в 66,7 % случаев [8]. Возможности реконструктивно-вос-
становительной хирургии значительно расширились после разработки способов пластики с ис-
пользованием сложных лоскутов с осевым типом кровообращения или их аутотрансплантации  
с применением микрохирургической техники [9, 10]. Выбор донорской зоны для реконструкции 
пострезекционного дефекта является важным направлением в пластической хирургии, посколь-
ку определяет положительные клинические результаты [11].

Таким образом, отсутствие единого мнения в вопросе использования разнообразных донор-
ских тканевых комплексов в зависимости от локализации, размера и типа пострезекционных де-
фектов для восстановления функций глотания и речи послужило основанием для разработки 
новых методик восстановительных операций у данной категории пациентов.

Цель исследования – разработка методик для улучшения функциональных результатов хи-
рургического лечения пациентов с плоскоклеточным раком в орофарингеальной области.

 Материалы и методы исследования. Проведен анализ результатов хирургического вмеша-
тельства у 177 пациентов (161 мужчина, 16 женщин; возраст от 34 до 70 лет, медиана возраста – 
55 (48; 62) лет), находившихся на лечении в отделении опухоли головы и шеи Гомельского об-
ластного клинического онкологического диспансера с 1994 по 2015 г. У всех пациентов морфоло-
гическая структура опухоли – плоскоклеточный рак. 

Все пациенты были разделены на две группы. В контрольную группу вошли 95 (53,6 %) па-
циентов, из числа которых в зависимости от объема выполненных им внутриротовых резекций 
было сформировано три подгруппы для анализа проведенного лечения. В первой подгруппе при 
локализации опухоли в передней трети языка 5 (5,2 %) пациентам выполняли V-образную резек-
цию передней трети языка с одномоментной глоссопластикой слизисто-мышечными лоскутами 
[5, 12]. Во второй подгруппе при локализации опухоли на боковой поверхности тела языка 54 
(56,8 %) пациентам производили половинную резекцию языка. В третьей подгруппе при локали-
зации опухоли на боковой поверхности тела языка с распространением на дно полости рта 36 
(37,8 %) пациентам производили половинную резекцию тела языка с электрорезекцией дна по-
лости рта.

 В основную группу вошли 82 (46,3 %) пациента, из числа которых в зависимости от локали-
зации и распространенности опухолевого процесса были сформированы четыре подгруппы па-
циентов, которым выполняли расширенную резекцию и одномоментно – реконструктивно-вос-
становительную операцию. Первую подгруппу составил 31 (37,8 %) пациент, у которого опухоль 
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локализовалась во фронтальном отделе дна полости рта и распространялась на переднюю треть 
тела языка, тело нижней челюсти и на кожу подподбородочной области. Пациентам данной под-
группы производили расширенную резекцию в объеме фронтального отдела дна полости рта, 
V-образную резекцию передней трети тела языка, резекцию тела нижней челюсти, а при распро-
странении опухоли на кожу подподбородочной области в блок удаляемых тканей включали уча-
сток кожи подподбородочной области. Выполняли одномоментную глоссопластику [12]. Для 
пластики полости рта использовали кожно-мышечный лоскут, взятый из большой грудной мыш-
цы. При сквозном дефекте кожи подподбородочной области производили реконструкцию по раз-
работанной нами методике [13]. Вторую подгруппу составили 30 (36,5 %) пациентов, у которых 
опухоль локализовалась во фронто-латеральном отделе дна полости рта и распространялась на 
боковую поверхность тела языка и тело нижней челюсти. Выполняли расширенную половин-
ную резекции тела языка, дна полости рта, резекцию тела нижней челюсти. Для реконструкции 
полости рта использовали кожно-мышечный лоскут, взятый из большой грудной мышцы. 
Третью подгруппу составили 17 (20,7 %) пациентов с локализацией опухоли в орофарингеальной 
области и распространенностью опухолевого процесса на тело языка, дно, боковые стенки поло-
сти рта, тело нижней челюсти, ротовую часть глотки. Выполняли расширенную половинную 
резекцию тела языка, дна, боковой стенки полости рта, тела нижней челюсти, ротовой части 
глотки. Реконструкция заключалась в свободной трансплантации кожно-мышечного лучевого 
лоскута с применением микрохирургической техники [14] или в использовании кожно-мышеч-
ного лоскута, взятого из широчайшей мышцы спины. Четвертую подгруппу составили 4 (4,8 %) 
пациента, у которых опухоль локализовалась в области мягких тканей щеки. Расширенную ре-
зекцию мягких тканей щеки и пластику дефекта выполняли с применением микрохирургиче-
ской техники, используя кожно-мышечной лучевой лоскут.

Статистическую обработку материалов работы проводили с помощью программы STATISTICA 6.0. 
Количественные показатели представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение. 
Уровень статистической значимости определен нами как p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение. До и после выполнения хирургического вмешательства с по-
мощью стандартного текста, состоящего из 200 слов, оценивали темп речи пациентов контроль-
ной и основной групп. Пациентам предлагали читать данный текст в течение одной минуты 
(средний темп речи 100–120 слов в минуту считали нормальным) [15].

Из рис. 1 видно, что в первой подгруппе контрольной группы у пациентов с локализацией 
рака в передней трети языка и размере опухоли в пределах T1-2 различий в оценке темпа речи 
нет (р = 0,564). У пациентов второй подгруппы с локализацией рака на боковой поверхности 
тела языка и увеличением размера опухоли в пределах T1-3 темп речи снижался (р = 0,026).  
В третьей подгруппе пациентов с локализацией рака на боковой поверхности тела языка и рас-
пространением его на дно полости рта с увеличением размера опухоли в пределах T1-3 темп 
речи уменьшался (р = 0,034, U-критерий Kruskel–Wallis и Mann–Whitney).

Из рис. 2 видно, что у пациентов первой подгруппы контрольной группы после V-образной 
резекции передней трети языка с глос-
сопластикой статистических различий 
не наблюдалось (р1-6 = 0,068), но имела 
место тенденция к повышению темпа 
речи. У пациентов второй подгруппы 
после гемиглоссэктомии и у пациентов 
третьей подгруппы после гемиглоссэк-
томии с резекцией дна полости рта на-
блюдалось значимое улучшение темпа 
речи (р1-6 < 0,001, метод Friedman и кри-
терий Wilcoxon). Применение методик 
внутриротовых резекций у пациентов 
первой–третьей подгрупп показало зна-
чимые различия между показателями 

Рис. 1. Оценка темпа речи пациентов контрольной группы до опе-
рации в зависимости от локализации и размера опухоли

Fig. 1. Assessment of the speech rate in the patients of the control 
group before surgery depending on the tumor location and size
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темпа речи (р < 0,001), лучший ре-
зультат наблюдался после V-об раз-
ной резекции передней трети тела 
языка с глоссопластикой (U-кри те-
рий Kruskel–Wallis и Mann–Whitney). 

 Из рис. 3 видно, что до операции 
в первой подгруппе основной груп-
пы пациентов с локализацией опу-
холи во фронтальном отделе поло-
сти рта и увеличении размеров опу-
холи в пределах T1-3 наблюдается 
тенденция к снижению темпа речи 
(р1-4 = 0,056). У пациентов второй 
подгруппы с локализацией опухоли 
во фронто-латеральном отделе поло-
сти рта и у пациентов третьей под-
группы с орофарингеальной локали-

зацией опухоли не установлено статистически значимых различий (р > 0,05), но с увеличением 
размеров опухоли в пределах T2-3 наблюдалась тенденция к снижению темпа речи. При сравне-T2-3 наблюдалась тенденция к снижению темпа речи. При сравне-2-3 наблюдалась тенденция к снижению темпа речи. При сравне-
нии показателей темпа речи у пациентов с фронтальной локализацией опухоли и у пациентов  
с фронто-латеральной и орофарингиальной локализацией с размером опухоли в пределах Т2-3 
лучший показатель у пациентов с фронтальной локализацией (р1-3 = 0,003 и р1-3 = 0,016 соответ-
ственно), а у пациентов трех подгрупп с размером опухоли в пределах Т4 различий в темпе речи 
не наблюдалось (р = 0,073, U-критерий Kruskel–Wallis и Mann–Whitney). 

Из рис. 4 видно, что при оценке темпа речи после операции отмечается значимое его улучше-
ние у пациентов всех подгрупп (р1-6 = 0,012, р1-6 = 0,005 и р1-6 = 0,028 соответственно, метод 
Friedman (р < 0,05) и критерий Wilcoxon (р < 0,05)). После применения разных методик расши-
ренных резекций и различных видов пластики темпы речи в первой–третьей подгруппах имели 
значимые различия (р < 0,05). При сравнении показателей пациентов первой подгруппы после 
расширенной резекции передней трети языка с глоссопластикой и пластикой собственно поло-
сти рта кожно-мышечным пекторальным лоскутом, пациентов второй подгруппы после ге-
миглоссэктомии и фронто-латеральной резекции дна полости рта с пластикой дефекта по 
площади полости рта кожно-мышечным пекторальным лоскутом и пациентов третьей под-
группы после расширенной гемиглоссэктомии, рецекции дна и боковых отделов полости 
рта, нижней челюсти, боковой стенки ротовой части глотки на всех этапах наблюдения луч-
ший результат отмечался у пациентов первой подгруппы (p < 0,05, U-критерий Kruskel–
Wallis и Mann–Whitney). 

Функцию акта глотания оце-
нивали рентгенологически и по 
шкале глотания (пища разли-
чалась по качественному соста-
ву: жидкая, мягкая, механиче-
ски мяг кая пища, твердая, волок-
нистая, все типы пищи) [16].

 Результаты оценивали и срав-
нивали по шкале глотания сле-
дующим образом:

сильное нарушение акта гло-
тания, только неоральное корм-
ление;

частично оральное, частич-
но неоральное кормление;

Рис. 2. Оценка темпа речи у пациентов контрольной группы после 
внутриротовых резекций на разных этапах наблюдения

Fig. 2. Assessment of the speech rate in the control group of the patients 
after intraoral resection at different stages of observation

Рис. 3. Оценка темпа речи до операции у пациентов основной группы в за-
висимости от локализации и размера опухоли

Fig. 3. Assessment of the speech rate before surgery in the patients of the main 
group depending on the tumor location and size
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только жидкая диета;
только жидкость и мягкая пища, необходимость «смыва» мягкой пищи жидкостью;
жидкость, только мягкая пища, нет необходимости «смыва» мягкой пищи жидкостью;
жидкость, мягкая пища и механически мягкая пища – начало жевания;
все типы пищи, кроме твердой и волокнистой.
Из рис. 5, 6 видно, что в контрольной группе через 3 мес. после выполнения V-образной резекции 

передней трети языка с глоссопластикой 100 % пациентов стали принимать все типы пищи, а в ос-
новной группе после V-образной резекции передней трети языка с глоссопластикой и пластикой 

Рис. 4. Оценка темпа речи пациентов основной группы после расширенных резекций  
и пластики пострезекционного дефекта 

Fig. 4. Assessment of the speech rate in the patients of the main group after extended resection  
and simultaneous plasty of post-resection defects

Рис. 5. Оценка глотания и тип питания пациентов контрольной группы через 3 мес. после внутриротовых резекций
Fig. 5. Assessment of swallowing and food types in the patients of the control group in 3 months after intraoral resection

Рис. 6. Оценка глотания и тип питания пациентов основной группы через 3 мес. после расширенных резекций и эта-
па реконструктивных операций

Fig. 6. Assessment of swallowing and food types in the patients of the main group in 3 months after extended resections with 
reconstructive surgery
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фронтального отдела собственно дна полости рта кожно-мышечным пекторальным лоскутом 26 % 
пациентов стали принимать жидкую, мягкую, механически мягкую и твердую пищу.

В контрольной группе после выполнения гемиглоссэктомии жидкую, мягкую и механически 
мягкую пищу стали принимать все пациенты. В основной группе после расширенной резекции  
в объеме гемиглоссэктомии и фронто-латеральной резекции дна полости рта с пластикой соб-
ственно дна полости рта кожно-мышечным пекторальным лоскутом на жидкую, мягкую, меха-
нически мягкую и твердую пищу перешли 7 % пациентов.

 В контрольной группе после выполнения гемиглоссэктомии с электрорезекцией дна полости 
рта и в основной группе после расширенной резекции в объеме гемиглоссэктомии, резекции дна 
и боковых отделов полости рта, нижней челюсти, боковой и задней стенки ротоглотки статисти-
чески значимых различий по типу питания (жидкая, мягкая, механически мягкая) не наблюда-
лось (р = 0,358, χ²-критерий Пирсона). Таким образом, все разработанные методики реконструк-
тивных операций восстанавливают функцию глотания. 

 Заключение. Разработанные методики объемной пластики языка, пластики дна полости 
рта, боковой стенки ротоглотки позволяют восстановить анатомическую целостность и добить-
ся приемлемого эффекта реконструкции в орофарингеальной области с учетом типа пострезек-
ционного дефекта. 

Оценка темпа речи пациентов контрольной группы показала, что при применении методик 
внутриротовых резекций имеются значимые улучшения (p1-6 < 0,001), особенно в первой под-
группе после V-образной резекции передней трети языка с глоссопластикой (p = 0,068). После 
расширенных резекций с разработанным нами реконструктивно-восстановительным этапом 
операции улучшение темпа речи отмечалось у пациентов всех подгрупп основной группы 
(p < 0,05). 

Оценка акта глотания через 3 мес. показала, что в контрольной группе первой подгруппы все 
типы пищи принимают 100 % пациентов, в основной группе первой подгруппы – 26 %. В кон-
трольной и основной группах во второй–третьей подгруппах различий по типу питания не на-
блюдалось (p = 0,358).
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ЖИРНОКИСЛОТНОГО СОСТАВА ПЕЧЕНИ КРЫС  
ПРИ ВКЛЮЧЕНИИ В РАЦИОН РАПСОВОГО И ПАЛЬМОВОГО МАСЕЛ

Состав и физико-химические свойства пальмового масла обусловливают его широкое применение в пищевой про-
мышленности при производстве продуктов питания и в качестве замены гидрогенизированных ненасыщенных жиров 
растительного происхождения. Целью настоящей работы было оценить, как присутствие пальмового и рапсового масел  
в диете влияет на абсорбцию и накопление в печени основных насыщенных и ненасыщенных жирных кислот (ЖК),  
а также на уровень транс-ЖК. Экспериментальные животные (крысы, отдельно самцы и самки) были разделены на кон-
трольную группу и группы крыс, получавших рапсовое и пальмовое масла в объеме 5 % от общего жирового содержимо-
го диеты (30 % от суточного рациона). Самки еще одной группы получали увеличенную дозу пальмового масла (10 % от 
жирового рациона). Сравнительная оценка уровня холестерина в плазме крови показала достоверное его увеличение  
в группе крыс, у которых отмечалось большое содержание пальмового масла. Уровень триглицеридов был достоверно по-
вышен у животных всех опытных групп. Спектр жирных кислот в печени дозозависимо отражал жирнокислотный состав 
диеты. При потреблении пальмового масла уменьшалось содержание транс-ЖК по сравнению с таковым в группе контро-
ля и в группе животных, в рационе которых было рапсовое масло. В то же время снижение уровня незаменимой 
а-линоленовой кислоты являлось негативным эффектом пальмового масла.

Ключевые слова: пальмовое масло, рапсовое масло, транс-жирные кислоты, холестерин, печень.
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COMPARISON OF THE LIVER FATTY ACIDS CONTENT IN RATS FED CANOLA  
AND PALM OIL REACH DIET

Due to its low costs and physical and chemical properties the palm oil is the major oil produced and used in food industry. 
We compare the influence of olive and palm oils on the plasma lipid profile and the liver fatty acids content of experimental 
animals (rats). Male and female rats were divided into the control Canola oil (CO) group and the Palm oil (PO) group where 
the control group had 30 % of fat from a daily calorie intake whereas the CO and PO groups substitute 5 % of fat of canola and 
palm oils. Additionally, one female group had 10 % of palm oil substitution of dietary fat (PO2 group). Consumption of these 
diets causes a significant increase in plasma triglycerides in all experimental groups compared to the control group, a total 
cholesterol increase in the PO2 group. The liver fatty acids profile dose-dependently reflects the diet content. Palm oil 
decreases the trans-fatty acids amount compared to the control and CO groups but also decreases the level of essential 
a-linolenic acid which is considered as the negative effect of palm oil.

Keywords: palm oil, canola oil, trans-fatty acids, cholesterol, liver.

Введение. В последние десятилетия пальмовое масло (ПМ) все более широко используется  
в пищевой промышленности в составе кондитерских, кулинарных, хлебопекарных жиров, мар-
гаринов, спредов, а также как компонент детских питательных смесей. Причиной растущей по-
пулярности ПМ являются его ценовая конкурентоспособность и своеобразные физико-химиче-
ские свойства. 

Свойства фракционированного ПМ можно охарактеризовать температурой размягчения: 
обычное масло – 31–38 оС, олеиновое – 19–24, стеариновое – 44–56 оС. При температуре 20 оС со-
держание твердого жира составляет 20–27 %, а при 3–9 оС – 31–87 %. Указанные характеристики 
объясняют заинтересованность технологов пищевой промышленности в широком применении 
ПМ. Для пищевых технологий физико-химические свойства ПМ являются оптимальными в свя-
зи с его полутвердой консистенцией при комнатной температуре, приемлемыми цветовыми  
и органолептическими характеристиками, а также достаточно высоким содержанием антиокси-
дантных факторов (каротиноидов, токотриенолов, фитостеролов и др.).
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Примерно 50 % жирных кислот (ЖК) в ПМ составляют насыщенные кислоты, однако глав-
ной особенностью этого масла является высокое содержание (примерно 87 %) мононенасыщен-
ных (МНЖК) и полиненасыщенных (ПНЖК) кислот во втором стереоспецифическом положе-
нии (sn-2) триглицеридов. При этом значительное количество насыщенных ЖК (НЖК) связано  
в триглицеридах в положениях sn-1 и sn-3. Это обеспечивает быстрое всасывание ненасыщенных 
ЖК из sn-2 положения в тонком кишечнике и затрудняет поступление НЖК в кровоток [1], что 
приближает ПМ по биологическим свойствам к растительным маслам. В частности, преимуще-
ственное всасывание олеиновой кислоты из sn-2 положения при потреблении ПМ оказывает такой 
же позитивный эффект на липидный профиль крови, как и при потреблении оливкового масла [2]. 

Важным фактором, способствующим широкому распространению ПМ в питании является 
возможность его использования вместо жиров, содержащих транс-ЖК. Известно, что увеличе-
ние уровня транс-ЖК приводит к повышению уровня холестерина липопротеинов низкой плот-
ности, снижению содержания холестерина липопротеинов высокой плотности и эндотелиальной 
дисфункции, а также к проявлению провоспалительного эффекта за счет повышения фактора 
некроза опухолей альфа, интерлейкина-6 и С-реактивного белка, что существенно увеличивает 
риск сердечно-сосудистых заболеваний [3]. Замещение гидрированных масел с высоким содер-
жанием транс-ЖК на ПМ в рационах здоровых добровольцев приводило к нормализации выше-
приведенных липидных показателей и маркеров воспаления [4].

Имеющая место дискуссия о безопасности ПМ, его фракций и модифицированных форм 
происходит на фоне давно устоявшихся канонов науки о питании и рекомендаций ВОЗ о рацио-
нализации жирнокислотного компонента пищевых рационов и диетических схем. Состоявшийся 
в Бельгии очередной Европейский симпозиум «Пальмовое масло и здоровье» (Palm Oil and 
Health) (2014) показал отсутствие явных негативных эффектов ПМ на здоровье человека. Было 
подчеркнуто, что ни одно из используемых растительных масел не является совершенным и ПМ 
в этом отношении не исключение. В связи с этим в настоящей работе нами проведено сравнение 
влияния ПМ и рапсового масла (РМ) на жирнокислотный состав печени экспериментальных жи-
вотных. Как пищевой продукт РМ получило широкое распространение в мире после выведения 
сортов рапса, не содержащих в семенах эруковую кислоту. В Беларуси РМ пользуется высоким 
спросом у населения, а его потребление превышает 85 тыс. т в год [5]. РМ и ПМ сопоставимы по 
своей способности снижать риск сердечно-сосудистых заболеваний при замещении частично 
гид рированных жиров в рационе человека [6]. В то же время у субъектов с умеренной гиперли-
пидемией эффект ПМ на липопротеиновый профиль значительно менее выражен, чем эффект 
РМ, основными компонентами которого являются ненасыщенные ЖК [7].

Основным органом липидного обмена является печень. Ее жирнокислотный состав во мно-
гом отражает наличие и уровень жирных кислот в диете, особенно длинноцепочечных и нена-
сыщенных. 

Цель настоящей работы – оценить, как присутствие пальмового и рапсового масел в диете 
влияет на абсорбцию и накопление в печени основных насыщенных и ненасыщенных жирных 
кислот, а также на уровень транс-жирных кислот.

Материалы и методы исследования. Полученный при контрольной закупке коммерческий 
образец ПМ (DENGKIL FACTORY, Selengor Daul Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех-DENGKIL FACTORY, Selengor Daul Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех- FACTORY, Selengor Daul Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех-FACTORY, Selengor Daul Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех-, Selengor Daul Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех-Selengor Daul Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех- Daul Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех-Daul Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех- Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех-Ehsan, Малайзия) был исследован в отделе тех-, Малайзия) был исследован в отделе тех-
нологий кондитерской и масложировой продукции РУП «Научно-практический центр НАН 
Беларуси по продовольствию». Результаты испытаний показали, что температура плавления об-
разца составляет 39,5 оС; кислотное число – 0,38 мг КОН/г, перекисное число – 1,45 ммоль актив-
ного кислорода/кг. Массовая доля ЖК составила: пальмитиновой (16:0) – 45,8 %, олеиновой (18:1) – 
38,4, линолевой (18:2) – 9,4, стеариновой (18:0) – 4,4, миристиновой (14:0) – 1,0, арахиновой (20:0) – 0,4, 
лауриновой (12:0) – 0,2, пальмитолеиновой (16:1) – 0,2, линоленовой (18:3) – 0,2, бегеновой (22:0) – 
0,1 %. Суммарное содержание триглицеридов составило 59,03 % (t = 10 оС) и 33,78 % (t = 20 оС), 
что соответствует данным по испытанию качества масла.

Исследование проводили на 22 крысах-самцах и 40 крысах-самках линии Wistar массой 80 г 
(начало эксперимента), содержавшихся в стандартных условиях вивария при постоянном досту-
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пе к полноценному корму и питьевой воде. Животным опытных групп в течение месяца к кормо-
вому рациону ежедневно добавляли дезодорированное рафинированное РМ или 5 % ПМ на 100 г 
корма (группа ПМ1). Группа ПМ2 была сформирована из крыс-самок, получавших 10 % ПМ на 
100 г корма. При добавлении растительных масел руководствовались Санитарными нормами  
и правилами «Требования к питанию населения: нормы физиологических потребностей в энер-
гии и пищевых веществах для различных групп населения», утвержденными Постановлением 
МЗ РБ от 20.11.2012 № 180, Методическими рекомендациями МР 2.3.1.2432-08 и литературными 
данными. Содержание жиров для контрольной группы, а также для групп РМ и ПМ1 составляло 
30 % от калорийности суточного рациона, в том числе для групп РМ и ПМ1 – 21 % (за счет до-
бавления рапсового или пальмового масла), а для группы ПМ2 – 42 % (за счет добавляемого 
ПМ). Измерение в плазме крови крыс контрольной и опытных групп уровня холестерина, три-
глицеридов осуществляли ферментативным методом с помощью стандартных наборов «Анализ 
Мед» (Беларусь). 

Определение содержания жирных кислот в печени крыс методом газожидкостной хро-
матографии. Пробоподготовка. Общие липиды из печени животных экстрагировали по методу 
Фолча [8], используя хлороформ-метанольную смесь в соотношении 2:1. Замороженную ткань 
гомогенизировали в хлороформ-метанольной смеси в стеклянном гомогенизаторе и оставляли 
при комнатной температуре минимум на 4 ч, постоянно перемешивая для экстракции липидов. 
После этого пробы пропускали через бумажные фильтры, а фильтрат упаривали на водяной бане 
в токе азота до белого осадка, который подвергали гидролизу и этерификации с помощью сер-
ной кислоты в метаноле [9] с образованием метиловых эфиров ЖК [10]. Полученные метиловые 
эфиры экстрагировали 3 раза гексаном по 3 мл. Экстракты объединяли и упаривали на водяной 
бане в токе азота до 1,5 мл, а затем исследовали методом газожидкостной хроматографии. 

Анализ жирных кислот. Аликвоту 10 мкл вводили в прибор (Agilent, модель 6850 с автосам-Agilent, модель 6850 с автосам-, модель 6850 с автосам-
плером, С�А) с делителем потока 1:10, т. е. для анализа использовали 1 мкл экстракта. Колонка 
капиллярная DB-WAX – 30 м × 0,25 мм, толщина слоя – 0,25 мм (Agilent). Температурные усло-DB-WAX – 30 м × 0,25 мм, толщина слоя – 0,25 мм (Agilent). Температурные усло--WAX – 30 м × 0,25 мм, толщина слоя – 0,25 мм (Agilent). Температурные усло-WAX – 30 м × 0,25 мм, толщина слоя – 0,25 мм (Agilent). Температурные усло- – 30 м × 0,25 мм, толщина слоя – 0,25 мм (Agilent). Температурные усло-Agilent). Температурные усло-). Температурные усло-
вия следующие: колонка – от 40 до 260 °C со скоростью 6 °C/мин, инжектор – 260 °C, детектор – 
300 °C. Время анализа – 56 мин. Газ-носитель – азот. Для расчета количественного (мг/г ткани)  
и процентного содержания ЖК (процент от суммы всех ЖК) использовали внутренний стандарт – 
гептадекановую кислоту, C17:0 (Sigma H3500), которую в дозе 0,5 мг добавляли в хлороформ-ме-C17:0 (Sigma H3500), которую в дозе 0,5 мг добавляли в хлороформ-ме-17:0 (Sigma H3500), которую в дозе 0,5 мг добавляли в хлороформ-ме-Sigma H3500), которую в дозе 0,5 мг добавляли в хлороформ-ме- H3500), которую в дозе 0,5 мг добавляли в хлороформ-ме-H3500), которую в дозе 0,5 мг добавляли в хлороформ-ме-3500), которую в дозе 0,5 мг добавляли в хлороформ-ме-
танольный экстракт. Для качественной идентификации ЖК применяли стандарт фирмы Supelco 
(Supelco 37 component FAME Mix, Cat # 47885-U). 

Результаты и их обсуждение. В ходе эксперимента не выявлено различий в приросте массы 
тела крыс в зависимости от вида и количества добавляемого масла, поскольку животные полу-
чали одинаковое количество калорий с кормом. Не установлено различий и в весе органов крыс 
контрольной и опытных групп.

 При определении липидного профиля в плазме крови выявлено достоверное увеличение хо-
лестерина в группе ПМ2 и триглицеридов в опытных группах (табл. 1). 

Исследование спектра ЖК в печени осуществляли методом газожидкостной хроматографии 
метиловых эфиров ЖК. При добавлении ПМ в рацион в количестве 5 % к 100 г корма в печени 
животных (самцы) выявлено достоверное повышенное содержание НЖК по сравнению с тако-
вым в группе РМ (пальмитиновая – С16:0, стеариновая – С18:0), снижение МНЖК (пальмитолеи-
новая – С16:1n9, олеиновая – С18:1n9) и ПНЖК (линолевая – С18:2n6, альфа-линоленовая – 
С18:3n3, эйкозопентаеновая – 20:5n3) (табл. 2).

При добавлении ПМ в количестве 5 и 10 % к 100 г корма в печени животных (самки) обнару-
жено достоверное повышенное содержание НЖК (пальмитиновой) по сравнению с таковым  
в группе РМ, снижение МНЖК (пальмитолеиновой) у крыс группы ПМ2 и ПНЖК (альфа-лино-
леновой, эйкозопентаеновой) (табл. 3). 

В табл. 4 приведен сравнительный анализ уровня основных ЖК в печени животных кон-
трольной и опытных групп для определения их доли в общем жирнокислотном составе печени  
и в количественном содержании в зависимости от потребляемого количества масла. Как следует 
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Т а б л и ц а 1. Содержание холестерина и триглицеридов в плазме крови крыс  
при введении в рацион животных растительных масел (M ± SEM)
T a b l e 1. Rat plasma cholesterol and triglycerides content in the presence  

of vegetable oils in the diet (M ± SEM)

Группа Холестерин, ммоль/л Триглицериды, ммоль/л

Самцы
Контроль 1,81 ± 0,30 0,59 ± 0,14
РМ 1,75 ± 0,34 0,82 ± 0,35*

ПМ1 2,08 ± 0,41 0,72 ± 0,27*

Самки
Контроль 1,73 ± 0,50 0,51 ± 0,22
РМ 1,62 ± 0,29 0,52 ± 0,15
ПМ1 1,80 ± 0,36 0,70 ± 0,32
ПМ2 2,22 ± 0,23*# 0,75 ± 0,14*#

П р и м е ч а н и е. Достоверность различий 
(р < 0,05): * – по отношению  к контролю, # – по от-
ношению к группе РМ.

Т а б л и ц а 2. Содержание основных жирных кислот (мг/г ткани)  
в печени крыс-самцов контрольной и опытных групп (M ± SD)

T a b l e 2. Main fatty acids content (mg/g tissue) in the liver of rats (males)  
in the control and treatment groups (M ± SD)

ЖК Контроль РМ ПМ1

С14:0 0,151 ± 0,045 0,164 ± 0,036 0,123 ± 0,030#

С16:0 7,605 ± 1,214 5,813 ± 0,841* 7,858 ± 1,293#

C16:1n7 0,554 ± 0,191 0,212 ± 0,072* 0,196 ± 0,083*

C18:0 6,159 ± 0,753 5,429 ± 0,683* 6,749 ± 0,557#

C18:1n9 3,107 ± 0,862 4,819 ± 1,505* 3,830 ± 0,879
C18:2n6 4,412 ± 0,722 5,750 ± 1,253* 4,732 ± 0,638#

C18:3n6 0,095 ± 0,035 0,086 ± 0,013 0,077 ± 0,018
C18:3n3 0,100 ± 0,035 0,285 ± 0,080* 0,076 ± 0,024#

C20:4n6 6,337 ± 0,868 5,026 ± 0,785* 6,355 ± 0,547#

C20:5n3 0,076 ± 0,024 0,141 ± 0,045* 0,050 ± 0,012*#

C22:6n3 1,459 ± 0,223 1,191 ± 0,204* 1,385 ± 0,212
П р и м е ч а н и е. Достоверность различий (р < 0,05):  

* – по отношению к контролю, # – по отношению к группе РМ.

Т а б л и ц а 3. Содержание основных жирных кислот (мг/г ткани)  
в печени крыс-самок контрольной и опытных групп (M ± SD)

T a b l e 3. Main fatty acids content (mg/g tissue) in the liver of rats (females) 
 in the control and treatment groups (M ± SD)

ЖК Контроль РМ ПМ1 ПМ2

С14:0 0,221 ± 0,133 0,131 ± 0,036* 0,221 ± 0,094# 0,171 ± 0,067
С16:0 7,646 ± 5,748 6,217 ± 1,458 9,825 ± 2,833# 10,747 ± 2,726#

C16:1n7 0,797 ± 0,515 0,213 ± 0,111* 0,582 ± 0,359# 0,300 ± 0,163*○

C18:0 7,082 ± 3,400 8,148 ± 1,330 8,191 ± 1,124 8,207 ± 0,572
C18:1n9 5,844 ± 6,247 5,008 ± 1,568 8,512 ± 3,254# 10,293 ± 4,149*#

C18:2n6 5,412 ± 3,426 6,350 ± 1,402 6,015 ± 1,55 6,152 ± 1,881
C18:3n6 0,107 ± 0,050 0,103 ± 0,029 0,085 ± 0,023 0,080 ± 0,022*

C18:3n3 0,194 ± 0,121 0,338 ± 0,162* 0,159 ± 0,059#○ 0,114 ± 0,060*#○

C20:4n6 6,478 ± 2,715 6,752 ± 0,936 7,121 ± 1,220 6,913 ± 0,451
C20:5n3 0,110 ± 0,042 0,148 ± 0,031* 0,090 ± 0,023# 0,083 ± 0,050#

C22:6n3 1,569 ± 0,346 1,827 ± 0,326* 1,566 ± 0,290# 1,503 ± 0,177#

П р и м е ч а н и е. Достоверность различий (р < 0,05): * – по отношению  
к контролю; # – по отношению к группе РМ, ○ – по отношению ПМ1 к ПМ2
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из представленных результатов, удельный вес пальмитиновой, олеиновой и линоленовой кислот 
в условиях проведенного эксперимента не претерпел достоверных изменений. Однако в экспери-
менте на самках установлено дозазависимое увеличение уровня пальмитиновой кислоты в ткани 
печени при потреблении ПМ. Этот эффект практически не проявился у самцов, но представляет-
ся очевидным, что при потреблении РМ или ПМ тенденция изменения уровня пальмитата про-
тивоположная. Эта закономерность просматривается и в отношении уровня олеиновой кислоты, 
причем у самок нарастание ее уровня носит дозозависимый характер при потреблении ПМ. 
Отмечено достоверное уменьшение уровня транс-ЖК (табл. 5): элаидиновой (транс-олеиновой)  
и транс-пальмитолеиновой как у подопытных крыс-самок, так и крыс-самцов, потреблявших 
ПМ. При этом уменьшение содержания элаидиновой кислоты у крыс-самцов в группе ПМ1 по 
сравнению с аналогичным показателем в группе РМ наблюдается на фоне увеличения олеино-
вой кислоты и уменьшения пальмитиновой в группе РМ, тогда как у самок, наоборот, дозозави-
симое увеличение олеиновой и пальмитиновой кислот в группах ПМ1 и ПМ2 по сравнению  
с РМ показало достоверное уменьшение элаидиновой кислоты. При этом следует отметить, что 
по сравнению с контролем уровень транс-кислот либо достоверно ниже, либо имеет тенденцию 
к уменьшению в группах с ПМ, что говорит о том, что частичная замена жирового компонента 
корма на ПМ приводит к достоверному снижению транс-кислот как у самцов, так и у самок, а за-
мена на РМ, наоборот, к увеличению содержания транс-кислот (палмитолеиновой). Это объясня-
ется присутствием в рапсовом масле 0,2 % транс-жиров, в то время как в пальмовом масле их 

Т а б л и ц а 4. Уровень жирных кислот в печени крыс контрольной и опытных групп (M ± SD)
T a b l e 4. Rats liver fatty acids level in the control and treatment groups (M ± SD)

Группа
С16:0 (пальмитиновая) С18:1n9 (олеиновая) С18:3n3 (линоленовая)

% от суммы ЖК мг/г ткани % от суммы ЖК мг/г ткани % от суммы ЖК мг/г ткани

Самцы
Контроль 21,98 ± 1,09 7,60 ± 1,21 8,84 ± 1,16 3,11 ± 0,86 0,28 ± 0,06 0,10 ± 0,04
РМ 17,65 ± 1,65 5,81 ± 0,84* 14,37 ± 2,99 4,82 ± 1,51* 0,85 ± 0,16 0,28 ± 0,08*

ПМ1 22,0 ± 1,93 7,86 ± 1,29# 10,67 ± 1,43 3,83 ± 0,88 0,21 ± 0,05 0,08 ± 0,02#

Самки
Контроль 18,57 ± 2,41 8,45 ± 5,47 11,53 ± 4,66 4,04 ± 2,69 0,52 ± 0,29 0,19 ± 0,12
РМ 15,62 ± 1,09 6,22 ± 1,46 12,46 ± 1,51 5,01 ± 1,57 0,83 ± 0,31 0,34 ± 0,16*

ПМ1 20,72 ± 1,68 9,83 ± 2,83# 17,65 ± 3,54 8,51 ± 3,25*# 0,33 ± 0,09 0,16 ± 0,06#

ПМ2 21,40 ± 1,44 10,75 ± 2,73# 19,95 ± 3,93 10,29 ± 4,15*# 0,22 ± 0,11 0,11 ± 0,06#

П р и м е ч а н и е. Достоверность различий (р < 0,05): * – по отношению к контролю, # – по отношению к группе РМ.

Т а б л и ц а 5. Содержание транс-жирных кислот (мг/г ткани)  
в печени крыс контрольной и опытных групп (M ± SD)

T a b l e 5. Trans-fatty acids content (mg/g tissue)  
in the liver of rats in control and treatment groups (M ± SD)

Группа С16:1n7 trans C18:1n9 trans C18:2n6 trans

Самцы
Контроль 0,108 ± 0,057 0,963 ± 0,149 0,098 ± 0,061
РМ 0,196 ± 0,056* 0,846 ± 0,151 0,093 ± 0,025
ПМ1 0,084 ± 0,027# 0,615 ± 0,124*# 0,0770,026

Самки
Контроль 0,133 ± 0,078 1,033 ± 0,323 0,222 ± 0,169
РМ 0,162 ± 0,046 0,833 ± 0,139* 0,131 ± 0,057*

ПМ1 0,141 ± 0,048 0,851 ± 0,220* 0,239 ± 0,154#

ПМ2 0,131 ± 0,049# 0,750 ± 0,127*# 0,204 ± 0,114#

Достоверность различий (р < 0,05): * – по отношению к кон-
тролю; # – по отношению к группе РМ, ○ – по отношению ПМ1  
к ПМ2.
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нет. Отмечен низкий уровень линоленовой кислоты, относящейся к незаменимым ЖК, в печени 
животных, получавших ПМ, тогда как при потреблении РМ уровень этой кислоты значительно 
и достоверно возрастал. Это может быть расценено как неблагоприятный эффект ПМ (в котором 
линоленовой кислоты очень мало), поскольку линолевая кислота является незаменимым факто-
ром питания и служит предшественником других биологически активных соединений жирно-
кислотного ряда (в частности, арахидоновой кислоты – представителя омега-6 ЖК), являющихся 
субстратами биосинтеза класса биорегуляторов – эйказоноидов. 

В целом, анализ жирнокислотного состояния печени показал, что оно дозозависимо отража-
ет состав диеты. Так, увеличение НЖК (пальмитиновой) и МНЖК (олеиновой) после потребле-
ния ПМ является отражением ее компонентного состава, тогда как РМ, содержащее преимуще-
ственно МНЖК (олеиновой – 28 %, эруковой – 33 %) и ПНЖК (линолевой – 14 %), не оказало 
существенного воздействия на уровень пальмитиновой и олеиновой кислот, но увеличило уро-
вень линоленовой кислоты в 2,5–3 раза относительно контрольного уровня. 

При сравнительно одинаковом содержании линолевой кислоты в РМ (14 %) и ПМ (10–11 %) 
установлено достоверное повышение ее уровня у крыс-самцов в группе РМ и тенденция к повы-
шению ее содержания у самок опытных групп по сравнению с контролем.

В последние годы значительное внимание уделяется изучению влияния ПМ, содержащего 
большое количество НЖК, на риск развития патологий сердечно-сосудистой системы, а также 
заболеваний печени. Это обусловлено тем, что во всем мире ПМ используется в качестве заме-
нителя жиров, являющихся источником транс-ЖК, в частности, молочных жиров, продуктов ча-
стичной гидрогенизации растительных жиров и др. 

На сегодняшний день известно, что транс-жиры повышают риск сердечно-сосудистых забо-
леваний, отрицательно влияя на обмен холестерина и липопротеинов [11, 12], при этом риск раз-
вития этих заболеваний под влиянием транс-ЖК значительно выше, чем при потреблении НЖК 
[13]. Данные эпидемиологических наблюдений за период от 6 до 20 лет [14–18] у мужчин и жен-
щин разного возраста показывают четкую зависимость между уровнем потребления транс-жи-
ров и риском сердечно-сосудистых заболеваний. Недавнее исследование на 2742 пациен- 
 тах в рамках программы «Сердечно-сосудистое здоровье» (Cardiovascular Health Study) показало, 
что уровень транс-ЖК в фосфолипидах плазмы с высокой степенью коррелирует с частотой 
ишемической болезни сердца и вызванной ею смертностью [19]. Помимо влияния на циркулиру-
ющие липиды, мишенями для повреждающего действия пищевых транс-ЖК являются различ-
ные типы клеток, включая гепатоциты, адипоциты, макрофаги и эндотелиальные клетки, что 
вызывает дисфункцию эндотелиальной системы, триггеров системного воспаления, способству-
ет висцеральному ожирению, инсулиновой резистентности и повышению массы тела [20]. 

Результаты ряда исследований показали, что при сравнении биологических эффектов ПМ  
и других растительных масел (соевого, оливкового, рапсового), несмотря на то что ПМ повыша-
ет содержание холестерина крови, существенных различий в обмене липидов и липопротеинов 
не обнаружено [21]. Потребление ПМ приводит к менее благоприятным изменениям холестерина 
липопротеинов низкой плотности и аполипопротеина В у пациентов с умеренной гиперлипиде-
мией, чем при потреблении РМ, однако различия между этими двумя группами по другим фак-
торам риска, в частности по обмену липопротеинов высокой плотности и гомеостазу глюкозы, 
практически отсутствовали [7]. 

Заключение. Приведенные нами данные подтверждают снижение уровня транс-ЖК у крыс, 
получавших ПМ, по сравнению с аналогичным показателем как у животных контрольной груп-
пы, так и крыс, получавших РМ, что может быть одним из факторов, снижающим неблагопри-
ятное влияние высокого содержания НЖК в ПМ. Кроме того, ПМ содержит значительное коли-
чество олеиновой кислоты, обусловливающей благотворные эффекты оливкового масла, а также 
компоненты, обладающие антиоксидантной активностью (токотриенолы, каротиноиды, фито-
стеролы), оказывающие положительное влияние на здоровье человека. Следует отметить, что  
в последних исследованиях все чаще пересматриваются отрицательные эффекты пищевых НЖК 
на здоровье человека и указывается, что в развитии гиперхолестеринемии играет роль не только 
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тип жира, но и структура триглицеридов [2]. При этом не следует сбрасывать со счетов и нега-
тивные последствия потребления ПМ, в частности снижение уровня незаменимых ЖК. 
Приведенные в настоящем исследовании результаты позволяют считать, что ПМ можно исполь-
зовать в пищевой промышленности для замещения частично гидрированых жиров, одновремен-
но восполняя жировой компонент рациона незаменимыми жирными кислотами. 
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ПРИМИТИВНАЯ НЕЙРОЭКТОДЕРМАЛЬНАЯ ОПУХОЛЬ КОСТЕЙ  
И МЯГКИХ ТКАНЕЙ У ПАЦИЕНТОВ ДЕТСКОГО ВОЗРАСТА  

РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ: КЛИНИЧЕСКИЕ ИСХОДЫ  
И ПОКАЗАТЕЛИ ВЫЖИВАЕМОСТИ ЗА 15-ЛЕТНИЙ ПЕРИОД

Оценены клинико-патологические характеристики и долгосрочные показатели выживаемости пациентов с при-
митивной периферической нейроэктодермальной опухолью (пПНЭО) костей и мягких тканей. В анализ включены  
53 пациента с пПНЭО, получавших лечение с 1999 по 2014 г. Общая выживаемость для всей когорты пациентов со-
ставила 60,2 %, при локализованных и метастатических формах – 70,3 и 20,0 % соответственно. Не выявлено значи-
мых отличий в характеристиках пациентов (пол, возраст, уровень лактатдегидрогеназы, размер и локализация опу-
холи и др.), позволяющих прогнозировать исход заболевания перед началом терапии.

Показатели долгосрочной выживаемости пациентов детского возраста с пПНЭО костей и мягких тканей в Рес-
публике Беларусь соответствует стандартам стран с развитой структурой здравоохранения. Молекулярные марке-
ры, характеризующие биологию новообразования, необходимы для прогнозирования исхода заболевания у пациен-
тов, опухоль которых может быть резистентной к современным схемам лечения. 

Ключевые слова: периферическая нейроэктодермальная опухоль костей и мягких тканей у детей, лечение, вы-
живаемость.

L. Kisialeu, O. Aleinikova

Republican Research Center for Pediatric Oncology, Hematology and Immunology, Minsk, Republic of Belarus

CLINICAL OUTCOMES AND SURVIVAL RATES OVER THE 15-YEAR PERIOD  
IN PEDIATRIC PATIENTS WITH PERIPHERAL PRIMITIVE NEUROECTODERMAL TUMOR OF BONE  

AND SOFT TISSUES IN REPUBLIC OF BELARUS

Peripheral primitive neuroectodermal tumor (pPNET) can occur in any bone or soft tissue and is about a quarter of all 
pediatric patients with Ewing’s sarcoma family of tumors. The aim of this study was to investigate whether patient 
characteristics differ between the cases with favorable and unfavorable outcomes. Thus, 53 pediatric patients with pPNET 
from the Republic of Belarus reported to the sub-cancer registry database from 1999 to 2014 were evaluated. The survival 
rate was estimated by means of the Kaplan-Meier method and was compared using log-rank tests and Cox proportional 
hazard models. Overall survival (OS) was superior for localized pPNET compared with metastatic forms (70.3 % vs 20.0 %;  
P = 0.0016). Fifteen-year OS for the entire cohort of patients was 60.2 %. Known clinical prognostic factors (age, sex, tumors 
volume, response to treatment and other) did not differ between patients with favorable and unfavorable outcomes.

Treatment results for pediatric patients with pPNET from the Republic of Belarus comply with the generally accepted 
standards. Patients with metastatic status need new treatment strategies. Search for new predictive markers is required for 
early detection of resistant to conventional treatment patients with localized pPNET.

Keywords: peripheral primitive neuroectodermal tumor, pediatric patients, treatment, survival. 

Введение. Примитивная периферическая нейроэктодермальная опухоль (пПНЭО) может воз-
никать в костях или мягких тканях любой локализации у 1/4–1/3 всех пациентов детского воз-
раста с опухолями семейства саркомы Юинга (СЮ) [1, 2]. Использование канцер-регистров с це-
лью регистрации первичных пациентов, стадирования онкологического процесса и послелечеб-
ного наблюдения является современным стандартом для систематизации результатов терапии 
[2–4]. Отличие пПНЭО от классической СЮ основывается на наличии маркеров нейрональной 
дифференцировки: нейрон-специфической енолазы, CD57, синаптофизина, а также протеинов 
нейрофиломента и S100 [5, 6]. Ранее пПНЭО рассматривалась как отдельная нозология и лечи-
лась по схемам, разработанным для мягкотканной патологии. Позднее обнаруженные генетиче-
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ские поломки, идентичные с классической СЮ, дали основание объединить эти нозологии  
в одну группу и использовать протоколы костной СЮ. Известно, что применение только локаль-
ного контроля (хирургического и/или лучевого методов) позволяло вылечить только 10–15 % па-
циентов, в остальных случаях возникал системный рецидив заболевания [6, 7]. Исполь зование 
полихимиотерапии значительно улучшило отдаленные результаты лечения – до 60–65 % для ло-
кализованных (неметастатических) форм заболевания за последние десятилетия. Однако эти до-
стижения не привели к увеличению количества положительных исходов у пациентов с наличи-
ем метастазов на момент постановки диагноза; показатели выживаемости у них не превышали 
20–25 %, несмотря на применение различных вариантов высокоинтенсивных химиотерапевти-
ческих режимов [7, 8]. Помимо наличия метастазов в большинстве литературных источников 
представлены другие клинические маркеры неблагоприятного прогноза. Так, большой размер 
новообразования, недостаточная степень некроза опухоли после индукционной химиотерапии, 
центральная локализация новообразования, более старший возраст пациента могут ассоцииро-
ваться с худшим исходом заболевания. Однако, по мнению многих авторов, широкая вариабель-
ность перечисленных критериев зачастую затрудняет их практическое использование в кли- 
нической практике в качестве прогностических маркеров, что подразумевает актуальность  
исследований в данном направлении [6–8]. За 15-летний период в Республиканском научно-
практическом центре детской онкологии, гематологии и иммунологии (РНПЦДОГИ) Республики 
Беларусь осуществлено системное лечение 53 пациентов с пПНЭО костей и мягких тканей. 

Цель исследования – оценка показателей долгосрочной выживаемости и анализ клинико-па-
тологических характеристик пациентов детского возраста с благоприятными и неблагоприятны-
ми исходами терапии при примитивной периферической нейроэктодермальной опухоли костей 
и мягких тканей.

Материалы и методы исследования. Использованы данные Детского субканцер-регистра, 
в котором с 1999 по 2014 г. зарегистрированы 53 пациента с опухолью Аскина грудной стенки, 
мягкотканной СЮ или пПНЭО, диагностированными в РНПЦДОГИ – единственном учрежде-
нии в РБ для лечения детей и подростков до 18-летнего возраста [9]. Для постановки диагноза 
использовали гистологический, иммуногистохимический и молекулярно-биологический методы. 
У пациентов осуществлялся локальный контроль (операция при опухолях конечностей с заме-
стительным эндопротезированием, операция + лучевая терапия, только лучевая терапия) и про-
водилось программное системное лечение. Для системной химиотерапии использовали 5 режимов. 
При режиме А химиотерапию осуществляли по протоколу мягкотканных опухолей рабдоидного 
генеза, применяя винкристин, доксорубицин, алкилирующие агенты, этопозид, препараты пла-
тины [10]. Режим В базировался на рекомендациях Европейского общества онкологов после  
1992 г.: использовали винкристин, доксорубицин, дактиномицин, этопозид, а также алкилирую-
щие агенты ифосфамид и циклофосфамид в режиме рандомизации [11]. Индукционная схема 
режима C соответствовала рекомендациям американских детских онкологов для костной СЮ  
и подразумевала проведение в альтернирующем режиме блоков винкристин/доксорубицин/ци-
клофосфамид и этопозид/ифосфамид [12]. Консолидирующую терапию режима С проводили по-
средством высоких доз бусульфана и мелфалана с поддержкой периферической стволовой клет-
кой [13]. Режим D базировался на рекомендациях Европейского общества онкологов после 1999 г.: 
индукционные блоки были четырехкомпонентными (винкристин, доксорубицин, ифосфамид  
и этопозид), консолидирующая терапия – трехкомпонентной (винкристин, ифосфамид, актино-
мицин Д) [14]. У селективных пациентов режима Е наряду с четырехкомпонентной индукцией  
и трехкомпонентной консолидацией применяли блокаду ангиогенеза препаратом бевацизумаб 
на основании уровней маркеров ангиогенеза в ткани опухоли перед системной терапией. 

После окончания лечения пациенты наблюдались Детским субканцер-регистром Республики 
Беларусь с постоянным обновлением статуса. Длительность бессобытийной выживаемости 
(БСВ), общей выживаемости (ОВ) и кумулятивной частоты рецидива (КЧР) исчислялась от вре-
мени постановки инициального диагноза. 

Статистический анализ данных проводили с использованием программы R-statistics версии 
3.2.0 (R Foundation for Statistical Computing, лицензия GNU GPL). Статистическую значимость 
различий между сравниваемыми количественными показателями оценивали с помощью U-теста 
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Манна–Уитни, сравнение в группах по индивидуальным параметрам – с помощью χ2-теста. 
Кривые ОВ и БСВ выстраивали по методу Каплана–Мейера (Kaplan–Meier), для сравнительной 
оценки достоверности различий использовали логранговый критерий (log-rank test). Кумуля-
тивную частоту возникновения событий рассчитывали методом конкурирующих рисков, разли-
чия кумулятивных частот – с использованием теста Gray. Различия считали статистически зна-
чимыми при вероятности ошибки менее 5 % (p < 0,05).

Результаты и их обсуждение. У 3 (5,6 %) из 53 пациентов (2 – с локализованными формами, 
1 – с метастатической) констатирована смерть от инфекционных осложнений без признаков на-
личия рецидива. Повторно вышли в ремиссию после терапии второй линии и живы на момент 
анализа 5 (33,3 %) из 15 пациентов с рецидивами (все с локализованными формами).

Учитывая, что наличие метастатического поражения на момент постановки диагноза являет-
ся наиболее значимым фактором прогноза, клинико-патологические характеристики пациентов 
с локализованными и метастатическими формами оценивали отдельно. 

 Клинико-патологические характеристики пациентов с локализованными формами пПНЭО 
представлены в табл. 1. Пациенты были разделены на две группы на основании наличия или от-

Т а б л и ц а 1. Клинико-патологические характеристики пациентов с локализованными формами  
пПНЭО костей и мягких тканей

T a b l e 1. Clinical and pathological characteristics of patients with localized pPNEO of bone and soft tissue

Характеристика
Пациенты с рецидивом (п = 15) Пациенты без рецидива (п = 26)

p
п % п %

Пол:
мужской
женский

8
7

53,4
46,6

11
15

42,3
57,7

0,4952

Возраст, лет:
≤14
>14

8
7

53,4
46,6

14
12

53,8
46,2

0,9747

ЛДГ, ед/мл 
медиана (мин.–макс.)

427
(242–556) – 457

(216–720) – 0,3423

Анатомическая локализация:
бедро
ребро
череп
позвонки
таз

1
8
3
3
0

6,6
53,8
19,8
19,8

0

3
13
2
6
2

11,5
50,0
7,7

23,1
7,7

0,6126
0,8370
0,2460
0,8187
0,2707

Размер опухоли, см
 медиана (мин.–макс.)

9,1
(2,3–13,0) – 8,0

(2,0–22,0) – 0,9697

Объем опухоли, мл
 медиана (мин.–макс.)

112,0
(22,0–715,0) – 116,2

(12,0–1124,0) – 0,4547

Операция:
широкая резекция
частичная резекция
не выполнялась

6
4
5

40,0
26,6
33,4

10
7
9

38,5
26,9
34,6

0,9225
0,9857
0,9335

Локальный контроль:
только операция
операция и облучение
только облучение

4
6
4

28,6
42,8
28,6

11
7
8

42,3
26,9
30,8

0,3166
0,3861
0,7809

Гистологический ответ:
некроз ≥90 %
некроз <90 %

2
5

28,6
71,4

10
3

76,9
23,1

0,0885
0,0898

Режим химиотерапии:
А*

В
С
D
Е

7
0
1
3
4

47,2
0

6,6
19,8
26,4

7
1
3
5
10

27,8
3,8
11,4
19,0
38,0

0,1991
0,4419
0,6126
0,5820
0,4430

           *Описание режимов химиотерапии представлено в разделе Материалы и методы исследования.
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сутствия рецидива/продолженного роста заболевания. Как видно из данных, представленных  
в табл. 1, мужской пол несколько преобладал в группе рецидивов (53,4 % vs 42,3 %), однако от-vs 42,3 %), однако от- 42,3 %), однако от-
носительное количество пациентов старшей возрастной группы было практически идентичным 
(53,4 % vs 53,8 %). Уровень лактатдегидрогеназы (ЛДГ), а также размеры опухолевого очага варь-
ировались в широких диапазонах. Более того, у пациентов с благоприятным исходом медианные 
значения уровня ЛДГ и объема первичного опухолевого очага были несколько выше, чем  
в группе рецидивов (разница статистически не значима). В обеих группах наиболее часто (50 %) 
очаг опухоли локализовался в ребрах, вторыми по частоте встречаемости оказались позвонки. 
Тазовая локализация обычно расценивается как неблагоприятная, но, по результатам нашего ис-
следования, у обоих пациентов с наличием опухоли в этой области отмечалась длительная 
ремиссия. Не констатировано значимых различий в проценте широких резекций, так же как  
и в относительном количестве пациентов, которым выполнено хирургическое вмешатель-
ство. Отмечен больший удельный вес случаев использования протоколов для мягкотканых 
рабдоидных опухолей в группе с неблагоприятными исходами заболевания, а кроме того,  
у пациентов этой группы констатировано меньшее количество выраженного патоморфоза 
опухоли (≥90 %). 

В группе с метастатическими формами пПНЭО у 7 (77,8 %) из 9 пациентов произошел реци-
див и только в 2 случаях констатирована ремиссия. Клинико-патологические характеристики 
пациентов с метастатическими формами экстраоссальной СЮ представлены в табл. 2. 

Т а б л и ц а 2. Клинико-патологические характеристики пациентов  
с метастатическими формами пПНЭО костей и мягких тканей

T a b l e 2. Clinical and pathological characteristics of patients with metastatic pPNEO of bone and soft tissue

Характеристика
Пациенты с рецидивом (п = 7) Пациенты без рецидива (п = 2)

p
п % п %

Пол:
мужской
женский

3
4

42,9
67,1

1
1

50
50

0,8577

Возраст, лет:
≤14
>14

4
3

67,1
42,9

1
1

50
50

0,8577

Анатомическая локализация:
бедро
ребро
позвонки
таз

3
2
2
0

42,8
28,6
28,6

0

–
1
1

0
0

50,0
50,0

0,2568
0,3914
0,5707
0,0472

Операция:
широкая резекция
частичная резекция
не выполнялась

2
0
5

28,6
0

71,4

0
1
1

0
50,0
50,0

0,3914
0,0472
0,5708

Локальный контроль:
только операция
операция и облучение
только облучение

1
1
4

16,6
16,6
66,8

0
1
1

0
50,0
50,0

0,5708
0,2840
0,8577

Гистологический ответ:
некроз ≥90 %
некроз <90 %

2
0

100,0
0

1
0

100,0
0

0,5708

МТС изолировано в легкие
Другие

4
3

67,1
42,9

1
1

50,0
50,0 0,8577

Режим химиотерапии:
A*

B
С
D
Е

3
0
4
0
0

42,9
0

67,1
0
0

1
0
1
0
0

50
0
50
0
0

0,8577

             *Описание режимов химиотерапии представлено в разделе Материалы и методы исследования.
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Следует отметить, что среди вы-
живших пациентов 1 – с изолирован-
ными метастазами только в легкие,  
1 – с мультисистемным распростра-
нением, а кроме того, в обоих случаях 
с благоприятными исходами имела 
место не периферическая, а централь-
ная локализация первичного опухо-
левого очага (таз и позвоночник).

Протокол мягкотканных сарком был 
эффективен у 1 (25 %) из 4 пациентов 
с метастатическим распространени-
ем онкологического процесса.

Нами оценены показатели БСВ, 
ОВ и КЧР за 15-летний период на-
блюдения как для всей когорты па- 
циентов с пПНЭО костей и мягких 
тканей, так и отдельно для метаста-
тических и локализованных форм за-
бо ле вания.

Как представлено на рис. 1, БСВ для 
всей когорты пациентов с пПНЭО со-
ставила 50,4 %, для лиц с метастати-
ческими и локализованными форма-
ми – 20,0 и 57,9 % соответственно.

Для всей когорты пациентов ОВ 
составила 60,2 % (рис. 2), для лиц  
с метастатическими и локализован-
ными формами – 20,0 и 70,3 % соот-
ветственно.

КЧР (рис. 3) для всей когорты па-
циентов составила 43,8 %, для лиц  
с метастатическими и локализован-
ными формами – 70,0 и 37,4 % соот-
ветственно.

Таким образом, в настоящем ис-
следовании представлены результа-
ты лечения за 15-летний период на-
блюдения и осуществлен анализ кли-
нико-патологических характеристик 
пациентов с благоприятными и не-
благоприятными исходами заболе- 
вания.

При оценке групп пациентов с ре-
цидивом заболевания и находящихся 
в ремиссии констатирована их сопо-
ставимость как в использовании те-
рапевтических подходов (локальный 
контроль и системная терапия), так  

и в клинических показателях (пол, возраст, локализация первичного опухолевого очага). 
Наличие метастатического поражения остается неоспоримым фактором плохого клинического 
исхода заболевания. Что касается локализованных форм, то такие параметры, как уровень ЛДГ  

Рис. 1. Бессобытийная выживаемость пациентов в зависимости от 
распространенности процесса: локализованные формы (n = 43) – 26 
без события [57,9 ± 7,9 %], все пациенты (n = 53) – 28 без события 
[50,4 ± 7,1 %]; метастатические формы (n = 10) – 2 без события 

[20,0 ± 12,7 %] 
Fig. 1. The event-free survival for patients with pPNET depending on the 
spread of process: localized forms (n = 43) – 26 without event [57.9 ± 
7.9 %]; all patients (n = 53) – 28 without event [50.4 ± 7.1 %]; metastatic 

forms (n = 10) – 2 without event [20.0 ± 12.7 %]

Рис. 2. Общая выживаемость пациентов в зависимости от распро-
страненности процесса: локализованные формы (n = 43) – 31 живы 
[70,3 ± 7,2 %], все пациенты (n = 53) – 33 живы [60,2 ± 7,0 %]; метаста-

тические формы (n = 10) – 2 живы [20,0 ± 12,7 %] 
Fig. 2. The overall survival for patients with pPNET depending on the 
spread of process: localized forms (n = 43) – 31 alive [70.3 ± 7.2 %]; all 
patients (n = 53) – 33 alive [60.2 ± 7.0 %]; metastatic forms (n = 10) –  

2 alive [20.0 ± 12.7 %]
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и размеры новообразования, харак-
теризуются значительным диапазо-
ном и не могут однозначно характе-
ризовать ту или иную сравниваемую 
когорту. Отмечено большее количе-
ство случаев выраженного опухоле-
вого патоморфоза в группе пациен-
тов, находящихся в ремиссии по 
основному заболеванию. Этот факт 
является логичным, но необходимо 
учитывать, что характер ответа но-
вообразования на проведенное си-
стемное лечение становится извест-
ным только после нескольких месяцев 
(курсов) химиотерапии и не позво-
ляет адекватно воздействовать на 
опухоль непосредственно после по-
становки диагноза. Комиссия по изу-
чению биомаркеров Детской Онко-
логической Группы (COG, Children’s 
Oncology Group) Национального 
Института Здоровья С�А свиде-
тельствует, что на сегодняшний день 
отсутствует четкое понимание того, 
какие локализованные формы СЮ 
не ответят на лечение и для каких 
метастатических форм терапия может оказаться эффективной [7]. Таким образом, новые подхо-
ды, подразумевающие изучение биологии опухоли посредством молекулярных маркеров, необ-
ходимы для стратификации пациентов перед системным лечением на группы неудовлетвори-
тельного и положительного исходов заболевания.

Анализ результатов лечения терапевтических протоколов мягкотканных опухолей IRS-I, 
IRS-II и IRS-III (Intergroup Rhabdomyosarcoma Study) показал, что 10-летняя выживаемость для 
локализованных форм пПНЭО составляет от 62 до 65 % [8, 15]. При объединенной оценке кли-
нических исходов 683 пациентов с пПНЭО костей и мягких тканей, лечившихся по протоколам 
классической СЮ, констатирована 69 %-ная выживаемость для локализованных форм [6]. По 
результатам объединенного анализа, основанного на данных регистров С�А (SEER, Surveillance, 
Epidemiology, and End Results, 2014) и Европы (ACCIS, Automated Childhood Cancer Information 
System, 2007), более половины всех диагностированных пациентов с пПНЭО костей и мягких 
тканей, включая первично-метастатические формы, выживают [5, 7].

 Анализ долгосрочных показателей выживаемости пациентов Республики Беларусь показал, 
что уровень БCВ и ОВ как в общей когорте пациентов с пПНЭО костей и мягких тканей (50,4 и 
60,2 %), так и при локализованных формах, оцененных отдельно (57,9 и 70,3 %), сопоставим со 
стандартами стран с развитой системой здравоохранения. Необходимо учитывать, что центра-
лизация диагностических и лечебных мероприятий в одном высокоспециализированном учреж-
дении республики позволяет увеличить вероятность благоприятных исходов для всех педиатри-
ческих пациентов с данной онкопатологией. 

Заключение. Долгосрочные показатели выживаемости педиатрических пациентов с пПНЭО 
костей и мягких тканей в Республике Беларусь соответствуют стандартам стран с развитой си-
стемой здравоохранения. Актуальной задачей является раннее прогнозирование исхода заболе-
вания с помощью молекулярных маркеров. Поиск новых направлений в лечении необходим для 
трети локализованных и большинства метастатических форм опухоли.

Рис. 3. Кумулятивная частота развития рецидивов у пациентов в за-
висимости от распространенности процесса: локализованные формы 
(n = 43) – 15 рецидивов [37,4 ± 7,9 %], все пациенты (n = 53) – 22 реци-
дива [43,8 ± 7,2 %]; метастатические формы (n = 10) – 7 рецидивов 

[70,0 ± 10,4 %]
Fig. 3. Cumulative incidence of recurrence for patients with pPNET de-
pending on the spread of process: localized forms (n = 43) – 15 relapsed 
[37.4 ± 7.9 %]; all patients (n = 53) – 22 relapsed [43.8 ± 7.2 %]; metastatic 

forms (n = 10) – 7 relapsed [70.0 ± 10.4 %]
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ВЛИЯНИЕ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ EM-1 И EMX-GOLD  
НА БИОКИНЕТИКУ 137CS В ОРГАНИЗМЕ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

Исследовано влияние микробиологических препаратов EM-1 и EMX-Gold на накопление и выведение 137Cs у бе-
лых лабораторных крыс-самцов при пероральном введении радионуклида. EM-1 является симбиотическим ком-
плексом культивируемых микроорганизмов: молочнокислых бактерий, дрожжевых грибов, пурпурных фотосинте-
зирующих бактерий. EMX-Gold – биологически активная добавка на основе экстракта из EM-1, в состав которой 
входит набор вторичных метаболитов, выделенных из симбиотической культуры микроорганизмов. Содержание 
137Cs в суточном рационе составляло 34,95 ± 5,62 Бк/сут. Через 2 мес. содержания животных на корме, загрязненном 
137Cs, достигнута равновесная активность радиоизотопа в организме животных, составившая 210–230 Бк/кг. Через  
8 сут после перевода на условно чистый рацион выведено 36–39 % накопленного 137Cs. При хроническом перораль-. При хроническом перораль-
ном поступлении 137Cs его эффективный период полувыведения из организма 8-месячных крыс составил 352 ± 69 ч, 
10-месячных – 394 ± 148 ч. Введение в рацион ЕМ-1 и EMX-Gold на протяжении 2 мес. сокращало период полувыве-
дения цезия на 16–19 % (p < 0,15). При 4-месячном содержании крыс-самцов на загрязненном радиоактивным цезием 
рационе постоянное добавление в питьевую воду микробиологических добавок ЕМ-1 и EMX-Gold не изменяло ско-
рость выведения радиоизотопа из организма.

Ключевые слова: цезий, период полувыведения, молочнокислые бактерии, пурпурные бактерии, дрожжевые грибы.
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IMPACT OF MICROBIOLOGICAL PREPARATIONS EM-1  
AND EMX-GOLD ON BIOKINETICS OF 137CS IN THE LABORATORY ANIMALS

The effect of microbiological preparations EM-1 and EMX-Gold on the accumulation and excretion of 137Cs in white lab-
oratory male rats after oral administration of radionuclide is investigated. EM-1 is a complex of symbiotic cultured microor-
ganisms: lactic acid bacteria, yeasts, purple photosynthetic bacteria. EMX-Gold is a dietary supplement based on extracts 
from EM-1. It consists of a set of secondary metabolites isolated from the culture of the symbiotic microorganisms. The activ-
ity of 137Cs in the daily diet was 34.95 ± 5.62 Bq/day. After two months of keeping animals on feed contaminated with 137Cs, 
the equilibrium activity of radioisotope in the body of animals was reached. It is equal to 210–230 Bq/kg. Eight days after 
changing the diet free of the radioisotope feed, decreasing the 137Cs activity concentration in the bodies of rats by 36–39 % is 
established. The effective half-life of 137Cs in the bodies of 8-month-old rats under chronic 2-month ingestion of radioisotope 
was 352 ± 69 hours, for 10-month-old animals this index is equal to 394 ± 148 hours. Introduction of EM-1 or EMX-Gold into 
the diet over a period of 2 months reduces the effective half-life of 137Cs by 16–19 % (p < 0.15). A permanent addition of the 
microbial preparation EM-1 or EMX-Gold to drinking water does not alter the rate of excretion of radionuclide from the body 
after the 4-month maintenance of male rats on a diet contaminated with radioactive cesium.

Keywords: cesium, half-life, lactic acid bacteria, purple bacteria, yeasts.

Введение. В число первоочередных задач развития ядерных технологий входит обеспечение 
радиационной безопасности человека и среды его обитания. Специфической особенностью ядер-
ных технологий является образование и накопление искусственных радионуклидов, которые 
при неблагоприятных обстоятельствах могут поступать в окружающую среду. Многократно 
уступая по массе всем известным ксенобиотикам, по степени воздействия на биосистемы искус-
ственные радионуклиды входят в число наиболее опасных загрязнителей.

Одними из наиболее опасных являются изотопы 134Cs и 137Cs. Они относятся к «глобальным» 
радионуклидам, довольно быстро распространяющимся в биосфере. Многочисленные исследо-
вания указывают на то, что способность аккумуляции цезия обнаруживается практически у всех 
живых организмов. Длительные периоды полураспада, высокая растворимость в воде солей це-
зия и сходство его физико-химических свойств с таким биологически важным катионом, как ка-
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лий, обусловливают высокую биодоступность 134Cs и 137Cs в течение значительного времени по- в течение значительного времени по-
сле выброса в окружающую среду [1]. В связи с этим актуальным является поиск средств и спо-
собов, направленных на снижение аккумуляции радиоактивных изотопов цезия в организме  
и их ускоренного выведения.

137Cs является бета-излучателем (энергия β-частиц – 170,8 кэВ), период его полураспада –  
30,2 года. При распаде 137Cs образуется гамма-излучающий 137mBa (энергия γ-квантов 661,6 кэВ). 
Период полураспада 137mBa – 2,55 мин, поэтому он не накапливается в образцах в значимых ко-
личествах. У 134Cs период полураспада составляет 2,062 года.

В организме взрослого человека содержится около 1,5 мг стабильного цезия, а суточное по-
ступление оценивается в 10 мкг [2]. Радиоактивные изотопы цезия могут попасть в организм  
с продуктами питания растительного или животного происхождения. Данный элемент хорошо 
усваивается желудочно-кишечным трактом (ЖКТ) млекопитающих. Степень всасывания 137Cs  
в ЖКТ достигает 100 %, так как он образует хорошо растворимые соединения. У молодых осо-
бей цезий усваивается лучше, чем у старых, по метаболическим причинам. 

Обмен цезия в организме имеет много общего с обменом калия. Около 80 % 137Cs скапливает- скапливает-
ся в мышечной ткани, около 10 % – в скелете и еще 10 % распределяется в остальных органах  
и тканях. При прочих равных условиях в организме мужчин накапливается на 40–70 % больше 
цезия, чем у женщин [3]. Причем с возрастом эта разница увеличивается. Цезий способен в зна-
чительных количествах поступать в плод через плаценту, а также в грудное молоко.

Во время длительного поступления радионуклидов в организм скорость их накопления су-
щественно меняется. Вначале накопление происходит интенсивно, а затем, по мере насыщения 
тканей, постепенно замедляется, и, наконец, наступает равновесие между вновь поступающей 
активностью и экскретируемой. С этого периода дальнейшего увеличения содержания радиону-
клидов в организме практически не происходит. Время, в течение которого устанавливается рав-
новесие, определяется прежде всего природой радионуклидов, кроме того, оно сильно зависит от 
вида и напрямую связано с уровнем обмена веществ.

Около 90 % цезия выводится из организма с мочой, остальное – через кишечник. Следует от-
метить, что значительная часть выводимого через кишечник цезия подвергается обратному вса-
сыванию в нижних отделах ЖКТ. При более подробном рассмотрении закономерностей выве- 
дения цезия из организма выделяют две компоненты – быструю, составляющую около 10 % от 
запаса радионуклида в организме (период биологического полувыведения около суток), и мед-
ленную (период биологического полувыведения 50–200 сут). Исследователи отмечают суще-
ственную вариабельность в скорости выведения цезия из организма. Она зависит от физиологи-
ческого состояния организма, возраста, режима питания и питья, обеспеченности калием. У но-
ворожденных период полувыведения цезия составляет около 10 сут, у младенцев – 25, у детей 
6–16 лет – 46–57 сут. Международный комитет по радиационной защите рекомендует считать 
биологический период полувыведения цезия из организма человека равным 70 сут.

Сходные возрастные закономерности особенностей выведения цезия из организма установ-
лены и у лабораторных животных. Период эффективного полувыведения быстрой компоненты  
у крысят составляет около 2 сут, а у взрослых животных – 8 сут. Для медленной компоненты 
аналогичные показатели составляют 36 и 37 сут [3].

Относительно равномерное распределение цезия в организме и высокая проникающая спо-
собность гамма-квантов дочернего радионуклида 137mBa (около 12 см в биологических тканях) 
приводят к почти равномерному облучению органов и тканей. У человека острые биологические 
эффекты наблюдаются при поступлении в организм порядка 1 ГБк 137Cs. Это сопоставимо с до-
зой внешнего облучения 4–6 Гр. При поступлении в организм человека радиоцезия в дозе 0,4–
4,0 МБк на 1 кг массы тела развивается хроническая лучевая болезнь, со временем проявляются 
отдаленные последствия (бластомогенные эффекты, катаракты, раннее старение). При однократ-
ном поступлении 137Cs безопасной для человека считается доза 2,0 МБк на 1 кг массы тела [4].

Одним из факторов, влияющих на показатели усвоения и выведения цезия из организма, яв-
ляется микрофлора кишечника, которая оказывает существенное влияние на сорбцию в нем ми-
неральных элементов питания. Деятельность микроорганизмов и их биологически активных со-
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единений может изменять активность мембранных насосов или проницаемость клеточных мем-
бран. Кроме того, бактерии, переводя отдельные элементы в слаборастворимые формы или 
сорбируя их на собственной поверхности, могут делать эти элементы менее доступными для 
всасывания. 

Высокая поглотительная способность в отношении цезия обнаружена в основном у водорос-
лей [5, 6], грибов [8], дрожжей [9], цианобактерий [7, 10, 11]. Но видовые особенности бактерий  
в плане накопления цезия изучены недостаточно хорошо [12]. В основном исследования посвя-
щены бактериям рода Rhodococcus, которые могут эффективно его аккумулировать [13–15].  
В работе [16] показано, что не все бактерии способны накапливать данный катион. Известно, что 
Cs+ не обладает какой-либо важной биологической функцией. Однако с помощью транспортных 
систем одновалентных катионов, таких как К+ [4], NH4

+ [10, 11], он может поступать внутрь клет-
ки и замещать K+ при росте и активации ферментов [17, 18].

К настоящему времени разработаны и нашли практическое применение сорбенты, предна-
значенные для ускорения выведения цезия и других радионуклидов из организма. Используются 
они в случае возникновения аварийной ситуации, сопровождающейся поступлением цезия через 
органы дыхания или перорально. Применение подобных препаратов в условиях хронического 
поступления радионуклидов в организм (например, при проживании на загрязненных террито-
риях) нецелесообразно по ряду причин. Поэтому наряду с разработкой системы мер по сниже-
нию поступления техногенных радионуклидов в организм человека с продуктами питания целе-
сообразным оказывается поиск пищевых добавок, способствующих более быстрому их выведению. 

Возможность использования микробиологических добавок для коррекции биокинетических 
параметров цезия в организме млекопитающих практически не исследована. 

Цель данной работы – анализ влияния препаратов, основанных на использовании культур 
живых микроорганизмов или культуральных сред на биокинетические параметры 137Cs в орга- в орга-
низме белых крыс.

Материалы и методы исследования. Эксперимент проведен на белых лабораторных кры-
сах-самцах стадного разведения в условиях вивария. Возраст животных на начало эксперимента 
составлял 6 мес. 

Животные были разделены на следующие группы (по 14 особей в каждой):
группа 1 (контроль) – животные получали корма, загрязненные 137Cs;
группа 2 (137Cs + EM-1) – крысы постоянно получали корма, загрязненные 137Cs, с питьем – 

препарат EM-1;
группа 3 (137Cs + EMX-Gold) – животные постоянно получали корма, загрязненные 137Cs,  

с питьем – препарат EMX-Gold.
Кормление животных всех групп кормом, загрязненным 137Cs, производилось на протяжении 

135 сут с установленными перерывами (7 и 8 сут) для оценки периода полувыведения 137Cs из 
организма. Содержание 137Cs в суточном рационе составляло 34,95 ± 5,62 Бк/сут. Радиоизотоп 
вводили в корм в виде загрязненной почвы, смешанной с кашей, и скармливали индивидуально 
каждому животному.

Прижизненные измерения удельной активности (Бк/кг) проводились 4 раза в две серии – 
каждая после 2-месячного приема загрязненного корма и через 7–8 сут приема условно чистого 
рациона.

Содержание 137Cs в организме животных оценивали с помощью гамма-спектрометра Ortec  
с германиевым детектором GEM-40200-P. Животное помещалось в обездвиживающий пластико-
вый пенал и находилось в свинцовой камере детектора 10–15 мин до момента набора количества 
импульсов, достаточного для определения активности радионуклида (вероятность ошибки – не 
более 5–7 %). Для определения истинного содержания 137Cs организме производили калибровку 
метода на основании сопоставления показаний прибора при помещении на детектор живого жи-
вотного и средневзвешенной пробы его тканей и органов в стандартной геометрии «дента». На осно-
вании калибровки рассчитан поправочный коэффициент, равный 2,31 ± 0,12.

Для коррекции биокинетических свойств 137Cs в организме лабораторных животных исполь-
зовали микробиологические препараты – EM-1 и EMX-Gold, предоставленные компанией-про-
изводителем EMRO (Япония).



 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, medical series, 2017, no. 1, pp. 46–53 49

EM-1 является симбиотическим комплексом культивируемых непатогенных микроорганиз-
мов, выделенных из природных объектов: молочнокислых бактерий, дрожжевых грибов, пур-
пурных фотосинтезирующих бактерий. 

EMX-Gold – биологически активная добавка на основе экстракта из EM-1, в состав которой 
входит набор вторичных метаболитов, выделенных из симбиотической культуры микроорганиз-
мов. Среди метаболитов присутствуют вещества с выраженной антивоспалительной и антиокси-
дантной активностью.

Для статистической обработки полученных данных использовали методы параметрической 
статистики. 

Период полувыведения 137Cs оценивали отдельно для каждого животного во всех группах на 
основании разницы активности радионуклида между первым и вторым измерением в каждой из 
двух серий. Период полувыведения (T, ч) рассчитывали по формуле

 T = 0,3103t/log(A0/At),

где 0,3103 – округленное значение log10(2); t – время между первым и вторым измерением, ч; A0,  
At – активность радионуклида в организме животного при первом и втором измерениях соответ-
ственно.

Анализ литературных данных и результаты предыдущих экспериментов позволяют утверж-
дать, что по результатам первого измерения в серии достигалась равновесная активность 137Cs  
в организме животных, т. е. суточное поступление радионуклида было равно его суточному вы-
ведению. Зная период полувыведения и активность радионуклида в организме животного, легко 
определить величину суточного выведения, а следовательно, и всасывания радионуклида из 
просвета кишечника (Ed) по следующей формуле:

 Ed = 1 – 2–24/TAe,

где Ae – равновесная активность радионуклида в организме животного; 24 – количество часов  
в одних сутках; T – период полувыведения радионуклида, ч. Соотношение суточного всасыва-
ния радионуклида в кровяное русло к активности этого радионуклида в суточном рационе явля-
ется коэффициентом абсорбции.

Результаты и их обсуждение. Накопление радионуклидов в организме млекопитающих 
определяется такими факторами, как величина их поступления с кормом и водой, абсорбция  
в ЖКТ, перераспределение в органах и тканях, биологическое выведение с продуктами жизнедея-
тельности. Главный накопитель цезия 
в организме млекопитающих – мыш-
цы, сердце, печень. 

Удельную активность 137Cs в орга- в орга-
низме крыс в первой серии измерений 
оценивали в каждой группе животных 
после 60 сут потребления загрязненно-
го корма, а затем – через 8 сут после 
нахождения на условно чистом рацио-
не. В момент равновесия средняя ак-
тивность радиоизотопа в организме 
животных достигала 210–230 Бк/кг 
(рис. 1). За 8 сут выведено 36–39 % на-
копленного 137Cs. Анализ полученных 
данных показал, что удельная актив-
ность 137Cs в организме животных, по- в организме животных, по-
лучавших в качестве добавки препарат 
EMX-Gold, несколько ниже контроль-
ных значений, однако это снижение 

Рис. 1. Удельная активность 137Cs в организме крыс по результатам 
первой серии измерений: 1 – контроль; 2 – EM-1; 3 – EMX-Gold

Fig. 1. Activity concentration of 137Cs in bodies of white rats in the first 
series of measurements: 1 – control; 2 – EM-1; 3 – EMX-Gold
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статистически недостоверно. В этой же груп-
пе наблюдалась тенденция к снижению удель-
ной активности 137Cs относительно таковой  
в группе животных, получавших в качестве 
добавки EM-1 и контроля после 8-суточной 
отмены загрязненного 137Cs корма и замены 
его на аналогичный условно чистый корм. 

Оценка содержания 137Cs в организме жи- в организме жи-
вотных по результатам второй серии измере-
ний представлена на рис. 2. К моменту дости-
жения биокинетического равновесия после 
4-месячного приема загрязненного корма на-
блюдалась противоположная по сравнению  
с результатами первой серии измерений кар-
тина. Группа животных, принимавшая EMX-
Gold, отличалась не только самым высоким 
уровнем накопления 137Cs в организме, но  
и наибольшей вариабельностью этого показа-
теля по сравнению с таковым в других груп-

пах. Спустя 7 сут после перевода на условно чистый рацион минимальные значения удельной 
активности 137Cs отмечались в организме контрольных животных. 

Повторное измерение удельной активности 137Cs в организме животных через заданный про- в организме животных через заданный про-
межуток времени после перевода на условно чистый рацион позволило рассчитать эффективный 
период полувыведения радионуклида из организма. Результаты оценки периода полувыведения 
137Cs из организма животных после первой серии измерений имеют достоверные различия с кон- из организма животных после первой серии измерений имеют достоверные различия с кон-
тролем лишь при уровне значимости 0,15 (рис. 3). Биокинетика цезия в организме эксперимен-
тальных животных имела высокую степень вариабельности, что позволяет утверждать лишь  
о наличии тендеции к ускорению экскреции радиоизотопа из организма при введении в рацион 
микробиологических препаратов EM-1 или EMX-Gold. Наименьший период полувыведения ра-EM-1 или EMX-Gold. Наименьший период полувыведения ра--1 или EMX-Gold. Наименьший период полувыведения ра-EMX-Gold. Наименьший период полувыведения ра--Gold. Наименьший период полувыведения ра-Gold. Наименьший период полувыведения ра-. Наименьший период полувыведения ра-
диоизотопа выявлен в группе животных, получавших с питьем EMX-Gold (282 ± 59 ч), а наи-
меньшая вариабельность показателя обнаружена в группе 137Cs + EM-1. 

Однако выявленная тенденция сохранялась 
лишь после первой серии измерений (после 
2-месячного приема радиоактивного корма  
и микробиологических добавок). Более про-
должительное введение в рацион загрязненно-
го 137Cs корма и микробиологических добавок 
приводило к несколько иному эффекту. Резко 
возрастала вариабельность периода полувыве-
дения цезия из организма животных, не полу-
чавших микробиологические препараты. Хотя 
разница между средними значениями перио- 
да полувыведения радиоизотопа в контроле  
и группе 137Cs + EMX-Gold была выше, чем по-
сле первой серии экспериментов, ее статисти-
ческая достоверность не подтверждена. Сле дует 
также обратить внимание на тот факт, что по-
сле второй серии измерений период полувы-
ведения цезия в группе 137Cs + EM-1 был на 
44 % выше (различия достоверны при p < 0,05, 
t-критерий Стьюдента), чем после первой се-
рии измерений. Таким образом, продолжи-

Рис. 2. Удельная активность 137Cs в организме крыс по ре- в организме крыс по ре-
зультатам второй серии измерений: 1 – контроль; 2 – EM-1;  

3 – EMX-Gold
Fig. 2. Activity concentration of 137Cs in bodies of white rats in 
the second series of measurements: 1 – control; 2 – EM-1; 3 – 

EMX-Gold

Рис. 3. Оценка периода полувыведения 137Cs из организма 
животных по результатам первой серии измерений: 1 – 
контроль; 2 – EM-1; 3 – EMX-Gold; * – различия с контро-

лем достоверны при уровне значимости 0,15
Fig. 3. Assessment of the effective half-life of 137Cs in bodies 
of white rats in the first series of measurements: 1 – control;  
2 – EM-1; 3 – EMX-Gold; * – the difference is reliable at the 

significance level of 0.15
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тельный прием EM-1 с питьевой водой сопровождался увеличением периода полувыведения це-EM-1 с питьевой водой сопровождался увеличением периода полувыведения це--1 с питьевой водой сопровождался увеличением периода полувыведения це-
зия из организма. В остальных экспериментальных группах подобного эффекта не наблюдалось.

Таким образом, результаты эксперимента показывают, что 2-месячный прием микробиоло-
гических препаратов EMX-Gold или EM-1 способствует ускорению выведения 137Cs из организ- из организ-
ма. Но при более продолжительном сроке приема данный эффект теряется. Данный факт можно 
объяснить тем, что испытываемые препараты оказывают воздействие на интенсивность экскре-
ции 137Cs из организма, а входящие в их состав микроорганизмы способны не только сорбиро- из организма, а входящие в их состав микроорганизмы способны не только сорбиро-
вать радионуклид на клеточной стенке и в цитоплазме (в случае ЕМ-1), но и повышать эффек-
тивность абсорбции цезия в кровяное русло из просвета кишечника. Следует отметить, что ис-
пользуемая в эксперименте почва содержала лишь небольшую долю 137Cs в биологически 
доступной форме. Практически весь запас радионуклида в ней находился в трудно извлекаемых 
формах. В связи с этим важно было оценить суточное поступление 137Cs в организм животных. 

Анализ полученных данных показал лишь слабую тенденцию к повышению усвояемости 
137Cs из рациона на фоне приема микробиологических препаратов спустя 2 мес. после начала экс- из рациона на фоне приема микробиологических препаратов спустя 2 мес. после начала экс-
перимента (рис. 5). В последующем и этого эффекта не выявлено.

Выводы

1. В условиях хронического перорального поступления 137Cs эффективный период полувыве- эффективный период полувыве-
дения радиоизотопа из организма 8-месячных крыс-самцов, содержащихся на стандартном ра-
ционе, составляет 352 ± 69 ч, 10-месячных – 394 ± 148 ч.

2. Введение в рацион крыс-самцов микробиологических препаратов ЕМ-1 и EMX-Gold на 
протяжении 2 мес. сокращает период полувыведения цезия на 16–19 %, однако различия с кон-
тролем достоверны только при уровне значимости 0,15.

3. При 4-месячном содержании крыс-самцов на загрязненном радиоактивным цезием рацио-
не постоянное добавление в питьевую воду микробиологических добавок ЕМ-1 и EMX-Gold не 
изменяет скорость выведения радиоизотопа из организма.
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ПОТЕРИ ДАВЛЕНИЯ ВО ВНУТРЕННЕЙ СОННОЙ АРТЕРИИ В ТОЧКЕ БИФУРКАЦИИ 
В НОРМЕ И ПРИ НАРУШЕНИЯХ ГЕМОДИНАМИКИ 

С помощью математического моделирования установлено, что потери давления во внутренней сонной артерии  
в точке бифуркации общей сонной артерии при отсутствии нарушения геометрии указанных артерий практически 
не происходит. При нарушении геометрии наблюдаются некоторые потери давления, определяемые типом и выра-
женностью патологии, а также местом ее расположения относительно точки бифуркации. 

Ключевые слова: внутренняя сонная артерия, бифуркация, потеря давления.
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2Institute of Mathematics of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus 

PRESSURE LOSSES IN THE INTERNAL CAROTID ARTERY AT THE BIFURCATION POINT  
AT NORMAL HEMODYNAMICS AND AT ITS DISTURBANCES 

By means of mathematical modeling of pressure losses in the internal carotid artery at the point of bifurcation of the 
common carotid artery it is established that in the absence of the violation of the geometry of the above arteries, pressure 
losses practically do not occur. At the geometry violation, some pressure losses determined by the type and expression of 
pathology, as well as by the place of its location relative to the bifurcation point are observed. 

Keywords: internal carotid artery, bifurcation, pressure loss.

Введение. Потери давления в артериальных сосудах складываются из потерь давления 
вследствие гидравлического трения, вызванного вязкостью крови, и из местных потерь давле-
ния, связанных с изменениями геометрии сосуда (нарушение прямолинейности хода, атероскле-
ротические поражения и др.). Известно [1–3], что от половины до двух третей всех ишемических 
инсультов ассоциируется с поражением, прежде всего атеросклеротического генеза, экстракра-
ниальных артерий головного мозга. Наряду с атеросклеротическими изменениями важное зна-
чение при нарушении мозгового кровообращения имеют патологические извитости внутренней 
сонной артерии (ВСА) [4–7]. И та и другая патологии приводят к потере давления в области их 
локализации, что по закону Пуазейля уменьшает объемный кровоток и тем самым ухудшает 
обеспечение кровью сосудов головного мозга.

Помимо указанных патологических зон потери давления областью возможного местного со-
противления является точка бифуркации общей сонной артерии (ОСА) на внутреннюю и наруж-
ную (НСА) сонные артерии. Существует ряд математических моделей бифуркации сосудов [8–
10]. Однако все они основаны на большом количестве параметров, достаточно сложны и не мо-
гут быть использованы в повседневной клинической практике. Если же задачу сузить до 
определения потери давления, то можно получить простые расчетные формулы, учитывающие 
данные только стандартного ультразвукового исследования сосуда; точность таких формул ока-
зывается вполне удовлетворительной.

При анализе потери давления в ВСА в точке бифуркации следует различать два случая:  
1) геометрия ОСА и ВСА не нарушена ни атеросклеротическим поражением, ни патологической 
извитостью; 2) в ОСА и ВСА наблюдается хотя бы одна из указанных патологий. В первом слу-
чае область бифуркации является областью изолированного местного сопротивления, во втором 
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случае на течение крови в точке бифуркации существенное влияние оказывает местное сопро-
тивление в пораженных участках артерий. Следовательно, каждый из этих случаев требует от-
дельного изучения.

Цель исследования – разработать математическую модель, позволяющую оценить потери 
давления во внутренней сонной артерии в точке бифуркации как в норме, так и при патологиче-
ских извитостях и атеросклеротических поражениях.

Материалы и методы исследования. Область бифуркации ОСА схематически изображена 
на рис. 1. В норме ОСА и экстракраниальный участок ВСА имеют прямолинейный ход, диаме-
тры этих артерий относительно постоянны, причем диаметр ВСА, как правило, больше, чем диа-
метр НСА. В ВСА направляется примерно 2/3 крови, переносимой ОСА, в НСА – 1/3. Область 
бифуркации можно охарактеризовать такими геометрическими и гемодиначескими параметра-
ми, как коэффициент ветвления k (k = SВСА + SНСА)/SОСА, где SВСА , SНСА и SОСА – площади попереч-
ных сечений ВСА, НСА и ОСА в точке бифуркации), угол ветвления a (по данным [11], угол a 
обычно составляет 30–40°); радиусы кривизны делителя потока (рис. 1, зона (2)) и сосудистой 
стенки в точке ветвления (рис. 1, зона (3)).

Кроме этих параметров, на течение крови существенное влияние оказывают пиковые (макси-
мальные) скорости wОСА, wВСА и wНСА кровотока в ОСА, ВСА и НСА, а также число Рейнольдса  

( Re wdr
=

m
, где w – скорость потока, м�с–1, r – плотность крови (1060 кг�м–3), m – вязкость крови 

((3–5)�10–3 Па�с), d – диаметр сосуда, м). 
Определенное воздействие на кровоток оказывает и каротидный синус (1), представляющий 

собой расширенную начальную часть ВСА, которая сильно иннервирована баро- и хеморецепто-
рами и играет важную роль в регуляции кровообращения.

Картина течения крови в области бифуркации достаточно сложна. В первую очередь из-за разде-
ления потока нарушается симметричность профиля скоростей. Сразу же за делителем потока зона 
наибольших скоростей оказывается в непосредственной близости к внутренней стенке отходящих 
ветвей. Кроме того, в точке бифуркации искривляются линии тока, что сопровождается асимметрией 
распределения давления и приводит к поперечной циркуляции крови. В области каротидного синуса 
наблюдается физиологическая турбулентность [11] , что также усложняет движение потока.

Еще одна сложность связана с пульсирующим характером течения крови. Из-за периодиче-
ского изменения скорости кровотока нельзя однозначно определить число Re, от которого зави-Re, от которого зави-, от которого зави-
сит тип течения (ламинарный или турбулентный). По-видимому, в такой ситуации целесообраз-
но использовать пиковое число Re при максимальной линейной скорости кровотока. Такой вы-Re при максимальной линейной скорости кровотока. Такой вы- при максимальной линейной скорости кровотока. Такой вы-
бор можно обосновать тем, что возмущение потока чаще возникает при пиковой или близкой  
к ней скорости течения крови. Однако вряд ли тип течения определяется только пиковым числом 
Re, поскольку для того, чтобы возмущения 
превратились в турбулентность, необходимо 
некоторое время. Поэтому есть основание 
счи тать, что критическое число Re (после ко-Re (после ко- (после ко-
торого развивается турбулентность) будет 
возрастать при повышении частоты сердеч-
ных сокращений. Это означает, что в случае 
пульсирующего потока переход к турбулент-
ности определяется не только числом Re, но  
и числом Уомерсли [12]:

2
d

a =
2 fπ r

m
,

где f – частота сердечных сокращений, Гц,  
с увеличением которого возрастает и крити-
ческое число Re.

Рис. 1. Область бифуркации общей сонной артерии: (1) – 
каротидный синус, (2) – делитель потока. SВСА, SНСА и SОСА – 
площади поперечных сечений внутренней (ВСА), наруж-

ной (НСА) и общей (ОСА) сонных артерий 
Fig. 1. Field of bifurcation of the common carotid artery: (1) – 
the carotid sine, (2) –the stream divider. SICA, SECA and SCСА – 
the areas of cross sections of internal (ICA), external (ECA) 

and common (CCA) carotid arteries
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Перечисленные сложности не позволяют простыми методами описать течение крови в обла-
сти бифуркации. Следует также добавить, что течение крови сильно зависит от изменения как 
геометрических характеристик зоны бифуркации, так и динамических параметров, что еще 
больше усложняет задачу. Поэтому в данной работе не ставилась цель полного анализа кровото-
ка в условиях пульсирующего течения, а определялись только потери давления, когда градиент 
давления на входе в область бифуркации не изменяется во времени. Тем не менее, даже в таком 
упрощенном варианте данные о потере давления служат важной гемодинамической характери-
стикой зоны бифуркации.

Если в ВСА имеются атеросклеротические поражения или она является патологически изви-
той, значит, в ней существуют две области местного сопротивления: область бифуркации и па-
тологический участок. Известно [13], что если области местного сопротивления расположены на 
расстоянии, большем чем 30–40 d (точнее, на расстоянии, большем чем 0,5Lэкв, где Lэкв – длина 
воображаемого участка артерии, на котором потеря давления на трение равна местной потере 
давления [14]), то общая потеря давления равна сумме потерь давления в области каждого со-
противления. Однако в силу небольшой длины ВСА и ОСА указанное условие часто не выпол-
няется, поэтому ввиду влияния друг на друга местных сопротивлений суммирования потерь 
давления не происходит. В связи с этим далее оцениваются потери давления в ВСА в области 
бифуркации, когда геометрия артерии не нарушена и когда имеются атеросклеротические бляш-
ки или патологические извитости.

Оценку потери давления проводили на основании модели области бифуркации, представлен-
ной на рис. 2. В этой модели, во-первых, не учитывается каротидный синус, во-вторых, делитель 
потока имеет острый угол, а не является закругленным, как это имеет место в действительности 
(рис. 2), в-третьих, НСА в момент ветвления делает резкий поворот, хотя на самом деле переход 
ОСА–НСА является плавным. Поэтому в предложенной модели выше вероятность отрыва пото-
ка (рис. 2, зона (1)) и образования завихрений (рис. 2, зона (2)), что может повлиять на оценки 
потерь давления. Кроме того, в модели не отражена вариабельность строения НСА (в частности, 
часто наблюдающийся «рассыпчатый» характер – деление в устье на несколько стволов), что 
также может влиять на потери давления. Однако, несмотря на указанные недостатки, основные, 
наиболее значимые для гемодинамики геометрические параметры в ней учтены.

Оценки потери давления, получаемые на основе модели, представленной на рис. 2, наиболее 
точны [13], если в зоне бифуркации площадь поперечного сечения ОСА меньше суммы площа-
дей поперечных сечений ВСА и НСА и пиковая скорость кровотока в ВСА не выше пиковой 
скорости кровотока в ОСА, т. е. 

 SОСА < SВСА + SНСА,  wВСА ≤ wОСА.  (1)

При нарушении этих условий точность оценок может снижаться.
Согласно [13], при выполнении неравенств 

(1) потери давления DP в ВСА в области би-
фуркации определяются по формуле

 DP = 0,35
2

ВСА

ОСА

1 w
w

 
− 

 

2
ОСА

2

wr
.          (2)

Графически изображение зависимости ве-
личины DP от скоростей wВСА, wОСА представ-
лено на рис. 3.

Заметим, что в этой формуле отсутствуют 
коэффициент и угол ветвления, что на первый 
взгляд вызывает сомнение в ее точности, по-
скольку очевидно, что параметры k и a суще-
ственно влияют на характер течения крови. 
Однако на самом деле влияние их учитывает-

Рис. 2. Модель области бифуркации общей сонной арте-
рии: (1) – зона возможного отрыва, (2) – возможная вих-
ревая зона. SВСА, SНСА и SОСА – площади поперечных сече-
ний внутренней (ВСА), наружной (НСА) и общей (ОСА) 

сонных артерий
Fig. 2. Model of the field of bifurcation of the general carotid: 
(1) – the zone of a possible separation, (2) – a possible vortex 
zone. SICA, SECA and SCСА – the areas of cross sections of inter-
nal (ICA), external (ECA) and the general (CCA) carotids ar-

teries
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ся в скоростях wВСА и wОСА, поэтому указанные параметры присутствуют в формуле (2) опосредо-
ванным образом.

Зависимость DP от скоростей wВСА, wОСА иногда удобно представлять линиями постоянства 
потерь давления (рис. 4), которые являются графиками уравнения 

 wОСА = wВСА + 185,5
PD

при различных значениях DP. Каждая такая линия характеризуется тем, что потеря давления  
в ВСА не зависит от скоростей wВСА и wОСА, если точки (wВСА, wОСА) расположены на ней. 
Например, точки (0,5; 1,5), (0,7; 1,7), (0,3; 1,3) лежат на линии (1), поэтому соответствующие ско-
рости wВСА, wОСА приводят к одинаковой потере давления (DP = 185,5 Па).

Завершая описание разработанной нами модели области бифуркации, отметим, что геоме-
трией этой области, представленной на рис. 2, не исчерпываются возможные типы ветвления 
ОСА на ВСА и НСА. Согласно классификации, приведенной в [15], существует 8 основных вари-
антов бифуркации ОСА, 2 из которых (С-тип ВСА и симметричное ветвление с увеличенным 
углом a) не в полной мере соответствуют нашей модели. Естественно, в этих случаях точность 
ее снижается.

В исследование была включена группа из 20 человек (10 мужчин и 10 женщин, средний воз-
раст 25,8 ± 3,6 года) без патологических изменений ОСА и ВСА и несколько пациентов, у кото-
рых наблюдались нарушения геометрии ОСА и ВСА. Основные параметры области бифуркации 
в сформированной группе: k = 1,5 ± 0,2, wОСА,wВСА и wНСА – 0,67 ± 0,13;  0,61 ± 0,12 и 0,52 ± 0,09 м�с–1 
соответственно. 

Результаты и их обсуждение. Анализ формулы (2) позволяет сделать следующий вывод. 
Потери давления в точке бифуркации ВСА возрастают, если увеличивается пиковая скорость 
wОСА и уменьшается соотношение wВСА/wОСА. Значит, чем выше пиковая скорость кровотока  
в ОСА и ниже пиковая скорость кровотока в ВСА, тем значительнее потери давления в ВСА. 
При отсутствии патологических изменений в ОСА и ВСА соотношение wВСА/wОСА близко к 1, 
wОСА < 1, поэтому потеря давления в этом случае мала. Согласно расчетам, выполненным по фор-
муле (2), DP = 1,1 ± 1,2 Pа. Таким образом, если геометрия зоны бифуркации не нарушена (нет 
извитостей и атеросклеротических бляшек), то потерь давления в ВСА из-за ветвления ОСА 
практически не происходит.

При нарушении геометрии потери давления небольшие. Нами обследовано 4 пациента со 
стенозирующим атеросклерозом и нарушением сосудистой геометрии. Результаты обследования 
представлены в таблице.

Следует подчеркнуть, что общие потери давления в ВСА могут оказаться большими, чем 
указано в таблице, поскольку помимо потерь в области бифуркации имеют место дополнитель-
ные потери как из-за нарушения сосудистой геометрии (их можно рассчитать по методике [16]), 
так и из-за склеротических поражений. Поэтому для того, чтобы оценить общие потери, необхо-

Рис. 3. Зависимость потери давления от скоростей
Fig. 3. Dependence of pressure loss vs. speeds

Рис. 4. Линии постоянства потерь 
давления

Fig. 4. Lines of constant pressure losses
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димы дополнительные исследования, ибо, как уже отмечалось, местные сопротивления могут 
оказывать влияние друг на друга, при этом степень их влияния зависит не только от типа и вы-
раженности патологии, но и от взаимного расположения областей сопротивления. 

Заключение. Предложена математическая модель для оценки потери давления в ВСА в точ-
ке бифуркации ОСА. На основании этой модели установлено, что при отсутствии патологиче-
ских изменений в ОСА и ВСА (отсутствие извитостей и атеросклеротических поражений) ука-
занные потери практически равны нулю. В случае нарушений геометрии ОСА и ВСА или нали-
чия в них атеросклеротических бляшек наблюдаются определенные потери давления в ВСА, 
вызванные бифуркацией ОСА. Величина этих потерь зависит от типа и выраженности патоло-
гии, а также от места ее расположения относительно точки бифуркации. Наличие патологии 
приводит к тому, что в комплексе ОСА–ВСА имеются два или более местных сопротивления, 
которые оказывают влияние друг на друга. Поэтому для оценки общих потерь давления в ВСА 
необходимы дополнительные исследования.
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ГИСТОЛОГИЧЕСКИЕ И УЛЬТРАСТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ МИОКАРДА  
В ДИНАМИКЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО САХАРНОГО ДИАБЕТА 

С применением экспериментальных моделей стрептозотоцин-индуцированного диабета изучены структурные 
и ультраструктурные особенности миокарда. Выявлено, что ранняя стадия диабетического поражения сердца носит 
адаптивный (компенсаторный) характер, а более поздняя его стадия сопровождается развитием миокардиодистро-
фических процессов и срывом адаптации – декомпенсацией.

Ключевые слова: стрептозотоцин-индуцированный диабет, диабетическая микроангиопатия, диабетическая 
кардиомиопатия, ультраструктура.
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HISTOLOGICAL AND ULTRASTRUCTURAL STATE OF THE MYOCARDIUM IN THE DYNAMICS  
OF EXPERIMENTAL DIABETES

Structural and ultrastructural features of the myocardium were studied by experimental models of streptozotocin-
induced diabetes. It was revealed that the early stage of the diabetic heart disease is associated with the development of 
adaptive (compensatory) processes in the heart. The later stages of the diabetic heart disease is associated with the development 
of degenerative processes оf the myocardium and the disruption of adaptation – decompensation.

 Keywords: streptozotocin-induced diabetes, diabetic microangiopathy, diabetic cardiomyopathy, ultrastructure.

Введение. Наиболее частой причиной инвалидности и смертности наряду с ишемической 
болезнью сердца и онкологическими заболеваниями является сахарный диабет (СД) [1]. Основ-
ной причиной смерти больных СД являются заболевания сердечно-сосудистой системы [2–4]. 
Кроме ускоренного развития атеросклероза, обусловливающего высокий уровень летальности 
при СД, доказано влияние еще одного мощного фактора, ухудшающего прогноз у этих пациен-
тов, – диабетической кардиопатии [5, 6]. В развитии последней большую роль играет не только 
ухудшение кровоснабжения миокарда, обусловленное микро- и макроангиопатиями, но и специ-
фическое состояние кардиомиоцитов (КМЦ), связанное с особенностями метаболизма в услови-
ях гипоксии и дефицита инсулина.

Цель настоящего исследования – изучение морфологического состояния миокарда, включая 
его ультраструктурную организацию, в динамике экспериментального сахарного диабета.

Материалы и методы исследования. Исследования проведены на белых половозрелых бес-
породных крысах-самцах массой 250–300 г в соответствии с Хельсинской декларацией о гуман-
ном обращении с животными. Крысы были разделены на три группы: контроль (n = 6), экспери-
ментальная группа с СД3 (n = 10) и экспериментальная группа с СД5 (n = 10). Все животные со-
держались в условиях вивария на стандартном пищевом рационе, имели свободный доступ  
к воде. СД индуцировали путем однократного внутрибрюшинного введения стрептозотоцина 
(Sigma, С�А) в дозе 60 мг/кг, разведенного 0,01 моль/л цитратным буфером (pH 4,5). Вери-
фикацию СД осуществляли по увеличению концентрации глюкозы в крови крыс, снижению 
массы тела, развитию полиурии и полидипсии. Животных под эфирным наркозом выводили из 
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эксперимента через 3 недели после введения стрептозотоцина (группа СД3) и через 5 недель 
(группа СД5).

Для морфологического исследования сердца на светооптическом уровне у животных иссекали 
миокард левого желудочка (ЛЖ) во время аутопсии. Образцы миокарда фиксировали в 10 %-ном 
растворе нейтрального формалина в течение 48 ч, промывали в проточной воде, а далее произво-
дили обработку материала и заливку его в парафин по общепринятой методике. Парафиновые 
срезы толщиной 3–5 мкм, полученные при помощи ротационного микротома CUT 5062 (SLEE 
medical, Германия), окрашивали гематоксилином и эозином, по Ван-Гизону и изучали в световом 
микроскопе Optec BK 5000 с цифровой камерой (Optec, Китай).

Параллельно из тех же участков миокарда производили забор материала для электронной 
микроскопии. Образцы сердечной мышцы фиксировали сначала в 2,5 %-ном растворе глутаро-
вого альдегида, а затем в 2 %-ном растворе четырехокиси осмия. В дальнейшем ткань обезвожи-
вали в спиртах восходящей концентрации и ацетоне, пропитывали в смеси эпоксидных смол  
и заключали в блоки по стандартной методике. Полимеризацию блоков проводили в термостате 
при 37 °С в течение 2 сут и при 56 °С еще 4 сут. Из полученных блоков на ультрамикротоме LKB 
(�веция) изготавливали ультратонкие срезы, которые монтировали на сеточки и после контра-
стирования их цитратом свинца изучали под электронным микроскопом JEM-100В (Япония).

Результаты и их обсуждение. При исследовании миокарда ЛЖ животных группы СД3 на 
светооптическом уровне выявлена незначительная разобщенность в расположении пучков мы-
шечных волокон, обусловленная слабо выраженным интерстициальным отеком. Более выражен-
ными в миокарде крыс были сосудистые нарушения. Независимо от диаметра кровеносных со-
судов наблюдались явления нарушения перфузии органа: периваскулярный отек, венозное пол-
нокровие, запустевание и спазм артериол и мелких артерий. Нередко в капиллярах отмечались 
явления стаза эритроцитов, в отдельных артериолах и мелких артериях наблюдалось выбухание 
ядер эндотелиальных клеток внутрь просвета сосудов. Стенки многих из них были неравномер-
но утолщены в результате гипертрофии гладкомышечных клеток, что снижало их пропускную 
способность и уровень трофики миокарда.

При электронно-микроскопическом исследовании КМЦ животных группы СД3 отмечалось 
упорядоченное расположение миофибрилл с правильной поперечной исчерченностью и относи-
тельно плотной упаковкой миофиламентов. Ядра большинства КМЦ сохраняли свою целост-
ность и имели характерные неглубокие инвагинации кариолеммы. 

В КМЦ определялось большое количество отечных митохондрий разных размеров и формы, 
с просветленным митохондриальным матриксом, сглаженными и фрагментированными криста-
ми, истонченным межмембранным пространством. Следует отметить, что в большинстве случа-
ев митохондрии в межфибриллярной зоне тесно контактировали друг с другом, располагаясь 
цепочкой в 2–3 ряда и более, а в околоядерной зоне – беспорядочной массой у полюсов ядра. 
Сохранение гетерогенности ультраструктуры и популяции митохондрий может быть проявле-
нием эндогенных механизмов выживания клетки при длительной гипоксии миокарда [7].

Предполагается, что в условиях хронической гипоксии запускаются два разнонаправленных 
процесса: выбраковка митохондрий с нарушенной функциональной активностью и образование 
новых митохондрий с целью сохранения части органелл в условиях тяжелого стрессорного воз-
действия [7, 8]. Выявленные у крыс группы СДЗ изменения в структуре митохондрий свидетель-
ствуют о запуске подобных процессов на начальных стадиях диабетического поражения сердца. 
А поскольку количество «нормальных» митохондрий превалировало над патологически изме-
ненными, можно предположить, что на ранней стадии диабетического поражения сердца про-
цесс образования новых митохондрий идет интенсивнее, нежели выбраковка митохондрий с на-
рушенной функциональной активностью, и, следовательно, раннюю стадию диабетической 
кардиомиопатии можно рассматривать как стадию компенсации (адаптации) в ответ на возрас-
тающее кислородное голодание сердечной мышцы.

Ультраструктурная организация сосудов миокарда животных группы СД3 характеризова-
лась различными структурно-функциональными нарушениями эндотелия микрососудов – из-
менением их архитектоники (формы и размера), дисфункцией эндотелия, изменением адгезив-
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ных свойств эндотелиальных клеток, явлениями клазматоза микроворсинок эндотелиальных 
клеток и перикапиллярным отеком. Эндотелиальные клетки чаще всего были гипертрофирова-
ны, а их ядра занимали большую часть просвета сосуда. Хроматин гипертрофированных эндо-
телиоцитов представлен в виде диффузно рассеянных гранул эухроматина и конденсированных 
гранул гетерохроматина, расположенных главным образом вдоль внутренней ядерной мембра-
ны. Особенностью сосудов миокарда экспериментальных животных являлось значительное су-
жение их просвета и необычные очертания рельефа. В нескольких местах стенка образовывала 
разнообразные по форме и глубине дивертикулы в виде каналов, карманов, завитков и др. с едва 
заметными просветами. 

При исследовании миокарда ЛЖ животных группы СД5 на светооптическом уровне с окра-
ской срезов гематоксилином и эозином, по Ван-Гизону выявлены КМЦ с литическими измене-
ниями. Морфологическими эквивалентами литических повреждений цитоплазмы КМЦ на све-
тооптическом уровне были нарушение компактной упаковки и разрежение миофибрилл, выра-
женное просветление цитоплазмы, образование очагов «опустошения» преимущественно вблизи 
ядер. При этом межклеточное пространство было незначительно расширено за счет тонких про-
слоек интерстициальной ткани и слабо выраженного интерстициального отека. В отдельных 
случаях выявлены фокусы некробиоза ядер КМЦ с характерным для данного процесса призна-
ком кариопикноза ядер.

Во многих КМЦ определялись небольшие липидные капли, рассеянные по саркоплазме,  
а в отдельных случаях – истинные адипоциты и в строме миокарда, что свидетельствует о нача-
ле развития жировой дистрофии миокарда. Основной причиной развития подобных изменений 
миокарда чаще всего являются гипоксия и метаболические нарушения, связанные с гиперглике-
мией и дефицитом инсулина, что в конечном итоге приводит к нарушению метаболизма жиров  
в клетках и к разрушению липопротеинов внутриклеточных структур КМЦ.

Характерной морфологической особенностью миокарда животных группы СД5 являлся пе-
риваскулярный фиброз, который затрагивал сосуды разного диаметра и калибра. Существенным 
изменениям подвергались также сосуды микроциркуляторного русла миокарда. Вены и венулы 
были расширены, заполнены форменными элементами крови. Нередко отмечались явления ста-
за эритроцитов в капиллярах. Особо следует отметить характерное для данной стадии выбуха-
ние и/или слущивание эндотелиоцитов как в капиллярах, так и в более крупных сосудах. 
Артерии и артериолы в большинстве случаев находились в состоянии спазма, а их мышечный 
слой был утолщен, что является проявлением вазоконстрикции, которая может быть обусловле-
на гипертонусом прессорного отдела сосудодвигательного центра головного мозга. Нейрогенное 
сужение сосудов осуществляется за счет возбуждения адренергических волокон, которые дей-
ствуют на гладкие мышцы сосудов путем высвобождения адреналина в области нервных окон-
чаний. Постоянное возбуждение прессорного отдела поддерживается импульсами от хеморецеп-
торов сосудистых рефлексогенных зон (аортальной и синокаротидной). Раздражителями для 
хеморецепторов являются увеличение концентрации СО2, уменьшение рН и снижение концен-
трации О2 в артериальной крови. Таким образом, формирование «порочного круга» на поздних 
стадиях диабетического поражения сердца, срыв адаптации – декомпенсация сопровождаются 
развитием и прогрессированием жировой дистрофии, активизацией фибробластов и развитием 
склеротических изменений.

При электронно-микроскопическом исследовании миокарда животных группы СД5 отмеча-
лись нарушение структурной организации миофибрилл и полиморфизм ультраструктур миокар-
диальных клеток. Ядра чаще всего имели округлую или оваловидную форму и нередко были 
гипертрофированы, располагались в центре миокардиальных клеток, иногда смещались в под-
сарколеммальную зону (рис. 1, а). Обнаружены также ядра неправильной фестончатой формы со 
множеством инвагинаций и выростов ядерной мембраны и единичные ядра с признаками карио-
рексиса (рис. 1, b, c). В диспергированном состоянии ядрышки были смещены к периферии ядра. 
Отмечалось расширение и опустошение околоядерного пространства, заполненного разрежен-
ным цитоплазматическим матриксом (рис. 1, d). 
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В некоторых КМЦ имелись признаки повреждения сократительного аппарата в виде мелко- 
очагового лизиса миофибриллярных пучков, «таяния» миофибрилл и их разрыва. 

Отмечался полиморфизм митохондрий КМЦ. Выявлялись митохондрии с дегенеративными 
и деструктивными изменениями. Наиболее частыми дегенеративными изменениями митохон-
дрий были набухание органелл, просветление и гомогенизация митохондриального матрикса, 
разрушение, фрагментация крист, вплоть до пол-
ной их редукции. 

Отличительными особенностями миокар-
да крыс группы СД5, выявленными при элек-
тронно-микроскопическом исследовании, бы-
ли деструкция митохондрий подсарколем-
мальной зоны и извитость сарколеммы (рис. 2, 3). 
Деструкция митохондрий сопровождалась 
разрывом их наружных мембран, что приво-
дило к полному разрушению крист, а в обла-
сти деструкции органелл наблюдалось форми-
рование миелиноподобных телец.

Отмечалась извитость сарколеммы КМЦ, 
а кроме того, встречались участки, в которых 
поперечные Т-трубочки отсутствовали. В нор-
ме сарколемма КМЦ на уровне телофрагм 
(Z-линий) образует глубокие каналообразные 
впячивания, которые имеют важное функцио-
нальное значение, обеспечивая быстрое про-
ведение потенциала действия к каждой мио-
фибрилле. Есть мнение, что причиной разру-

Рис. 1. Структурно-функциональное состояние ядер КМЦ у крыс экспериментальной группы СД5: a – овоидное 
ядро (×10 000), b – фестончатое ядро с множеством инвагинаций (×15 000), c – ядро с признаками кариорексиса 

(×15 000), d – опустошение и просветление околоядерного пространства (×15 000)
Fig. 1. Structural and functional state of CMC nuclei in rats of the experimental group D5: a – ovoid nucleus (× 10 000), b – 
scalloped core with a lot of intussusception (× 15 000), c – nucleus with signs karyorhexis (× 15 000), d – devastation and en-

lightenment perinuclear space (× 15 000)

Рис. 2. Деструкция митохондрий подсарколеммальной 
зоны КМЦ у крыс экспериментальной группы СД5: раз-
рыв наружных мембран митохондрий, полное разруше-
ние крист, формирование миелиноподобных телец (ука-

зано звездочками). ×20 000
Fig. 2. The destruction of the mitochondria podsarkolemmal-
noy area of CMC in rats of the experimental group D5: rup-
ture of the outer membranes of mitochondria, the complete 
destruction of the cristae, and the formation of myelin cells 

(indicated by asterisks). ×20 000
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шения структур КМЦ, нарушения структуры 
сарколеммы, изменения ионного равновесия  
и снижения активности актомиозинового ком-
плекса КМЦ является прямая глюкозотоксич-
ность [6].

При электронно-микроскопическом иссле-
довании микроциркуляторного звена сосуди-
стого русла миокарда ЛЖ крыс группы СД5 
отмечались гипертрофия и выбухание ядер 
эндотелиоцитов в просвет сосуда, вплоть до 
полной обструкции его просвета. Ядра мно-
гих эндотелиальных клеток имели неправиль-
ную форму и глубокие инвагинации. Хрома-
тин концентрировался преимущественно вдоль 
ядерной оболочки. Во многих сосудах микро-
циркуляторного русла отмечались складча-
тость люминальной поверхности эндотелиаль-

ных клеток и выраженная извитость сосудистой стенки с редукцией просвета сосудов, утолще-
ние базальной мембраны и признаки снижения пропускной способности капилляров. Снижение 
количества микропиноцитозных пузырьков в цитоплазме эндотелиоцитов свидетельствовало  
о подавлении транспортной функции последних.

В миокарде экспериментальных животных группы СД5 выявлены также признаки расстрой-
ства кровообращения в виде агрегации, сладжирования и агглютинации форменных элементов 
крови (эритроцитов) и их адгезии к эндотелиоцитам, периваскулярный отек.

Выводы

1. Ранняя стадия диабетической кардиомиопатии представляет собой стадию компенсации 
(адаптации) в ответ на возрастающее кислородное голодание сердечной мышцы.

2. Поздние стадии развития диабетической кардиомиопатии сопровождаются развитием  
миокардиодистрофических процессов, которые проявляются в литическом повреждении КМЦ, 
развитии фиброза и жировой дистрофии. 

3. Нарушение ультраструктурной организации миокарда на более поздних стадиях диабети-
ческого поражения сердца сопровождается дегенеративными и деструктивными повреждения-
ми митохондрий.

4. Деструкция митохондрий подсарколеммальной зоны и извитость сарколеммы свидетель-
ствуют о прямом токсическом действии гипергликемии на КМЦ.

5. Наличие ультраструктурных признаков повреждения сократительного аппарата КМЦ – 
мелкоочагового лизиса, разрыва и «таяния» миофибрилл, наблюдаемых преимущественно на 
периферии КМЦ и вблизи капилляров, свидетельствует о глюкозотоксичности, развивающейся 
после введения стрептозотоцина.
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ПРОГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ МЕТИЛИРОВАНИЯ ГЕНА REPRIMO  
У ПАЦИЕНТОВ С РЕЗЕКТАБЕЛЬНЫМ РАКОМ ЖЕЛУДКА

Статус метилирования гена Reprimo определен в первичной опухоли и в смывах с брюшины до и после лимфо-
диссекции при радикальном хирургическом лечении рака желудка. Анализ статуса Reprimo в смывах у пациентов до 
и после лимфодиссекции показал статистически значимые его изменения (p = 0,007) и продемонстрировал сопря- 0,007) и продемонстрировал сопря-0,007) и продемонстрировал сопря-
женность этого статуса в первичной опухоли cо степенью метастатического поражения регионарного лимфоколлек-
тора pN (p = 0,043). С помощью многофакторного анализа определены также риски диссеминации, прогрессирова-
ния и выживаемости, связанные со статусом Reprimo в опухоли, смывах после операции и степенью метастатическо-
го поражения регионарного лимфоколлектора (pN). Полученные данные позволяют рассматривать положительный 
статус метилирования Reprimo в качестве дополнительного критерия при определении показаний для проведения 
адъювантной химиотерапии.

Ключевые слова: рак желудка, статус метилирования гена Reprimo, перитонеальная диссеминация.
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PROGNOSTIC VALUE OF REPRIMO METHYLATION IN PATIENTS  
WITH RESECTABLE GASTRIC CANCER 

The Reprimo gene methylation status is identified in primary tumors and peritoneal washings after radical surgical 
treatment of gastric cancer. The analysis allowed us to show a statistically significant change in the Reprimo status in 
peritoneal washings in patients before and after dissection (p = 0.007) and also to identify the conjugation of the Reprimo 
status in the primary tumor with the number of the metastatic lymph node pN (p = 0.043). The risk of disease progression with 
peritoneal dissemination and survival linked with the Reprimo tumor status, with the Reprimo status of peritoneal washings, 
and with lymph node metastases (pN) are identified using the multivariate analysis. The data allow us to consider the 
methylation status Reprimo as an additional indication for adjuvant intraperitoneal chemotherapy.

Keywords: gastric cancer, Reprimo gene methylation status, peritoneal dissemination.

Введение. Отдаленные результаты радикального хирургического лечения пациентов, страда-
ющих раком желудка, зависят не только от стадии опухолевого процесса, определяемой согласно 
классификации TNM, но и от молекулярно-генетических особенностей аденокарциномы желудка, 
обусловливающих ее инвазивный и метастатический потенциал. Последнее является, на наш 
взгляд, основным в развитии прогрессирования заболевания, несмотря на радикальный характер 
проведенного лечения. В этой связи представляется актуальной оценка уровня экспрессии различ-
ных генов, ответственных за опухолевую прогрессию. Согласно данным литературы, характер-
ным для опухолевой ткани является метилирование промоторного участка некоторых генов, что 
сопровождается усилением метастатического и инвазивного потенциала злокачественных опухо-
лей [1, 2]. Одним из таких генов является Reprimo (RPRM, TP53 dependent G2 arrest mediator 
candidate) – белок-регулятор клеточного цикла. Метилирование промоторного участка данного 
гена, которое с высокой частотой выявляется в образцах первичных опухолей и практически не 
наблюдается в образцах нормальной ткани, сопровождается снижением экспрессии Reprimo [1]. 
Установлено, что положительный статус метилирования Reprimo сопровождается усилением спо-
собности злокачественных опухолей к инвазии и метастазированию [2]. Логично предположить, 
что наличие положительного статуса метилирования Reprimo приведет к увеличению метастати-
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ческих и инвазивных свойств аденокарциномы желудка в сравнении с ситуациями, когда метили-
рование промоторного участка в первичной опухоли отсутствует.

Цель исследования – оценить влияние статуса метилирования гена Reprimo в первичной опу-
холи и перитонеальных смывах на отдаленные результаты лечения. 

Материалы и методы исследования. В исследование было включено 97 пациентов в воз-
расте от 24 до 75 лет, страдавших раком желудка и имевших различную степень распростране-
ния опухолевого процесса (табл. 1). 

Т а б л и ц а 1. Характеристика пациентов, включенных в исследование
T a b l e 1. Characteristics of the patients included in the study

Степень распространения опухолевого процесса/
медиана наблюдений 

К-во
пациен-

тов

Характер течения заболевания

Прогрессирование 
заболевания,

 n (%)

Прогрессирование заболевания
с формированием диссемина-

ции, n (%)

Из них умерли
от прогрессирования 

опухолевого процесса, 
n (%)

pTNM: 
pT4a-bN2-3M0
pT4a-bN1M0
pT4a-bN0M0
pT1-3N0-3M0

Всего случаев

45
12
22
18

32 (71)
5 (42)
7 (32)
5 (28)

49

24 (53)
2 (17)
4 (18)
3 (17)

33

20 (44)
4 (33)
4 (18)
3 (17)

31

Медиана наблюдений, сут:
у пациентов с зарегистрированным  
прогрессированием заболевания  
(цензурированных) 
у пациентов со стабилизацией процесса 

 

271
872

245
862

470
862

Всем пациентам выполнено хирургическое вмешательство в объеме стандартной/комбини-
рованной радикальной субтотальной резекции желудка/гастрэктомии в сочетании с лимфодис-
секцией D2, включавшей в себя моноблочное удаление клетчатки вместе с лимфатическими уз-D2, включавшей в себя моноблочное удаление клетчатки вместе с лимфатическими уз-2, включавшей в себя моноблочное удаление клетчатки вместе с лимфатическими уз-
лами, характерными, согласно Japanese Gastric Cancer Association (JGCA, 1998) для I–II этапов 
метастазирования. Статус метилирования гена Reprimo исследован в опухолевой ткани желудка 
(95 пациентов), а также в смывах с брюшины (86 пациентов) до выполнения мобилизации желудка 
(сразу после выполнения лапаротомии) и после завершения лимфодиссекции (перед дренирова-
нием брюшной полости и началом проведения интраперитонеальной химиотерапии). Одно-
временная оценка статуса метилирования как в первичной опухоли, так и в перитонеальных 
смывах оказалась возможной у 82 пациентов.

Оценка статуса метилирования промоторной области гена Reprimo выполнена в онкологиче-
ском отделении биочиповых технологий (заведующий – А. С. Бабенко) Республиканской молеку-
лярно-генетической лаборатории РНПЦ ОМР им. Н. Н. Александрова.

Общую фракцию геномной ДНК выделяли с использованием наборов реагентов (QIAMP 
DNA Blood Mini Kit № 51106 (Qiagen, С�А) – для выделения из смывов, QIAMP DNA FFPE 
Tissue Kit № 56404 (Qiagen, С�А) – для выделения из парафиновых блоков) согласно протоколу 
их изготовителя. Степень очистки и концентрацию общей фракции ДНК после выделения 
оценивали с использованием спектрофотометра Cary 60 UV-VIS (Agilent, С�А), бисульфитную 
конверсию – с помощью набора реагентов EpiTect Bisulfite Kit (48) Cat. no. 59104 (Qiagen, С�А). 

Для проведения ПЦР с продуктами бисульфитной конверсии использовали амплификатор 
CFX-96 (BioRad, С�А). Режим амплификации: при 95 оС – 5 мин (первичная денатурация);  
35 циклов амплификации: при 95 оС – 10 с, при 60 оС – 1 мин; финальная элонгация: при 72 оС –  
5 мин. Объем реакционной смеси составил 25 мкл. В состав реакционной смеси входили специ-
фические олигонуклеотидные праймеры: 500 нМ, 50 нг кДНК, 0,2 мМ каждого dNTP, 50 мМ KCl,  
25 мМ Трис-HCl, 2 мМ MgCl2 и 1,25 МЕ Taq ДНК-полимеразы (ОДО «Праймтех», Беларусь). При 
оценке результатов руководствовались указаниями оригинальных исследований [3]. Разделение 
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продуктов ПЦР после бисульфитной конверсии проводили в 2 %-ном агарозном геле с использо-
ванием 1×ТАЕ буферного раствора и камеры PowerPacHV (BioRad, С�А). Результаты регистри-PowerPacHV (BioRad, С�А). Результаты регистри- (BioRad, С�А). Результаты регистри-BioRad, С�А). Результаты регистри-, С�А). Результаты регистри-
ровали с помощью системы гель-документации GelDocXR+ (BioRad, С�А).

Статистический анализ. Частотные характеристики исследуемых показателей представле-
ны в виде абсолютных и относительных величин. При исследовании таблиц сопряженности ис-
следуемых показателей использовали критерий хи-квадрат, в случае нарушения предположений, 
лежащих в основе критерия хи-квадрат, – точный критерий Фишера–Фримана–Халтона.

Пропорциональное соотношение показателей статуса метилирования Reprimo до и после вы-
полнения лимфодиссекции оценивали на основе точного биноманального критерия с расчетом 
доверительных интервалов (ДИ) по Клопперу–Пирсону [4], различия в пропорциональном соот-
ношении Reprimo+ в смывах до начала операции и после завершения лимфодиссекции – по кри-+ в смывах до начала операции и после завершения лимфодиссекции – по кри-
терию Мак-Немара. 

Анализ влияния статуса метилирования Reprimo в биоптатах различной локализации и сте-
пени распространенности опухолевого процесса, описываемой категориями T и N, на характер 
прогрессирования заболевания (выживаемость, свободную от диссеминации, – ВСД; выживае-
мость, свободную от прогрессирования, – ВСП; канцер-специфическую выживаемость – КСВ) 
проводили с помощью многофакторной регрессии пропорциональных рисков Кокса. Отно шение 
рисков (ОР) рассчитывали как экспоненциальное преобразование соответствующих коэффици-
ентов регрессии, ДИ для ОР – как экспоненциальное преобразование соответствующих ДИ ко-
эффициентов регрессии.

Все расчеты производили с помощью статистического пакета R [5], версия 3.1.3, с использо-R [5], версия 3.1.3, с использо- [5], версия 3.1.3, с использо-
ванием пакетов survival [6]. Результаты анализа считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Из 97 пациентов статус метилирования гена Reprimo в пер-
вичной опухоли определен у 95 человек, из них положительный (Reprimo+) – у 35 (37 %), отрица-
тельный (Reprimo–) – у 60 (63 %). Принимая во внимание данные литературы о том, что наибо-
лее частым вариантом прогрессирования рака желудка является диссеминация опухоли по брю-
шине [7], представляется целесообразной совместная оценка статуса метилирования Reprimo  
в первичной опухоли и в местах наиболее частой локализации отдаленных метастазов, в част-
ности в брюшной полости. В связи с этим нами изучен статус метилирования перитонеальных 
смывов, исходя из того, что положительный их статус может свидетельствовать о присутствии 
свободных опухолевых клеток в брюшной полости, поскольку метилирование промоторного 
участка Reprimo больше характерно для опухолевой ткани [1].

 Логично предположить что: 1) при наличии Reprimo+ первичной опухоли смывы с брюши-
ны будут иметь аналогичный статус метилирования, поскольку в свободной брюшной полости 
могут присутствовать свободные опухолевые клетки со статусом метилирования, аналогичным 
первичной опухоли; 2) наличие Reprimo+ смывов будет сопровождаться более частым формиро-
ванием перитонеальной диссеминации, обусловливая неблагоприятный прогноз заболевания, 
поскольку обнаружение свободных опухолевых клеток в брюшной полости рассматривается  
в качестве инициального момента при формировании перитонеального канцероматоза. Для про-
верки данного предположения статус метилирования Reprimo определяли в смывах с брюшины 
сразу после выполнения лапаротомии и сразу по завершении лимфодиссекции.

Исследование смывов с брюшины сразу после выполнения лапаротомии позволило оценить 
статус метилирования у 86 (88,7 %) из 97 пациентов, из которых Reprimo– обнаружен у 62 (72 %) 
человек, Reprimo+ – у 24 (28 %). Сопоставительный анализ статуса метилирования Reprimo  
в первичной опухоли и в смывах с брюшины, выполненный после лапаротомии, показал, что  
в случае его положительного статуса в первичной опухоли аналогичный статус Reprimo в смы-
вах с брюшины определялся у 15 (44 %) пациентов из 41 с аналогичным статусом метилирова-
ния Reprimo в первичной опухоли. В то же время при отсутствии метилирования гена Reprimo  
в первичной опухоли у 40 пациентов – Reprimo+ смывы отмечены только у 6 (15 %). При оценке 
сопряженности статуса метилирования в первичной опухоли и в смывах установлено, что статус 
метилирования гена Reprimo в первичной опухоли определяет статус метилирования смывов до 
начала лечения (р = 0,026) (табл. 2). Объяснением данному факту может быть то, что метилиро-
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вание промоторного участка Reprimo связано с упомянутым выше снижением экспрессии дан-
ного гена, вследствие чего формируется так называемый «агрессивный» фенотип аденокарцино-
мы, обладающей высоким инвазивным и метастатическим потенциалом [8, 9]. Наличие подобно-
го агрессивного фенотипа опухоли обусловливает появление в брюшной полости свободных 
опухолевых клеток, косвенным подтверждением наличия которых как раз и является положи-
тельный статус метилирования перитонеальных смывов, поскольку метилирование промотор-
ной области гена Reprimo характерно именно для опухолевой ткани, в частности для аденокарци-
номы желудка [1]. В пользу данного предположения свидетельствует следующее: а) у пациентов  
с Reprimo+ первичной опухолью массивное поражение метастатического лимфоколлектора, со-
ответствующее pN2-3, отмечалось чаще, чем у пациентов, у которых статус метилирования пер-pN2-3, отмечалось чаще, чем у пациентов, у которых статус метилирования пер-2-3, отмечалось чаще, чем у пациентов, у которых статус метилирования пер-
вичной опухоли был отрицательным (р = 0,043); б) имела место тенденция к большей глубине 
инвазии стенки желудка (р = 0,061) (табл. 2). 

Т а б л и ц а 2. Оценка сопряженности характеристик первичной опухоли (pTN) и статуса метилирования 
Reprimo в перитонеальных смывах со статусом метилирования Reprimo в первичной опухоли

T a b l e 2. Evaluation of conjugation of the primary tumor characteristics (pTN) and the Reprimo methylation status 
in peritoneal washings with the Reprimo methylation status in the primary tumor

Анализируемый признак

Статус метилирования гена Reprimo 
в первичной опухоли p

Reprimo–, n (%) Reprimo+, n (%)

Статус метилирования Reprimo в смывах 
с брюшины до выполнения лимфодиссекции:

Reprimo–
Reprimo+

34 (85)
6 (15)

27 (61)
15 (44)

 

0,026

Статус метилирования Reprimo в смывах 
с брюшины после завершения лимфодиссекции:

Reprimo–
Reprimo+

26 (65)
14 (35)

27 (61)
17 (39)

 

0,822

pT:
рТ1-3
рТ4a-b

12 (26)
34 (74)

5 (10)
44 (90)

 

0,061
pN:

pN0-1
pN2
pN3

28 (61)
6 (13)

12 (26)

18 (37)
15 (31)
16 (33)

 
0,043

Исследование смывов с брюшины после завершения лимфодиссекции позволило оценить 
статус метилирования у 86 (88,7 %) из 97 пациентов. Анализ сопряженности статуса метилиро-
вания промоторной области Reprimo в первичной опухоли и в смывах с брюшины после завер-
шения лимфодиссекции продемонстрировал отсутствие взаимосвязи между рассматриваемыми 
показателями (р = 0,822). 

Поиск возможной причины данного явления с помощью сопоставительного анализа статуса 
метилирования Reprimo в перитонеальных смывах в начале (после лапаротомии) и в конце опе-
рации (после завершения лимфодиссекции) показал его изменение у 30 (35 %) из 86 пациентов 
(95 % ДИ – 25–46 %, р = 0,007). Изменение статуса метилирования Reprimo в смывах выглядело 
следующим образом: 

 изменение статуса среди пациентов с Reprimo+ смывами до начала лимфодиссекции имело 
место у 11 (46 %) человек, статус не изменился у 13 пациентов;

среди пациентов с Reprimo– смывами до начала лимфодиссекции у 43 статус метилирования 
после завершения лимфодиссекции не претерпел изменений, а у 19 пациентов произошло изме-
нение статуса метилирования на положительный. 

Нами не отмечено увеличения количества пациентов с Reprimo+ смывами после завершения 
лимфодиссекции (р = 0,201). С одной стороны, возможно, это связано с недостаточной чувстви-
тельностью и специфичностью использованного показателя (в частности, этим может быть 
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объяснено изменение статуса метилирования с положительного на отрицательный в процессе 
выполнения лимфодиссекции). С другой стороны, статус метилирования лишь косвенно свиде-
тельствует о наличии в свободной брюшной полости свободных опухолевых клеток, поэтому 
отрицательный статус не исключает их наличия там.

Возможным объяснением изменения установленного нами статуса метилирования промо-
торного участка рассматриваемого гена в перитонеальных смывах с отрицительного (Reprimo–) 
на положительный (Reprimo+) в процессе выполнения операции могло быть распространение 
опухолевых клеток (имеющих положительный статус метилирования гена Reprimo, характер-
ный для опухолевой ткани) из пересеченных лимфатических сосудов и лимфоузлов в процессе 
выполнения лимфодиссекции в свободную брюшную полость [11], приведшее к увеличению со-
держания Reprimo+ клеток.

С целью проверки данного предположения и установления фактора, повлиявшего на измене-
ние статуса метилирования, проведена оценка сопряженности статуса метилирования Reprimo  
в первичной опухоли и в смывах со степенью метастатического поражения регионарного лимфо-
коллектора как возможного источника свободных опухолевых клеток в процессе выполнения 
лимфодиссекции (табл. 3). 

Т а б л и ц а 3. Оценка сопряженности статуса метилирования Reprimo в первичной опухоли  
и в смывах со степенью метастатического поражения регионарного лимфоколлектора
T a b l e 3. Evaluation of conjugation of the Reprimo methylation status in the primary tumor  

and washings with the degree of involvement of the regional lymph node

Анализируемый признак

Степень метастатического поражения регионарного 
лимфоколлектора pN p

рN0-1, n (%) рN2, n (%) рN3, n (%)

Статус метилирования Reprimo в опухоли:
Reprimo–
Reprimo+

28 (61)
18 (39)

6 (29)
15 (71)

12 (43)
16 (57) 0,043

Статус метилирования Reprimo в смывах 
с брюшины:
 до выполнения лимфодиссекции:

Reprimo–
Reprimo+

после выполнения лимфодиссекции:
Reprimo–
Reprimo+

 
 
 

30 (75)
10 (25)

 
29 (73)
11 (27)

 
 
 

14 (78)
4 (22)

 
12 (67)
6 (33)

 
 
 

18 (64)
10 (36)

 
13 (46)
15 (54)

 
 

0,576

 
0,097

Как видно из табл. 3, при наличии положительного статуса метилирования Reprimo в пер-
вичной опухоли статистически значимо чаще встречалось массивное метастатическое пораже-
ние регионарного лимфоколлектора pN2-3 (р = 0,043), что является подтверждением приведен-
ных выше данных о более агрессивном фенотипе аденокарциномы в случае супрессии гена 
Reprimo [8, 9]. Наличие множественных метастазов в регионарных лимфоузлах обусловило тен-
денцию к увеличению количества Reprimo+ смывов у данной категории пациентов (р = 0,097).

Таким образом, оценка сопряженности статуса метилирования в первичной опухоли и в смы-
вах с брюшины с показателями, характеризующими степень распространенности опухолевого 
процесса (pT и pN), показала, что статус метилирования гена Reprimo в первичной опухоли со-
пряжен: 1) со статусом метилирования Reprimo в перитонеальных смывах до начала операции; 
2) со степенью метастатического поражения регионарного лимфоколлектора. 

Оценка прогностической значимости факта уменьшения экспрессии гена Reprimo в первич-
ной опухоли, обусловленного метилированием промоторного участка этого гена, позволило 
установить негативное влияние положительного статуса его метилирования на отдаленные ре-
зультаты лечения, что проявилось статистически значимым снижением показателя выживаемо-
сти: КСВ – plog-rank < 0,001 (рис. 1, а); ВСП – plog-rank = 0,002 (рис. 1, с). Влияния на ВСД нами не вы-
явлено – plog-rank = 0,316 (рис. 1, b).
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Факт изменения статуса метилирования Reprimo в перитонеальных смывах на положитель-
ный, равно как исходно положительный статус метилирования в смывах (Reprimo+), оказал не-
гативное влияние на отдаленные результаты лечения. Проведенный однофакторный анализ про-
демонстрировал статистически значимое ухудшение показателей выживаемости в сравнении  
с таковыми у пациентов с Reprimo– смывами, полученными как до выполнения лимфодиссек-
ции (plog-rank для КСВ – 0,026 (рис. 2, a), для ВСД – 0,041 (рис. 2, b), для ВСП – 0,024 (рис. 2, c)), так 
и после ее завершения (plog-rank для КСВ – 0,047 (рис. 3, a), для ВСД – <0,001 (рис. 3, b), для ВСП – 
<0,001 (рис. 3, c)).

Принимая во внимание негативное влияние положительного статуса метилирования гена 
Reprimo как в первичной опухоли, так и в перитонеальных смывах на отдаленные результаты 
лечения, продемонстрированное нами в однофакторном анализе, изучено прогностическое зна-
чение каждого из них (а также категории pN как наиболее часто используемой для оценки про-pN как наиболее часто используемой для оценки про- как наиболее часто используемой для оценки про-
гноза рака желудка) в многофакторном анализе на основе регрессионной модели пропорцио-
нальных рисков Кокса (табл. 4).

 Результаты многофакторного анализа продемонстрировали следующее.
1. Метилирование промоторного участка гена Reprimo в первичной опухоли повышает риск 

прогрессирования заболевания и способствует развитию отдаленных лимфогематогенных мета-
стазов, а следовательно, увеличивает риск летального исхода, обусловленный прогрессированием 
опухолевого процесса. Данный вывод согласуется с упомянутыми выше данными литературы  

Рис. 1. Показатели выживаемости (a – канцер-
специфической, b – свободной от диссеминации, 
c – свободной от прогрессирования) у пациен-
тов с различным статусом метилирования гена 

Reprimo в первичной опухоли
Fig. 1. The survival rates (a – cancer-specific sur-
vival, b – dissemination-free survival, c – progres-
sion-free survival) in patients with different meth-
ylation status of the Reprimo gene in the primary 

tumor



72 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя медыцынскіх навук. 2017. № 1. C. 66–77 

о повышении метастатического и инвазивного потенциала опухоли на фоне подавления функции 
гена Reprimo, что приводит к ухудшению показателей выживаемости [8, 9]. Согласно нашим дан-
ным, за период наблюдения среди пациентов с отрицательным статусом метилирования Reprimo  
в первичной опухоли от прогрессирования опухолевого процесса умерло 7 (15,2 %) из 46 пациентов, 
в то время как среди пациентов с положительным статусом метилирования – 24 (49 %) из 49.

2. Положительный статус метилирования гена Reprimo в смывах с брюшины после заверше-
ния лимфодиссекции позволяет прогнозировать развитие прогрессирования заболевания, в том 
числе с формированием перитонеальной диссеминации, в отдаленные сроки после радикального 
хирургического лечения рака желудка. Факт выявления Reprimo+ смывов после завершения 
лимфодиссекции свидетельствует о появлении свободных опухолевых клеток в брюшной поло-
сти, что может рассматриваться в качестве инициального момента в развитии прогрессирования 
заболевания с диссеминацией опухоли по брюшине. Кроме того, наблюдаемое увеличение риска 
развития других вариантов прогрессирования может свидетельствовать о возможной гематоген-
ной диссеминации опухолевых клеток в процессе выполнения операции. Возможность оценки 
прогноза заболевания на основании изучения статуса Reprimo+ в смывах после завершения лим-
фодиссекции определяет целесообразность установления статуса данного гена в смывах как обя-
зательного компонента радикального хирургического лечения рака желудка для определения 
целесообразности проведения адъювантной химиотерапии, включая интраперитонеальную хи-
миотерапию.

Рис. 2. Показатели выживаемости (a – канцер-
специфической, b – свободной от диссемина-
ции, c – свободной от прогрессирования) у па-
циентов с различным статусом метилирова-
ния гена Reprimo в смывах с брюшины до 

выполнения лимфодиссекции
Fig. 2. The survival rates (a – cancer-specific sur-
vival, b – dissemination-free survival, c – progres-
sion-free survival) in patients with different meth-
ylation status of Reprimo gene in peritoneal wash-

ings before lymph node dissection
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3. Наличие массивного метастатического поражения регионарного лимфоколлектора (pN2-3) 
определяет повышенный риск развития прогрессирования рака желудка в любом его варианте 
после радикального хирургического лечения (табл. 4), что согласуется с данными литературы, 
свидетельствующими о негативном влиянии метастатического поражения регионарного лимфо-
коллектора у пациентов, страдающих раком желудка, на прогноз заболевания [11]. 

Поскольку, как видно из табл. 2, именно при Reprimo+ опухолях чаще встречается метастати-
ческое поражение регионарного лимфоколлектора (р = 0,043) и наблюдается тенденция к увели-
чению количества Reprimo+ смывов с брюшины после завершения лимфодиссекции (р = 0,097), 
именно статус метилирования Reprimo в первичной опухоли является определяющим для после-
дующего прогрессирования заболевания. При этом следует учитывать вероятность развития 
прогрессирования заболевания после радикального хирургического лечения при любой стадии 
опухолевого процесса, поскольку метастатическое поражение регионарного лимфоколлектора 
той или иной степени (pN0-1-2-3) может наблюдаться при любой глубине инвазии стенки желуд-pN0-1-2-3) может наблюдаться при любой глубине инвазии стенки желуд-0-1-2-3) может наблюдаться при любой глубине инвазии стенки желуд-
ка (pT1-4b). Следовательно, при определении показаний для адъювантного лечения, в частности 
для интраперитонеальной химиотерапии, основная роль отводится оценке статуса метилирова-
ния гена Reprimo, а не традиционно используемым для этих целей категориям классификации 
pTNM. Следует отметить, что применяемый обычно с целью определения показаний для интра-. Следует отметить, что применяемый обычно с целью определения показаний для интра-
перитонеальной химиотерапии критерий инвазии опухолью серозной оболочки желудка (pT4a) 
не продемонстрировал прогностической значимости в многофакторном анализе.

Таким образом, результаты проведенного исследования свидетельствуют о целесообразно-
сти: 1) определения статуса метилирования гена Reprimo в первичной опухоли до начала лече-
ния (что практически может быть осуществлено на дооперационном этапе во время исследова-

Рис. 3. Показатели выживаемости (a – канцер-
специфической, b – свободной от диссеминации,  
c – свободной от прогрессирования) у пациен-
тов с различным статусом метилирования гена 
Reprimo в смывах с брюшины после выполне-

ния лимфодиссекции
Fig. 3. The survival rates (a – cancer-specific sur-
vival, b – dissemination-free survival, c – progres-
sion-free survival) in patients with different meth-
ylation status of the Reprimo gene in peritoneal 

washings after lymph node dissection
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ния биоптата, полученного при фиброгастроскопическом исследовании); 2) определения статуса 
метилирования гена Reprimo в смывах с брюшины, полученных после завершения лимфодис-
секции. Наличие данной информации необходимо для выделения группы высокого риска про-
грессирования заболевания, в том числе с формированием диссеминации опухоли по брюшине  
в отдаленные сроки после радикальной операции, и решения вопроса для назначения того или 
иного варианта адъювантного лечения (например, интраперитонеальной химиотерапии). 

Согласно литературным данным, метилирование промоторного участка Reprimo приводит  
к снижению его экспрессии, сопровождается увеличением инвазивного и метастатического по-
тенциала аденокарциномы желудка, ухудшая выживаемость пациентов [8]. Результаты нашего 
исследования, подтверждая изложенное выше, демонстрируют негативное влияние супрессии 
гена Reprimo в первичной опухоли на отдаленные результаты радикального лечения рака желудка. 
В частности, нами установлено, что для пациентов с Reprimo+ первичной опухолью характерно: 
1) увеличение риска прогрессирования заболевания и гибели от прогрессирования опухолевого 
процесса (по результатам многофакторного анализа); 2) увеличение степени метастатического 
поражения регионарного лимфоколлектора и, как результат, изменение статуса метилирования 
перитонеальных смывов. Последнее, по нашему мнению, обусловливает появление в брюшной 
полости после завершения лимфодиссекции свободных опухолевых клеток за счет проникновения 
последних из пересеченных лимфатических сосудов и/или лимфоузлов. Согласно литературным 
данным, это является одной из причин прогрессирования заболевания и формирования канцеро-
матоза после радикального хирургического лечения рака желудка [10, 12].

Тот факт, что наличие в брюшной полости свободных опухолевых клеток оказывает нега-
тивное влияние на отдаленные результаты лечения радикально оперированных пациентов, 
страдающих раком желудка, описан в литературе [12]. Наличие свободных опухолевых клеток 
в перитонеальной жидкости и их неблагоприятное влияние позволило Японской ассоциации 
по изучению рака желудка (Japanese Gastric Cancer Association) начиная c 1999 г. сделать ис-Japanese Gastric Cancer Association) начиная c 1999 г. сделать ис- Gastric Cancer Association) начиная c 1999 г. сделать ис-Gastric Cancer Association) начиная c 1999 г. сделать ис- Cancer Association) начиная c 1999 г. сделать ис-Cancer Association) начиная c 1999 г. сделать ис- Association) начиная c 1999 г. сделать ис-Association) начиная c 1999 г. сделать ис-) начиная c 1999 г. сделать ис-c 1999 г. сделать ис- 1999 г. сделать ис-
следование перитонеальных смывов обязательным компонентом предоперационного обследо-
вания пациентов с раком желудка, при этом обнаружение свободных опухолевых клеток по-
зволяет относить данную категорию пациентов к лицам с IV стадией заболевания [13]. Однако 
наличие свободных опухолевых клеток в брюшной полости до операции встречается относи-
тельно нечасто. На наш взгляд, гораздо большую проблему представляют случаи, когда сво-
бодные опухолевые клетки появляются в брюшной полости после выполнения радикальной 
операции, поскольку это может полностью нивелировать лечебный эффект проведенного ра-
дикального хирургического лечения. 

Т а б л и ц а 4. Многофакторный анализ риска развития неблагоприятных исходов
T a b l e 4. Multivariate analysis of the risk of adverse outcomes

Показатель

Результаты регрессионного анализа

ВСД ВСП КСВ

b p b p b p

Статус метилирования Reprimo в опухоли: 
Reprimo+ против Reprimo–
ОР (95 % ДИ)

 
–

 
–

 
1,0

 
0,003

 
1,3

 
0,003

– 2,7 (1,4–5,2) 3,7 (1,6–8,8)
Статус метилирования Reprimo после выпол-
нения лимфодиссекции: 

Reprimo+ против Reprimo–
ОР (95 % ДИ)

 
 

1,0

 
 

0,007

 
 

1,1

 
 

<0,001

 
 
–

 
 
–

2,7 (1,3–5,5) 3,0 (1,6–5,5) –
Степень метастатического поражения регио-
нарного лимфоколлектора:

pN2 против pN0-1
ОР (9 5 % ДИ)
pN3 против pN0-1
ОР (95 % ДИ)

 
 

0,9

 
 

0,074

 
 

0,5

 
 

0,250

 
 
0

 
 

0,993
2,5 (0,9–6,7) 1,6 (0,7–3,8) 0,9 (0,3–2,8)

1,3 0,005 1,4 <0,001 1,5 0,001
3,7 (1,5–9,2) 4,0 (1,9–8,5) 4,4 (1,8–10,7)
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Результаты нашего исследования продемонстрировали связь между появлением Reprimo+ 
смывов с брюшины после завершения лимфодиссекции D2 у пациентов с массивным метастати-D2 у пациентов с массивным метастати-2 у пациентов с массивным метастати-
ческим поражением регионарного лимфоколлектора (pN2-3) и ухудшением показателей выжива-pN2-3) и ухудшением показателей выжива-2-3) и ухудшением показателей выжива-
емости у пациентов с Reprimo+ смывами, полученными после выполнения лимфодиссекции.  
В отличие от многочисленных публикаций, свидетельствующих о необходимости проведения 
неоадъювантного лечения в случае обнаружения свободных опухолевых клеток в смывах с брю-
шины до начала лечения [14], нами не обнаружено влияния статуса метилирования гена Reprimo 
в цитологическом материале смывов, полученном до начала операции, на риск прогрессирова-
ния заболевания после проведенного радикального лечения. В то же время после выполнения 
лимфодиссекции положительный статус метилирования гена Reprimo в смывах с брюшины со-
провождался ухудшением отдаленных результатов лечения (согласно данным однофакторного 
анализа) и увеличением риска прогрессирования заболевания с развитием отдаленных лимфоге-
матогенных метастазов и диссеминации опухоли по брюшине (табл. 4). Принимая во внимание, 
что лимфодиссекция D2 является на сегодняшний день необходимым компонентом радикально-D2 является на сегодняшний день необходимым компонентом радикально-2 является на сегодняшний день необходимым компонентом радикально-
го хирургического лечения рака желудка, следует минимизировать возможные неблагоприят-
ные ее последствия, такие как повышение риска прогрессирования заболевания вследствие по-
явления и/или увеличения свободных опухолевых клеток в брюшной полости, особенно у паци-
ентов с положительным статусом метилирования Reprimo как в первичной опухоли, так и в смы вах 
с брюшины. Данные пациенты представляют, согласно результатам нашего исследования, своего 
рода группу риска последующего прогрессирования заболевания, что диктует необходимость про-
ведения у них того или иного варианта адъювантного лечения. При этом статус метилирования 
Reprimo как в первичной опухоли, так и в смывах с брюшины после завершения лимфодиссекции 
является основным при определении показаний для адъювантной интраперитонеальной химиоте-
рапии, в отличие от традиционно применяемых с этой целью, но имеющих в данном случае второ-
степенное значение, категорий pT и pN классификации pTNM. Изложенное выше позволяет рас-pT и pN классификации pTNM. Изложенное выше позволяет рас- и pN классификации pTNM. Изложенное выше позволяет рас-pN классификации pTNM. Изложенное выше позволяет рас- классификации pTNM. Изложенное выше позволяет рас-pTNM. Изложенное выше позволяет рас-. Изложенное выше позволяет рас-
сматривать положительный статус метилирования Reprimo в качестве дополнительного показания 
для проведения адъювантной химиотерапии (включая интраперитонеальную химиотерапию), по-
мимо традиционно используемого критерия инвазии серозной оболочки желудка.

 Выводы

1. Оценка статуса метилирования гена Reprimo в первичной опухоли и в смывах с брюшины 
у пациентов, страдающих раком желудка, может использоваться для прогнозирования отдален-
ных результатов лечения, включая прогрессирование заболевания с формированием перитоне-
альной диссеминации.

2. У пациентов с массивным метастатическим поражением регионарного лимфоколллектора 
выполнение лимфодиссекции в объеме D2 сопровождается увеличением количества Reprimo+ 
смывов, что статистически значимо повышает риск прогрессирования заболевания, формируя 
перитонеальную диссеминацию в отдаленном периоде после радикальной операции (ОР – 2,7; 
95 % ДИ – 1,3–5,5; рCox  < 0,007). Последнее позволяет рассматривать наличие Reprimo+ смывов 
после завершения лимфодиссекции в качестве дополнительного критерия при отборе пациентов 
для адъювантного лечения, направленного на профилактику перитонеальной диссеминации. 

3. Оценка статуса метилирования в смывах с брюшины, полученных после завершения лим-
фодиссекции, позволяет расширить показания к проведению интраперитонеальной химиотера-
пии за счет категории пациентов с Reprimo+ смывами после выполнения лимфодиссекции, по-
скольку последняя увеличивает риск прогрессирования заболевания с диссеминацией опухоли 
по брюшной полости.
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КЛИНИКО-МОРФОЛОГИЧЕСКАЯ И МОРФОМЕТРИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
КОЛОРЕКТАЛЬНОГО РАКА С РАЗНЫМИ ФОРМАМИ РАСПРОСТРАНЕНИЯ 

В данной работе представлены результаты анализа клинико-морфологических и морфометрических факторов у 
90 пациентов с колоректальным раком (КРР). Установлено, что аденокарцинома сигмовидной кишки характеризует-
ся наибольшим риском гематогенного распространения опухоли. С увеличением глубины инвазии опухоли в стенку 
толстой кишки и при наличии поражения лимфатических узлов распространенность гематогенных метастазов по-
вышается. Для диссеминированного КРР характерно преобладание стромального компонента опухоли над паренхи-
матозным в зоне глубокой инвазии. 

Ключевые слова: колоректальный рак, прогрессирование, метастазы, паренхиматозно-стромальное соотношение.

M. A. Derevyanko1, S. N. Rjabceva2, I. V. Zalutskii1

1Institute of Physiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus 
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CLINICAL AND MORPHOLOGICAL AND MORPHOMETRIC CHARACTERISTICS OF COLORECTAL 
CANCER WITH DIFFERENT FORMS OF SPREAD

This article presents the analysis of clinical, morphological and morphometric factors in 90 patients with colorectal 
cancer. It is noted that adenocarcinoma of the sigmoid colon is characterized by the greatest risk of hematogenous spread of 
the tumor. The hematogenous metastases percent increases with increasing depth of tumor invasion and the presence of 
lymph nodes lesion. Metastatic colorectal cancer is characterized by the predominance of the tumor stromal component in the 
area of deep invasion. 

Keywords: colorectal cancer, progression, metastasis, parenchymal-stromal ratio.

Введение. Колоректальный рак (КРР), или рак толстой кишки, занимает 3-е место в мире по 
частоте среди всех злокачественных опухолей [1]. Согласно данным литературы последних лет, 
наблюдается неуклонный рост заболеваемости КРР во всем мире. Ежегодно регистрируют более  
1 млн пациентов с КРР и около 700 тыс. смертей от него [1]. В течение последних десятилетий  
в Республике Беларусь отмечается стойкий рост заболеваемости КРР: рак толстой кишки вышел 
на 1-е место в структуре онкологической заболеваемости населения г. Минска, на 3–4-е место по 
стране и характеризуется высокими показателями смертности [2–4]. 

Прогностическая оценка новообразования основана преимущественно на изучении паренхи-
матозного компонента. Однако традиционное исследование опухолевых клеток в новообразова-
ниях не всегда позволяет адекватно оценить характер прогрессирования опухоли, что весьма 
важно для оценки течения заболевания, распространения опухоли и прогноза ее развития [5].

Полученные в последние десятилетия данные показывают, что прогрессирование злокаче-
ственных опухолей зависит не только от свойств раковых клеток, но и от стромального микро- 
окружения опухоли, которое включает межклеточный матрикс, кровеносные сосуды, клетки 
воспалительного инфильтрата и фибробласты [6, 7]. Следует отметить, что клетки стромы не 
являются злокачественными и служат для поддержания нормальной структуры и функции тка-
ней. Однако изменение взаиморегуляции между структурными элементами паренхимы и стро-
мы приводит к тому, что нормальные клетки стромы приобретают аномальные фенотипы, кото-
рые содействуют росту и прогрессированию опухоли [6, 8]. 
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Анализ состояния стромы рака различной локализации и оценка ее роли в прогрессировании 
опухоли исследованы в работе [8]. Важная роль стромального компонента в канцерогенезе обу-
словливает необходимость поиска стромальных факторов прогноза течения КРР, выяснения осо-
бенностей клеток и внеклеточных структур соединительной ткани, что позволит оптимизиро-
вать прогноз течения заболевания и изучить чувствительность опухоли на применяемые методы 
терапии.

Цель работы – выявить факторы прогрессирования колоректального рака.
Материалы и методы исследования. Материалом исследования послужили фрагменты 

толстой кишки со злокачественной опухолью и данные медицинских карт 90 пациентов в воз-
расте от 31 года до 85 лет, проходивших хирургическое лечение в ЛПУ «Минский городской 
клинический онкологический диспансер» за период с 2014 по 2015 гг.

Фрагменты опухоли были зафиксированы в формалине и заключены в парафиновые блоки, 
затем из них были приготовлены гистологические микропрепараты, которые окрашивали гема-
токсилином и эозином по стандартной методике. 

Для анализа полученных гистологических препаратов оценивали степень дифференцировки 
опухоли, глубину поражения кишечной стенки, наличие или отсутствие лимфогенных и гемато-
генных метастазов. 

С целью изучения микропрепаратов и изготовления микрофотографий использовали 
световой микроскоп OptecBK 5000 с цифровой камерой (Optec, Китай) с 20- и 40-кратным 
увеличением. Морфометрический анализ выполняли с помощью программы ImageJ (С�А).  
В каждом случае в 5 полях зрения при 40-кратном увеличении фотографировали область 
поверхностного роста и глубокой инвазии опухоли. С помощью приложения Freehand se-Freehand se- se-se-
lections измеряли площадь паренхимы (Sp, мкм2) и площадь стромы (Sm, мкм2) в зоне по-
верхностного роста опухоли и глубокой инвазии. Затем рассчитывали показатель парен-
химатозно-стромального соотношения (ПСС) в каждой группе исследования по формуле 
ПСС = Sp:Sm.

Базы данных с результатами морфологических исследований формировали с помощью про-
граммы MS Excel. Для статистического анализа полученных результатов использовали програм-
му Statistica 6.1. Значения исследуемых показателей представлены в виде среднего арифметиче-Statistica 6.1. Значения исследуемых показателей представлены в виде среднего арифметиче- 6.1. Значения исследуемых показателей представлены в виде среднего арифметиче-
ского значения (M) и ошибки среднего (m). С целью проверки статистической нулевой гипотезы 
об однородности групп исследования использовали непараметрические методы: при сравнении 
двух групп – непараметрический U-критерий Манна–Уитни, при сравнении более двух групп – 
H-критерий Краскала–Уоллиса (р < 0,05). 

Результаты и их обсуждение. Количество пациентов мужского и женского пола было прак-
тически равным: 46 (51,1 %) и 44 (48,9 %) человека соответственно. Средний возраст пациентов 
составил 64,9 ± 1,1 года. Средний возраст мужчин и женщин значимо не различался и составил 
65,2 ± 1,5 и 64,6 ± 1,6 года соответственно.

В зависимости от локализации первичного опухолевого процесса в толстой кишке получены 
следующие данные: рост опухоли чаще наблюдался в сигмовидной кишке 38 (42,2 %) пациен- 
тов, ректосигмоидный отдел был поражен у 20 (22,2 %) человек, у 16 (17,8 %) пациентов рак вы-
являлся в различных отделах ободочной кишки (у 4 – в восходящем, у 7 – в нисходящем, у 2 –  
в поперечном, у 2 – в области селезеночного изгиба, у 1 – в области печеночного изгиба). У 10 (11,1 %) 
пациентов первичная опухоль локализовалась в прямой кишке, у 6 (6,7 %) – в слепой кишке.

В соответствии с Международной классификацией опухолей желудочно-кишечного тракта с 
учетом TNM-системы пациенты были разделены на три группы исследования. В первую группу 
вошли пациенты с местным распространением рака толстой кишки, во вторую – лица с локаль-
но-регионарным распространением опухоли, в третью – пациенты с диссеминированным ро-
стом КРР (табл. 1). 

У пациентов каждой группы изучены следующие параметры: возраст пациента, локализация 
опухоли в кишечнике, степень дифференцировки опухоли, глубина поражения кишечной стенки, 
наличие или отсутствие метастазов в регионарные лимфатические узлы и гематогенные отсевы 
опухоли (табл. 2).



80 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя медыцынскіх навук. 2017. № 1. C. 78–82 

Т а б л и ц а 1. Клиническая характеристика групп исследования больных КРР
T a b l e 1. Clinical characteristics of the study groups of patients with colorectal cancer

Группа 
исследования

К-во 
пациентов М/ж (абс.) Возраст, лет  

(М±m)
Частота КРР, 

%

1 30 16/14 64,9 ± 1,9 33,3
2 36 18/18 66,0 ± 1,8 40
3 24 12/12 63,3 ± 1,9 26,7

Всего 90 46/44 64,9 ± 1,1 100

Т а б л и ц а 2. Морфологическая характеристика групп исследования
T a b l e 2. Morphological characteristics of the study groups

Группа
исследования

Степень дифференцировки опухоли, % Глубина инвазии, %
Наличие метастазов, %

лимфогенных гематогенных
высокая умеренная низкая Т1-2 Т3 Т4

1 60 40 − − 96, 3,3 0 0
2 41,7 44,4 13,9 − 10 − 100 0
3 54,2 37,5 8,3 4,2 83,3 12,4 79,2 100

В ходе статистической обработки данных установлено, что прогрессирование опухоли не за-
висит от пола и возраста заболевших КРР: количество мужчин и женщин в группах было прак-
тически равным (р > 0,05). Кроме того, несмотря на то что в группе пациентов с диссеминиро-
ванным раком толстой кишки возраст был наименьшим, статистической значимой зависимости 
от возраста не выявлено (р > 0,05). В ходе исследования установлено, что прогрессирование за-
болевания не зависит от степени дифференцировки аденокарциномы толстой кишки (р > 0,05): 
практически в равной степени отмечалось гематогенное и лимфогенное метастазирование у па-
циентов с умеренно- и высокодифференцированной аденокарциномой толстой кишки. 

Статистическая обработка данных показала, что относительное количество гематогенных 
метастазов КРР статистически значимо зависит от локализации опухоли, глубины инвазии и на-
личия лимфогенных метастазов. Так, наиболее высокий процент развития гематогенных мета-
стазов (45,8 %) наблюдался при локализации опухоли в стенке сигмовидной кишки, при локали-
зации опухоли в других отделах кишки этот показатель был статистически значимо ниже 
(р < 0,05). С увеличением глубины инвазии опухоли в стенку толстой кишки отмечалось не- 
уклонное повышение показателя частоты метастазирования в печень. Так, при инвазии опухоли  
в слизисто-подслизистый слой (Т1) и мышечную оболочку (Т2) выявлен одинаковый показатель 
метастазирования – 4,2 %. Однако данный показатель значительно возрастал (до 79,2 %) при во-
влечении в опухолевый процесс субсерозной оболочки стенки толстой кишки (Т3) (р < 0,05). 
Наличие метастатического поражения регионарных лимфатических узлов более чем в 3 раза 
ухудшало прогноз. Так, при отсутствии поражения регионарных лимфатических узлов частота 
развития метастазов в печени составила 20,8 %, а при наличии их поражения – 79,2 % (р < 0,05). 

Совокупность полученных морфометрических показателей площади паренхиматозного, 
стромального компонента опухоли и паренхиматозно-стромального соотношения в группах 
представлена в табл. 3. Статистическая обработка морфометрических данных показала, что во 
всех группах исследования в зоне поверхностного роста площадь паренхиматозного компонента 
опухоли больше, чем площадь стромального компонента, – 73,4; 67,0 и 63,2 % соответственно 
(табл. 3). Соотношение паренхимы к строме было 2,8:1,0; 2,0:1,0 и 1,7:1,0 соответственно. 

В первой и второй группах исследования в зоне глубокой инвазии также выявлено преобла-
дание паренхиматозного компонента над стромальным (процентное соотношение компонентов 
паренхимы – 71,4 и 61,3 % соответственно). ПСС составило 2,5:1,0 в первой группе и 1,6:1,0 во 
второй группе. В первых двух группах исследования отмечено увеличение площади стромаль-
ного компонента и изменение ПСС за счет снижения площади паренхимы опухоли в зонах глу-
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бокой инвазии по сравнению с зоной поверхностного роста. Однако статистически значимых 
различий по ПСС в различных зонах роста при местном (р = 0,650) и регионарном (р = 0,364) 
распространении опухолевого процесса не выявлено.

В третьей группе исследования у пациентов с диссеминированным распространением рака 
толстой кишки в зоне глубокой инвазии опухоли выявлено изменение ПСС (1,0:1,4) с преоблада-
нием стромального (55,1 %) компонента над паренхиматозным (44,9 %). При диссеминированном 
распространении опухолевого процесса установлены статистически значимые различия по ПСС 
в различных зонах роста опухоли (р = 0,010). Отмечено преобладание в данной группе стромаль-
ного компонента над паренхиматозным в зонах глубокой инвазии по сравнению с зоной поверх-
ностного роста.

Во всех исследованных группах отмечалось снижение процентного соотношения площади 
паренхимы с соответствующим увеличением площади стромального компонента опухоли в зоне 
глубокой инвазии по сравнению с зоной поверхностного роста. Однако статистически значимых 
достоверных отличий по площади анализируемых морфометрических параметров КРР в зоне 
поверхностного роста у пациентов групп исследования не выявлено (р > 0,05 для всех параме-
тров). С другой стороны, в зоне глубокой инвазии опухоли установлены статистически значи-
мые достоверные различия по площади паренхиматозного (р = 0,005), стромального (р = 0,005) 
компонентов и ПСС (р = 0,005) в зависимости от характера распространения опухолевого про-
цесса. 

Выводы

1. Прогрессирование заболевания не зависит от возраста/пола пациентов и степени диффе-
ренцировки аденокарциномы толстой кишки.

2. С увеличением глубины инвазии опухоли в стенку толстой кишки и при наличии лимфо-
генного распространения рака повышается риск развития гематогенных метастазов.

3. При раке сигмовидной кишки повышается риск гематогенного распространения опухоли.
4. Статистически значимое снижение паренхиматозно-стромального соотношения в поверх-

ностных зонах роста опухоли установлено при диссеминированных формах рака толстой кишки 
по сравнению с местным и локально-регионарном распространением.

5. Преобладание стромального компонента в зоне глубокой инвазии характерно для рака тол-
стой кишки с высоким злокачественным потенциалом.
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КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ АНТРАЦИКЛИНОВОЙ КАРДИОМИОПАТИИ  
ПРИ ДЕЙСТВИИ АНТИБИОТИКА ДОКСОРУБИЦИНА

Электронно-микроскопическим методом с применением общепринятой модели острой, подострой и хрониче-
ской антрациклиновой кардиомиопатии изучены морфологические основы токсического действия антрациклиново-
го антибиотика доксорубицина на сердечную мышцу и определена динамика поражения миокарда при действии 
указанного препарата. Установлена дистрофия кардиомиоцитов и деградация их сократительного и энергетического 
аппарата, активация процессов апоптоза в сочетании с некрозом, аутофагией гибнущих клеток и развитием обшир-
ного заместительного фиброза, приводящих к необратимой дилатации миокарда и последующей хронической сер-
дечной недостаточности.

Ключевые слова: доксорубицин, кардиомиопатия, дистрофия, апоптоз, некроз.

L. I. Archakova, S. A. Novakovskaya

Institute of Physiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

CELL MECHANISMS OF ANTRACYCLINE CARDIOMYOPATHY  
UNDER ANTIBIOTIC DOXORUBICIN TREATMENT

In this article we presented the results of electron microscopy of the laboratory rat myocardium after doxorubicin treat-
ment. The heart damage and the development of cardiomyopathy under antracycline antibiotic doxorubicin were established. 
Pathogenesis and morphology of heart complications caused by this cytostatic were studied. It was established that doxorubi-
cin induces dystrophy, necrosis, apoptosis, and autophagy in some cardiomyocytes of damage heart. Fibrosis of the connec-
tive tissue in myocardium is a cause of tissue ischemia and the development of chronic heart failure. 

Keywords: doxorubicin treatment, cardiomyopathy, electron microscopy, necrosis, apoptosis.

Введение. Антибиотики антрациклинового ряда широко используются в медицине при лече-
нии злокачественных опухолей различной локализации. Однако наряду с выраженным противо-
опухолевым действием антрациклины обладают опасным для жизни побочным кардиотоксиче-
ским эффектом, приводящим к развитию кардиомиопатий и застойной сердечной недостаточно-
сти в различные периоды после лечения [1–4].

Основным лимитирующим фактором проведения цитостатической терапии нередко являет-
ся кардиотоксическое действие антрациклинов, которое бывает настолько серьезным, что вы-
нуждает прекратить лечение еще до достижения противоопухолевого эффекта [5]. Опасность 
антрациклиновых повреждений сердца заключается в трудностях их диагностики, а также  
в длительном скрытом течении, высокой частоте развития этих повреждений и вероятности их 
возникновения не только в период проведения противоопухолевой терапии, но и в отдаленные 
сроки после лечения. При этом возникающие осложнения неуклонно прогрессируют, вплоть до 
развития необратимой застойной сердечной недостаточности.

В связи с этим проблема поражения сердца антрациклиновыми цитостатиками остается 
чрезвычайно актуальной. Поиск наиболее эффективных способов подавления кардиотоксично-
сти антрациклинов зависит от знания механизмов патогенеза и своевременной диагностики дан-
ного осложнения.

В основе токсического поражения сердечной мышцы антибиотиками антрациклинового ряда 
лежит прямое повреждение миоцитов [6]. Антрациклины связываются с сократительными бел-
ками клеток сердца, повреждают их структуру, индуцируя лизис миофибрилл, что в совокупно-
сти приводит к значительному снижению сократимости миокарда.
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Наибольшее повреждающее действие оказывают метаболиты антрациклинов, которые про-
никают в клеточное ядро и связываются с ДНК, нарушая синтез нуклеиновых кислот и белков 
[7–13].

Полагают, что антрациклиновые метаболиты, изменяя гомеостаз железа в сердечных миоци-
тах, способствуют развитию антрациклиновой кардиотоксичности [14].

Патогенетические механизмы развития антрациклиновой кардиотоксичности, сопровожда-
ющиеся повреждением миокарда, связаны с процессами свободнорадикального окисления липи-
дов и дестабилизации биологических мембран клеток различной морфо-функциональной орга-
низации.

Большое значение в развитии антрациклиновой кардиотоксичности придается индуцирован-
ному антрациклинами апоптозу. Однако вопрос о механизмах вовлечения апоптоза в патологи-
ческий процесс при действии антрациклиновых антибиотиков, в частности доксорубицина, 
остается дискуссионным. Согласно данным ряда исследователей, при остром действии доксору-
бицина выявить апоптоз не удалось, в то время как при хроническом действии морфологически 
он определялся [15].

Предполагается, что одним из механизмов развития повреждений миокарда в отдаленном пе-
риоде может быть спровоцированная антрациклинами экспрессия кардиальных генов [16, 17].

По срокам развития кардиотоксичности разделяют острую, подострую и хроническую ан-
трациклиновую кардиомиопатию. Хроническая поздняя кардиомиопатия в настоящее время яв-
ляется основной проблемой онкологии. Развивается она преимущественно у пациентов, у кото-
рых ранее диагностировалась острая антрациклиновая кардиотоксичность [18].

К настоящему времени в литературе описаны основные морфологические признаки острого 
кардиотоксического действия антрациклинов [19]. В то же время данных об изучении сложных 
механизмов и закономерностей развития антрациклиновой кардиомиопатии при подостром  
и хроническом действии данного цитостатика морфологическими методами крайне недостаточно.

Цель настоящего исследования – изучение морфологических основ клеточных механизмов 
патологических процессов в миокарде при остром, подостром и хроническом действии антраци-
клинового антибиотика доксорубицина.

Материалы и методы исследования. Исследования проведены на 70 половозрелых беспо-
родных крысах-самцах массой 250–300 г с соблюдением правовых и этических норм обращения 
с животными в соответствии с национальными и международными стандартами качества пла-
нирования и проведения исследований на животных [20, 21].

Объектом исследования являлся миокард левого желудочка сердца крыс. Модель острой ан-
трациклиновой кардиомиопатии создавали путем однократного внутрибрюшинного введения 
экспериментальным животным антрациклинового антибиотика доксорубицина в кумулятивной 
дозе 15 мг/кг согласно общепринятой в мировой литературе схеме [22]. Миокард подвергался 
морфологическому исследованию на 4-е сутки после введения препарата. 

Модель подострой формы антрациклиновой кардиомиопатии создавали путем 6-кратного 
внутрибрюшинного введения препарата доксорубицина по 2,5 мг/кг в течение 2 недель в той же 
кумулятивной дозе. Объект исследований изучали на 4, 30 и 60-е сутки после последнего введе-
ния препарата.

Хроническую антрациклиновую кардиомиопатию моделировали путем внутрибрюшинного 
введения доксорубицина в кумулятивной дозе 16 мг/кг в течение 2 мес. (еженедельно по 2 мг/кг  
в течение 8 недель) [22]. Животные в виварии находились на стандартном содержании и пита-
нии, из эксперимента их выводили на 4, 30 и 60-е сутки после последней инъекции препарата. 

Контролем служили крысы, которым в эквивалентном объеме внутрибрюшинно вводили 
0,9 %-ный раствор хлорида натрия.

В работе использован электронно-микроскопический метод исследования. У крыс под эфир-
ным наркозом экстирпировали участки миокарда левого желудочка и фиксировали в растворе, 
состоящем из 3 %-ного раствора глутарового альдегида и 1 %-ного раствора параформа, затем 
материал измельчали и обрабатывали 2 %-ным раствором четырехокиси осмия. После промыва-
ния 0,1 М фосфатным буфером материал обезвоживали в спиртах возрастающей крепости и за-



 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, medical series, 2017, no. 1, pp. 83–89 85

ключали в аралдит по общепринятой методике [23]. Срезы готовили на ультратоме LKB-8800 
(�веция) и просматривали в электронном микроскопе JEM-100В (Jeol, Япония).

Результаты и их обсуждение. При электронно-микроскопическом исследовании миокарда 
левого желудочка сердца экспериментальных крыс с применением модели острой доксоруби-
цин-индуцированной антрациклиновой кардиомиопатии на 4-е сутки после однократного введе-
ния доксорубицина в дозе 15 мг/кг выявлено острое токсическое поражение структурных компо-
нентов сердечной мышцы – кардиомиоцитов (КМЦ), сосудов, соединительной ткани и интер-
стиция. Так, в отличие от КМЦ интактных животных, в мышечных клетках миокарда крыс  
с отстрой формой доксорубицин-индуцированной кардиомиопатии отмечалось развитие таких 
деградирующих процессов, как необратимая деструкция и некроз. Мишенью повреждающего 
действия доксорубицина являлись митохондриальный и миофибриллярный аппарат КМЦ, кле-
точные мембраны, эндотелий сосудов микроциркуляторного русла миокарда (рис. 1–4).

На фоне острого токсического действия антрациклинового антибиотика доксорубицина на-
блюдались разрушение и фрагментация миофибрилл КМЦ, уплотнение и вакуолизация мито-
хондрий и саркоплазмы, формирование фаголизосом на месте распавшихся органелл. Одновре-
менно с этим в миоцитах происходили активация внутриклеточного миоцитолизиса и образова-
ние обширных очагов некроза, а также реорганизация сосудов микроциркуляторного русла  
с резким сокращением числа функционирующих капилляров вследствие их разрушения. В ре-
зультате нарастающей эндотелиальной дисфункции увеличивался отек интерстициального про-
странства миокарда.

Рис. 1. Ультраструктура интактного кардиомиоци-
та миокарда лабораторной крысы. ×5000

Fig. 1. Ultrastructure of intact cardiomyocyte of labo-
ratory rat. ×5000

Рис. 2. Ультраструктура пораженного кардиомио-
цита после острого действия доксорубицина. ×6000
Fig. 2. Ultrastructure of damage cardiomyocyte after 

acute doxorubicin treatment. ×6000

Рис. 3. Деструкция миофибрилл пораженного кар-
диомиоцита после острого действия доксорубици-

на. ×8000
Fig. 3. Damage myofibrills of rat myocardium after 

acute doxorubicin treatment. ×8000

Рис. 4. Ультраструктура пораженного эндотелия 
капилляра миокарда крысы после острого действия 

доксорубицина. ×10 000
Fig. 4. Ultrastructure of damage endothelium of myocar-
dium capillary after acute doxorubicin treatment. ×8000
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Изучение миокарда на модели подострой формы антрациклиновой кардиомиопатии на  
4-е сутки после 6-кратного введения препарата доксорубицина по 2,5 мг/кг в течение 2 недель 
показало выраженное повреждающее действие доксорубицина на сердечную мышцу. Деструк-
тивные изменения, развивавшиеся в КМЦ, клеточных структурах интерстициального простран-
ства и сосудах микроциркуляторного русла, свидетельствовали о ремоделировании миокарда  
и нарушении функции органа. Наблюдавшиеся в КМЦ явления миоцитолизиса, разрушения сар-
коплазмы сердечных миоцитов и внутриклеточных органелл (митохондрий, саркоплазматиче-
ского ретикулума) свидетельствовали о развитии в миокарде некротического процесса (рис. 5). 
Отмечалось повышение числа активных макрофагов в интерстиции миокарда. Активизация ли-
зосомального аппарата сердечной мышцы и образование аутофаголизосом в ответ на токсиче-
ское действие доксорубицина указывали на повышение активности гидролитических лизосо-
мальных ферментов и разрушение клеточного вещества путем аутофагии (рис. 6).

Анализ структурной организации миокарда на 30-е и 60-е сутки после последней инъекции 
препарата при моделировании подострой формы антрациклиновой кардиомиопатии свидетель-
ствовал о прогрессировании дистрофических процессов в структурных элементах миокарда  
и нарастании в них процессов некроза и апоптоза. В отличие от некроза, при апоптозе происхо-
дило уплотнение и сморщивание всей пораженной клетки и образующихся в ней клеточных 
фрагментов, формирование апоптозных тел, которые затем захватывались соседними клетками 
посредством фагоцитоза и переваривались ими. Описанные деструктивные процессы приводили  
к гибели клеточных структур и формированию заместительного фиброза в сердечной мышце.

Характерной особенностью протекания патологических процессов в миокарде при под- 
острой форме кардиомиопатии являлось сочетание некротических и апоптотических изменений 
одновременно не только в разных, но и в одном и том же КМЦ. Отмечалось интенсивное разру-
шение сосудистого русла миокарда, увеличение площади интерстициального фиброза и отека 
интерстиция миокарда (рис. 7).

Динамика развития хронической формы антрациклиновой кардиомиопатии изучалась на 
экспериментальной модели в разные сроки после последнего введения доксорубицина – на 4, 30 
и 60-е сутки. В ходе проведенных исследований установлено, что в указанные сроки действия 
препарата хроническая антрациклиновая кардиомиопатия характеризуется нарастанием дистро-
фических процессов в КМЦ и деградацией их сократительного и энергетического аппарата, ак-
тивацией процессов апоптоза в сочетании с некрозом и аутофагией гибнущих клеток, развитием 
обширного заместительного фиброза, приводящих к необратимой дилатации миокарда и после-
дующему развитию хронической сердечной недостаточности (рис. 8–10).

Полученные данные позволили сделать вывод, что эффект кардиотоксического действия док-
сорубицина зависит от схемы введения препарата. При однократном введении кумулятивной 

Рис. 5. Очаговый некроз саркоплазмы кардиомио-
цита после подострого действия доксорубицина. 

×8000
Fig. 5. Local necrosis of cardiomyocyte after subacute 

doxorubicin treatment. ×8000

Рис. 6. Аутофаголизосомы в саркоплазме кардио-
миоцита после подострого действия доксорубици-
на (процессы аутофагии в кардиомиоците). ×15 000
Fig. 6. Autophagolizosoma in cardiomyocyte after 
subacute doxorubicin treatment (processes of autoph-

agy in cardiomyocyte). ×15 000
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дозы доксорубицина (15 мг/кг) отмечался острый токсический эффект препарата на митохон-
дрии, сократительный аппарат КМЦ и цитоплазматические мембраны клеток.

При подостром и хроническом действии доксорубицина в той же кумулятивной дозе де-
структивный кардиотоксический эффект сохранялся и становился необратимым вследствие раз-
вития процессов апоптоза, некроза и аутофагии. В данных условиях эксперимента доксоруби-
цин оказывал более длительное угнетающее влияние на митохондрии КМЦ. Наряду с этим про-
исходило нарастание дисфункции эндотелия микрососудов, связывание цитостатика с ДНК и ее 
фрагментация, а также развитие других патологических процессов, лежащих в основе патогене-
за развивающейся антрациклиновой кардиомиопатии.

Заключение. Результаты проведенных морфологических исследований иллюстрируют ди-
намику и выраженность реакций разных структурных компонентов миокарда и их цитоплазма-
тических органелл при острой, подострой и хронической формах доксорубицин-индуцирован-
ной антрациклиновой кардиомиопатии, а кроме того, свидетельствуют о развитии регенератор-
но-пластической недостаточности миокарда при действии антибиотиков антрациклинового ряда.

 Определены клеточные мишени действия доксорубицина в КМЦ (митохондрии, миофи-
бриллы, клеточные мембраны, ядро) и сосудах (эндотелиоциты) на разных стадиях развития ан-
трациклиновой кардиомиопатии. 

На основании выявленных характерных структурных изменений сердечной мышцы опреде-
лены ультраструктурные критерии поражения миокарда на разных этапах патогенеза при 
острой, подострой и хронической формах доксорубициновой кардиомиопатии, которые характе-
ризуются изменениями организации КМЦ за счет деградации миофибрилл и митохондрий, раз-

Рис. 7. Деструкция сосудистого русла миокарда 
после подострого действия доксорубицина. ×5000
Fig. 7. Damage vessels of the rat myocardium after 

sub-acute doxorubicin treatment. ×5000

Рис. 8. Апоптоз эндотелиоцита капилляра миокарда 
после хронического действия доксорубицина. ×10 000
Fig. 8. Apoptosis of endotheliocyte of the capillary myo-

cardium after chronic doxorubicin treatment. ×10 000

Рис. 9. Очаговый некроз саркоплазмы кардиомио-
цита миокарда после хронического действия док-

сорубицина. ×6000
Fig. 9. Local necrosis of cardiomyocyte sarcoplasm of 
the myocardium after chronic doxorubicin treatment. 

×6000

Рис. 10. Деструкция кардиомиоцита в результате 
интенсивной аутофагии после хронического дей-

ствия доксорубицина. ×8000
Fig. 10. Cardiomyocyte damage as a result of intensive 
autophagy after chronic doxorubicin treatment. ×8000
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рушением клеточных мембран и сосудов микроциркуляторного русла, развитием заместитель-
ного фиброза. Установлено, что разрушение и элиминация КМЦ при развитии антрациклиновой 
кардиомиопатии обусловлены развитием процессов некроза, апоптоза и аутофагии.

Список использованных источников
1. Чернова, В. А. Лекарственные и диагностические средства, применяемые в онкологической практике /  

В. А. Чернова. – М.: Медицина, 1982. – 216 с.
2. Лушникова, Е. Л. Морфологические и молекулярно-генетические основы дилатационной кардиомиопатии /  

Е. Л. Лушникова, Л. М. Непомнящих, В. Д. Розенберг. – М.: Изд-во РАМН, 2004. – 191 с. 
3. Doroshow, J. H. Doxorubicin-induced cardiac toxicity / J. H. Doroshow // N. Engl. J. Med. – 1991. – Vol. 21. – P. 843–845.
4. Hanai, K. Evaluation of cardiac function by echocardiography in dogs treated with doxorubicin / K. Hanai, K. Takaba, 

S. Manabe // J. Toxicol. Sci. – 1996. – Vol. 21, N 1. – P. 1–10.
5. Grenier, M. A. Epidemiology of anthracycline cardiotoxicity in children and adults / M. A. Grenier, S. E. Lipshultz // 

Semin. Oncol. – 1998. – Vol. 25 (Suppl. 10). – P. 72–85. 
6. Ferrans, V. J. Pathogenesis and prevention of doxorubicin cardiomyopathy / V. J. Ferrans, J. R. Clark, Jun Zhang // 

Tsitologiia. – 1997. – Vol. 39, N 10. – P. 928–937.
7. Lewis, W. Interaction of adriamycin in vitro with cardiac myofibril proteins / W. Lewis, J. Kleinerman, S. Puszkin // 

Cancer Res. – 1982. – Vol. 50. – P. 547–553.
8. Olson, R. D. Doxorubicin cardiotoxicity may be due to its metabolite, doxorubicinol / R. D. Olson, P. S. Mushlin,  

D. E. Breuner // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 1988. – Vol. 85. – P. 3585–3589. 
9. Sacco, G. Chronic cardiotoxicity of anticancer anthracyclines in the rat: role of secondary metabolites and reduced 

toxicity by a novel anthracycline with impaired metabolite formation and reactivity / G. Sacco, R. Giampietro, E. Salvatorelli // 
Br. J. Pharmacol. – 2003. – Vol. 139, N 3. – P. 641–651.

10. Rosenhoff, S. H. Alteration in DNA synthesis in cardiac tissues induced by adriamycin in vivo-relationship to fatal 
toxicity / S. H. Rosenhoff, E. Brooks, F. Bostick // Biochem. Pharmacol. – 1975. – Vol. 24. – P. 1898–1901.

11. L’Ecuyer, T. DNA damage is an early event in doxorubicin-induced cardiac myocyte death / T. L’Ecuyer, S. Sanjeev, 
R. Thomas // Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. – 2006. – Vol. 291, N 3. – P. 1273–1280.

12. Akao, M. Mitochondrial ATP-sensitive potassium channels inhibit apoptosis induced by oxidative stress in cardiac 
cells / M. Akao, A. Ohler, B. O’Rourke // Circ. Res. – 2001. – Vol. 22, N 88. – P. 1267–1275.

13. Akao, M. Differential actions of cardioprotective agents on the mitochondrial death pathway / M. Akao, B. O’Rourke, 
H. Kusuoka // Circ. Res. – 2003. – Vol. 7, N 92. – P. 195–202.

14. Xu, X. Мolecular pharmacology of the interaction of anthracyclines with iron / X. Xu, H. L. Persson, D. R. Richardson // 
Mol. Pharmacol. – 2005. – Vol. 68, N 2. – P. 261–271.

15. Shi, J. Apoptosis in Anthracycline Cardiomyopathy / J. Shi, E. Abdelwahid, L. Wei // Curr. Pediatr. Rev. – 2011. –  
Vol. 7, N 4. – P. 329–336.

16. Boucek, R. J. J. Persistant effects of doxorubicin on cardiac gene expression / R. J. J. Boucek, A. Miracle, M. Anderson //  
J. Mol. Cell Cardiol. – 1999. – Vol. 31. – P. 1435–1446.

17. Yin, X. Induction of antioxidants by adriamycin in mouse heart / X. Yin, H. Wu, Y. Chen // Biochem. Pharmacol. – 
1998. – Vol. 56, suppl. 1. – P. 87–93.

18. Creutzig, U. Longitudinal evaluation of early and late anthracycline cardiotoxicity in children with AML /  
U. Creutzig, S. Diekamp, M. Zimmermann // Pediatr. Blood Cancer. – 2007. – Vol. 48. – P. 651–662.

19. Розенберг, В. Д. Дилатационная кардиомиопатия: Общая патология и патоморфология / В. Д. Розенберг,  
Л. М. Непомнящих. – М.: Изд-во РАМН, 2004. – 352 с. 

20. Технический кодекс установившейся практики. ТКП 125-2008 (02040). Надлежащая лабораторная практика: 
постановление Министерства здравоохранения Респ. Беларусь, 28 марта 2008 г., № 56.

21. European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimentation and other Scientific 
Purposes, N 123 of 18 March 1986; Protocol of Amendment to the European Convention for the Protection of Vertebrate 
Animals used for Experimental and other Scientific Purposes, Strasbourg, 22 June 1998.

22. Cumulative and irreversible cardiac mitochondrial dysfunction induced by doxorubicin / S. Zhou [et al.] // Cancer 
Res. – 2001. – Vol. 61. – P. 771–777. 

23. Боголепов, Н. Н. Методы электронно-микроскопического исследования мозга / Н. Н. Боголепов. – М., 1976. – 
71 с. 

References
1. Chernova V. А. Lekarstvennye i diagnosticheskie sredstva, primenyaemye v onkologicheskoi praktike [Medicines and 

diagnostic tools used in oncological practice], Medicine, Мoscow, RU, 1982.
2. Lushnikova E. L., Nepomnyashchikh L. M., Rozenberg V. D. Morfologicheskie i molekulyarno-geneticheskie osnovy 

dilatatsionnoi kardiomiopatii [Morphological and molecular-genetic bases of dilatation cardiomyopathy], Publ. of the Russian 
Academy of Medical Sciences, Мoscow, RU, 2004. 

3. Doroshow J. H. “Doxorubicin-induced cardiac toxicity”, New England Journal of Medicine, 1991, vol. 21, pp. 843–845.
4. Hanai K., Takaba K., Manabe S., Nakano M., Kohda A., Matsuo M. “Evaluation of cardiac function by echocardiogra-

phy in dogs treated with doxorubicin”, Journal of Toxicological Sciences, 1996, vol. 21, no. 1, pp. 1–10.



 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, medical series, 2017, no. 1, pp. 83–89 89

5. Grenier M. A., Lipshultz S. E. “Epidemiology of anthracycline cardiotoxicity in children, adults”, Seminars in 
Oncology, 1998, vol. 25, suppl. 10, pp. 72–85. 

6. Ferrans V. J., Clark J. R., Zhang Jun, Yu Z. X., Herman E. H. “Pathogenesis, prevention of doxorubicin cardiomyopa-
thy”, Tsitologiia, 1997, vol. 39, no. 10, pp. 928–937.

7. Lewis W., Kleinerman J., Puszkin S. “Interaction of adriamycin in vitro with cardiac myofibril proteins”, Cancer 
Research, 1982, vol. 50, pp. 547–553.

8. Olson R. D., Mushlin P. S., Breuner D. E., Fleischer S., Cusack B. J., Chang B. K., Boucek R. J. “Doxorubicin cardio-
toxicity may be due to its metabolite, doxorubicinol”, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, 1988, vol. 85, pp. 3585–3589. 

9. Sacco G., Giampietro R., Salvatorelli E., Menna P., Bertani N., Graiani G., Animati F., Goso C., Maggi C. A., Manzini 
S., Minotti G. “Chronic cardiotoxicity of anticancer anthracyclines in the rat: role of secondary metabolites, reduced toxicity 
by a novel anthracycline with impaired metabolite formation, reactivity”, British Journal of Pharmacology, 2003, vol. 139,  
no. 3, pp. 641–651.

10. Rosenoff S. H., Brooks E., Bostick F., Young R. C. “Alteration in DNA synthesis in cardiac tissues induced by adria-
mycin in vivo-relationship to fatal toxicity”, Biochemical Pharmacology, 1975, vol. 24, pp. 1898–1901.

11. L’Ecuyer T., Sanjeev S., Thomas R., Novak R., Das L., Campbell W., Heide R. V. “DNA damage is an early event in 
doxorubicin-induced cardiac myocyte death”, American journal of physiology. Heart, circulatory physiology, 2006, vol. 291, 
no. 3, pp. 1273–1280.

12. Akao M., Ohler A., O’Rourke B., Marbán E. “Mitochondrial ATP-sensitive potassium channels inhibit apoptosis in-
duced by oxidative stress in cardiac cells”, Circulation Research, 2001, vol. 22, no. 88 (12), pp. 1267–1275.

13. Akao M., O’Rourke B., Kusuoka H., Teshima Ya., Jones S. P., Marbán E. “Differential actions of cardioprotective 
agents on the mitochondrial death pathway”, Circulation Research, 2003, vol. 7, no. 92 (2), pp. 195–202.

14. Xu X., Persson H. L., Richardson D. R. “Мolecular pharmacology of the interaction of anthracyclines with iron”, 
Molecular Pharmacology, 2005, vol. 68, no. 2, pp. 261–271.

15. Shi J., Abdelwahid E., Wei L. “Apoptosis in Anthracycline Cardiomyopathy”, Current Pediatric Reviews, 2011, vol. 7, 
no. 4, pp. 329–336.

16. Boucek R. J. J., Miracle A., Anderson M., Engelman R., Atkinson J., Dodd D. A. “Persistant effects of doxorubicin on 
cardiac gene expression”, Journal of Molecular, Cellular Cardiology, 1999, vol. 31, pp. 1435–1446.

17. Yin X., Wu H., Chen Y., Kang Y. J. “Induction of antioxidants by adriamycin in mouse heart”, Biochemical 
Pharmacology, 1998, vol. 56, suppl. 1, pp. 87–93.

18. Creutzig U., Diekamp S., Zimmermann M., Reinhardt D. “Longitudinal evaluation of early, late anthracycline cardio-
toxicity in children with AML”, Pediatric Blood, Cancer, 2007, vol. 48, pp. 651–662.

19. Rosenberg V. D., Nepomnyashchikh L. M. Dilatatsionnaya kardiomiopatiya: Obshchaya patologiya i patomorfolo- 
giya [Dilation cardiomyopathy: general pathology and pathomorphology], Publ. of the Russian Academy of Medical Sciences, 
Мoscow, RU, 2004. 

20. Health Ministry of the Republic of Belarus, TKP 125-2008 (02040): Nadlezhashchaya Laboratornaya Praktika [TKP 
125-2008 (02040): Good Laboratory Practice], BY, 2008.

21. European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimentation and other Scientific 
Purposes, N 123 of 18 March 1986; Protocol of Amendment to the European Convention for the Protection of Vertebrate 
Animals used for Experimental, other Scientific Purposes, Strasbourg, 22 June 1998.

22. Zhou S., Starkov A., Froberg M. K., Leino L. R., Wallace B. K. “Cumulative, irreversible cardiac mitochondrial dys-
function induced by doxorubicin”, Cancer Research, 2001, vol. 61, pp. 771–777. 

23. Bogolepov N. Metody elektronno-mikroskopicheskogo issledovaniya mozga [Methods of electron microscopic study 
of brain], Moscow, RU, 1976. 

Информация об авторах 
Арчакова Людмила Ивановна – д-р биол. наук, гл. науч. 

сотрудник, профессор. Институт физиологии НАН Бе-
ларуси (ул. Академическая, 28, 220072, г. Минск, Рес-
публика Беларусь). E-mail: biblio@fizio.bas-net.by

Новаковская Светлана Алексеевна – ст. науч. со-
трудник, заведующий лабораторией. Институт физиологии 
НАН Беларуси (ул. Академическая, 28, 220072, г. Минск, 
Республика Беларусь). E-mail: novakovskaya@tut.by 

Information about the authors
Archakova Ludmila Ivanovna – D. Sc. (Biol.), Chief re-

searcher, Professor. Institute of Physiology of the National 
Academy of Sciences of Belarus (28, Akademicheskaya Str., 
220072, Minsk, Republic of Belarus). E-mail: biblio@fizio.
bas-net.by

Novakovskaya Svetlana Alekseevna – Senior researcher, 
Head of the Laboratory. Institute of Physiology of the National 
Academy of Sciences of Belarus (28, Akademicheskaya Str., 
220072, Minsk, Republic of Belarus). E-mail: novakovska--mail: novakovska-mail: novakovska-: novakovska-novakovska-
ya@tut.by

Для цитирования 
Арчакова, Л. И. Клеточные механизмы антрацикли-

новой кардиомиопатии при действии антибиотика док-
сорубицина / Л. И. Арчакова, С. А. Новаковская // Вес. 
Нац. акад. навук Беларусi. Сер. мед. навук. – 2017. – № 1. – 
С. 83–89.

For citation
Archakova L. I., Novakovskaya S. A. “Cell mechanisms 

of antracycline cardiomyopathy under antibiotic doxorubicin 
treatment”. Vestsі Natsyyanal’nai akademіі navuk Belarusі. 
Seryya medytsynskіkh navuk [Proceedings of the National 
Academy of Sciences of Belarus, medical series], 2017, no. 1, 
pp. 83–89.



90 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя медыцынскіх навук. 2017. № 1. C. 90–96 

ISSN 1814-6023 (print) 
УДК [616.33-002.2:616.33-007.7-008.9-092.18]:616-007.17]-053.5/.7  Поступила в редакцию 29.06.2015
 Received 29.06.2015

Я. Р. Мацюк, Н. С. Парамонова, А. А. Карчевский, О. В. Барабан

Гродненский государственный медицинский университет, Гродно, Республика Беларусь

МОРФО-ГИСТОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЭКЗОКРИНОЦИТОВ  
СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ ЖЕЛУДКА У ДЕТЕЙ С ХРОНИЧЕСКИМ ГАСТРИТОМ  

НА ФОНЕ ДИСПЛАЗИИ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ

С помощью гистологических и гистохимических методов проведено комплексное исследование биоптатов дон-
ного и пилорического отделов желудка детей 6–18-летнего возраста, страдающих хроническим гастритом и хрони-
ческим гастритом на фоне дисплазии соединительной ткани. Выполнен морфометрический, цитофотометрический 
и статистический анализ полученных данных. Установлено, что дисплазия соединительной ткани усугубляет тече-
ние хронического гастрита, вызывает деструктивные изменения поверхностно-ямочного эпителия, особенно в донном 
отделе, снижение в них активности сукцинатдегидрогеназы (без существенного изменения активности лактатдегидро-
геназы), повышение активности НАДН-дегидрогеназы и кислой фосфатазы, а также угнетение синтеза мукополисаха-
ридов, что приводит к уменьшению их количества не только в эпителиоцитах, но и в поверхностной слизи. Изменения 
в главных и особенно в париетальных экзокриноцитах менее выражены. Снижение защитного барьера слизистой обо-
лочки при наличии агрессивных ферментов желудочного сока приводит к более частому развитию эрозий, а иногда  
и язв у детей с хроническим гастритом, развивающимся на фоне дисплазии соединительной ткани.

Ключевые слова: дети, желудок, хронический гастрит, дисплазия соединительной ткани.
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MORPHOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF EXOCRINE CELLS  
OF THE GASTRIC MUCOSA IN CHILDREN WITH CHRONIC GASTRITIS AT THE DYSPLASIA  

OF THE CONNECTIVE TISSUE

The aim of this study was to investigate the activity of succinate dehydrogenase, lactate dehydrogenase, NADH-
dehydrogenase, and acid phosphatase in biopsies of the bottom and pyloric parts of the stomach in children (6-18 years of age) 
with chronic gastritis and chronic gastritis at the dysplasia of the connective tissue. Histological and histochemical methods, 
morphometry, cytophotometry and statistical analysis were used.

It was found that the connective tissue dysplasia causes destructive changes in simple columnar epithelium, especially in the 
bottom part, with inhibition of the synthesis of mucopolysaccharides, which leads to a reduction in the number of epithelial cells 
not only in the simple columnar, but also in the mucus. Changes in the main and, especially, parietal exocrine cells are less 
pronounced. So, reducing the mucosal barrier in the presence of aggressive factors juice in children with chronic gastritis at the 
dysplasia of the connective tissue leads to a higher incidence of erosion and sometimes ulcers with increasing disease severity.

Keywords: children, stomach, chronic gastritis, connective tissue dysplasia.

Введение. Из всех болезней верхних отделов пищеварительного тракта хронический гастрит 
(ХГ) является наиболее распространенным гастроэнтерологическим заболеванием в детском 
возрасте: у детей младшего школьного возраста заболеваемость ХГ достигает 45 % среди всех 
болезней верхних отделов пищеварительного тракта, в среднем школьном возрасте – 73 %,  
у старших школьников – 65 % (снижение частоты этого заболевания с возрастом обусловлено 
увеличением доли язвенной болезни) [1]. За последние десятилетия частота встречаемости у де-
тей тяжелых форм гастритов, сопровождающихся развитием множественных эрозий и субатро-
фий/атрофий слизистой оболочки желудка, заметно возросла [2, 3].

Поздняя диагностика ХГ во многом объясняется субклиническим течением болезни, частым 
вовлечением в патологический процесс других органов пищеварительной системы, а в ряде слу-
чаев – дисплазией соединительной ткани (ДСТ). В последнее время интерес к проблеме ДСТ 
резко возрос. Это вызвано изучением модифицирующего влияния данной патологии на характер 
течения практически всех заболеваний – от доброкачественных субклинических форм до поли-
органной и полисистемной патологии, нередко не укладывающейся в представление ни об одном 
из известных моногенных заболеваний соединительной ткани (СТ). ДСТ (ранее в России приме-
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нялись такие термины, как недифференцированная ДСТ, синдром ДСТ, мезенхимальная недо-
статочность и др.) – это гетерогенная группа заболеваний многофакторной природы, обуслов-
ленная вовлечением в патогенез общих ферментных систем и различных структурных белков 
внеклеточного матрикса СТ. В основе формирования данной патологии лежит сочетанное дей-
ствие двух ведущих факторов: генетической предрасположенности, обусловленной суммирую-
щим действием функциональных полиморфных аллелей большого числа генов и провоцирую-
щим действием различных внешних факторов [4]. Высокая степень коллагенизации органов пи-
щеварения приводит к полиморфизму клиники и проградиентности течения процессов со стороны 
желудка, кишечника и гепатобилиарной системы [5].

В связи с широкой распространенностью ХГ требует настойчивого изучения вопрос о роли 
ДСТ в течении и патогенезе этого заболевания с целью разработки высокоэффективных методов 
диагностики, лечения, особенно на начальных этапах заболевания, и выработке научно обосно-
ванных подходов к управлению этой болезнью.

Цель исследования – определить с помощью гистологического и гистохимического методов  
с последующим морфометрическим, цитофотометрическим и статистическим анализом харак-
тер и выраженность морфофункциональных изменений в экзокриноцитах донного и пилориче-
ского отделов желудка у детей с хроническим гастритом и хроническим гастритом, развиваю-
щимся на фоне дисплазии соединительной ткани.

Материалы и методы исследования. Объект исследования – 60 детей в возрасте от 6 до  
18 лет, находившихся на стационарном обследовании и лечении в 6-м отделении УЗ «Гродненская 
областная детская клиническая больница» по поводу гастродуоденальных заболеваний. Основ-
ную группу составили 40 детей с ХГ, протекающим на фоне ДСТ. В группу сравнения вошли  
20 детей с ХГ без ДСТ.

Предмет исследования – биоптаты, полученные при эндоскопическом исследовании путем 
прицельной биопсии донного и пилорического отделов желудка детей, страдающих ХГ (группа 
сравнения) и ХГ, развившимся на фоне ДСТ (основная группа). ДСТ верифицировали по крите-
риям Т. Милковска-Димитровой и А. Каркашева, в соответствии с которыми главными призна-
ками ее развития являются плоскостопие, варикозное расширение вен, высокое нёбо, гипермо-
бильность суставов, нарушения зрения, деформации грудной клетки и позвоночника, повышен-
ная растяжимость кожи, арахнодактилия; второстепенными – аномалии ушных раковин, зубов, 
прикуса, преходящие суставные боли, вывихи и подвывихи суставов, птеригодактилия и др. [6].

Критериями включения в исследование являлись: возраст детей 6–18 лет; добровольное ин-
формированное согласие родителей на обследование ребенка, включая эндоскопическое с биоп-
сией слизистой оболочки желудка; наличие ХГ; регулярное диспансерное наблюдение.

Критериями исключения были: органические заболевания кишечника; сопутствующие ал-
лергические, иммунологические заболевания и патологии, способные оказать влияние на тече-
ние основного заболевания; прием в течение 4 недель антибактериальных и нестероидных про-
тивовоспалительных лекарственных средств; нерегулярное диспансерное наблюдение и невы-
полнение рекомендаций лечащего врача.

Забор биоптатов производился в утренние часы с помощью фиброгастроскопа фирмы 
Olympus. Одну часть биоптатов после фиксации в жидкости Карнуа заключали в парафин с по-. Одну часть биоптатов после фиксации в жидкости Карнуа заключали в парафин с по-
следующим монтированием в блоки по принципу «основная группа» и «группа сравнения». 
Изготовленные одномоментно парафиновые срезы толщиной 5 мкм, окрашенные гематоксили-
ном и эозином, использовали для гистологических исследований с последующей тщательной 
морфометрией, а срезы толщиной 10 мкм – для гистохимического определения в экзокриноци-
тах желудка локализации и содержания гликопротеинов (ГП) и сиаломуцинов (СМ). Другую 
часть биоптатов подвергали глубокому замораживанию в жидком азоте, а затем монтировали по 
тому же принципу на объектодержатели криостата фирмы Leica CM-1850 и изготавливали се-eica CM-1850 и изготавливали се-ica CM-1850 и изготавливали се-CM-1850 и изготавливали се--1850 и изготавливали се-
рийные срезы толщиной 10–15 мкм при температуре –15 °С. Криостатные срезы обрабатывали  
с целью определения активности оксидоредуктаз: связанных с циклом Кребса – сукцинатдеги-
дрогеназы (СДГ) (сукцинат: акцептор – оксидоредуктаза; КФ 1.3.99.1; по Нахласу, Цоу, Де Сюза, 
1957); с гликолизом – лактатдегидрогеназы (ЛДГ) (L – лактат: НАД-оксидоредуктаза; КФ 1.1.1.27; 
по Гесс, Скарпелли, Пирсу, 1958); с транспортом электронов – НАДН-дегидрогеназы (НАДН: 
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акцептор – оксидоредуктаза; КФ 1.6.99.3; по Нахласу, Уокеру и Зелигману, 1958); с кислой фосфа-
тазой (КФ) – с маркерным ферментом лизосом (фосфогидролаза моноэфиров ортофосфорной 
кислоты; КФ 3.1.3.2; по Гомори (1950)). Все гистохимические реакции сопровождались безсуб-
стратным контролем [7].

Проведенный комплекс гистологических и гистохимических исследований с последующим мор-
фометрическим, цитофотометрическими и статистическим анализом, как нам представлялось, по-
зволяет дифференцировать изменения, происходящие в экзокриноцитах слизистой оболочки донно-
го и пилорического отделов желудка детей при «чистых» ХГ и гастритах, развивающихся на фоне 
ДСТ. При этом данные показатели весьма важны в оценке функционирования экзокриноцитов  
и желудка в целом. ГП и СМ – важные составные компоненты слизистого секрета, который образует 
защитный барьер и предохраняет слизистую оболочку от агрессивных ферментов желудочного сока. 
СДГ и НАДН-ДГ – митохондриальные ферменты, а ЛДГ – фермент гиалоплазмы. По их активности 
можно судить, по какому пути идет развитие энергетического механизма в экзокриноцитах – аэроб-
ному или затратному анаэробному. Это очень важно, так как секреторные процессы экзокриноцитов, 
особенно париетальных, сопровождаются большими энергетическими затратами. КФ – фермент ли-
зосом, которые не только участвуют в утилизации измененных структур клетки, но и причастны  
к процессам внутриклеточной регенерации и адаптации клеток в целом.

Количественную оценку содержания в экзокриноцитах желудка ГП и СМ проводили визу-
ально, а активность ферментов определяли цитофотометрически и выражали в единицах опти-
ческой плотности (ед. опт. пл.). Морфометрические и цитофотометрические исследования осу-
ществляли с помощью компьютерного анализатора изображения при разных увеличениях 
микроскопа Axioscop 2 plus (Carl Zeiss, Германия) и цифровой видеокамеры Leica DFC 320 
(Германия), используя программу Image Warp (Bit Flow, С�А). 

Полученный цифровой материал обрабатывали методами непараметрической статистики  
с применением компьютерной программы Statistica 6.0 для Windows. В описательной статистике 
для каждого показателя определяли значение медианы (Ме), а также нижнего и верхнего квар- 
тилей (25 %; 75 %). Сравнение групп по одному признаку проводили с помощью U-критерия 
Манна–Уитни для независимых выборок. Различия между показателями изучаемых групп счи-
тали достоверными, если вероятность ошибочной оценки не превышала 5 % (p < 0,05).

Результаты и их обсуждение. У страдающих ХГ детей, составляющих группу сравнения, 
однослойный столбчатый эпителий желудка отличался неоднородностью. В одних участках 
слизистой оболочки он набухший, переполненный секретом, содержащим ГП и СМ, в других он 
уплощен или отсутствовал вследствие десквамации, при этом собственная пластинка слизистой 
оболочки, инфильтрированной лимфоцитами, плазмоцитами, реже эозинофилами, обнажена.  
В таких участках при снижении содержания ГП и СМ или их отсутствии наблюдались эрозии, 
заполненные клеточным детритом или грануляционной тканью. В прилежащей к эрозиям рых-
лой соединительной ткани слизистой оболочки наблюдалась разная по выраженности фибробла-
стическая пролиферация.

�еечные экзокриноциты собственных и пилорических желез, как главные и париетальные, 
характеризовались снижением их тинкториальных свойств. Среди шеечных экзокриноцитов 
иногда встречались митотически делящиеся формы. Париетальные экзокриноциты отличались 
полиморфизмом и микровакуолизированной цитоплазмой. В главных экзокриноцитах, особенно 
при поверхностных гастритах, эрозивных поражениях слизистой оболочки, имело место сниже-
ние базофильных свойств, сопровождаемое иногда потерей полярности. Мукоциты собственных 
и пилорических желез, как правило, переполнены секретом, содержащим ГП.

У детей, страдающих ХГ в сочетании с ДСТ, картина структурных и цитохимических изме-
нений в слизистой оболочки желудка была более разнообразной по степени выраженности. 
Увеличилось количество участков в слизистой оболочке с уплощенным и десквамированным 
эпителием, а ввиду отсутствия в эпителиоцитах ГП и СМ снизился защитный барьер, что при-
вело к более частому развитию эрозий, реже – язв. Высота эпителиоцитов в донном и пилорическом 
отделах, по данным морфометрии, уменьшена (табл. 1), а их содержание в комплексе Гольджи, осо-
бенно в донном отделе вновь синтезированных гранул ГП, снижено. Количество этих биополимеров 
уменьшилось и в поверхностной слизи, что свидетельствует о снижении защитного барьера слизи-
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стой оболочки. Этому способствовало очаговое уменьшение или исчезновение в однослойном столб-
чатом эпителии, мукоцитах донных и пилорических желез содержания СМ как представителей гли-
козаминогликанов. Последние, наряду с ГП, образуют водонерастворимое вискозное покрытие сли-
зистой оболочки желудка, которое препятствует проникновению обратно в слизистую водородных 
ионов, воздействию протеолитических ферментов желудочного сока и способствует удержанию се-
кретируемых эпителиоцитами бикарбонатов.

Париетальные экзокриноциты собственных желез пациентов этой группы отличались поли-
морфизмом, зачастую микровакуолизированной цитоплазмой и разной степенью выраженности 
оксифильных свойств. По результатам морфометрических исследований, имело место достовер-
ное уменьшение не только периметра, площади, но и объема клеток и их ядер. Ядерно-цито-
плазматическое соотношение в клетках было увеличено (табл. 1). Представленные данные в со-
вокупности свидетельствуют о более низкой дифференцированности функциональной активно-
сти париетальных экзокриноцитов у пациентов этой группы. Главные экзокриноциты, у которых 
хотя и проявлялась тенденция к увеличению высоты, отличались неодинаковой степенью выра-
женности базофильных свойств. У клеток со сниженными тинкториальными свойствами, как 
правило, отсутствовала полярность. Низкое содержание секреторных гранул в апикальном от-
деле обусловлено экструзией. Хроматин в их ядрах становился крупноглыбчатым, с перифериче-
ской локализацией в кариоплазме. Ядрышки в ядрах главных клеток выделялись не отчетливо, 
как и их фибриллярный и гранулярный компоненты. Практически аналогичная, но сравнитель-
но менее выраженная картина изменений наблюдалась в эпителиоцитах пилорического отдела. 
В его концевых отделах имело место тенденция к уменьшению высоты мукоцитов.

Т а б л и ц а 1. Структурные показатели экзокриноцитов донного и пилорического отделов желудка  
у детей с ХГ и с ХГ на фоне ДСТ по данным морфометрии, Me (LQ/UQ)

T a b l e 1. Structural indices of exocrine cells of the bottom and pyloric parts of the stomach in children with chronic 
gastritis and chronic gastritis at the connective tissue dysplasia according to morphometry data, Me (LQ/UQ)

Показатель Группа сравнения Основная группа

Высота однослойного столбчатого эпителия дна желудка, мкм 14 (10/16) 9 (8/12)***

Высота ямочного столбчатого эпителия дна желудка, мкм 17 (16/19) 16 (14/17)***

Периметр париетальной клетки, мкм 56,49 (52,39/60,62) 49,19 (44,83/53,47)***

Площадь париетальной клетки, мкм2 215 (177,93/235,66) 146,22 (125,77/179,2)***

Объем париетальной клетки, мкм3 2371,49 (1785,41/2721,4) 1330,07 (1061,04/1804,56)***

Периметр ядра париетальной клетки, мкм 20,68 (18,56/22,33) 19,08 (17,48/20,43)***

Площадь ядра париетальной клетки, мкм2 28,59 (23,07/33,41) 23,04 (19,83/28,03)***

Объем ядра париетальной клетки, мкм3 113,69 (85,41/147,3) 89,11 (70,48/111,84)***

Ядерно-цитоплазмотическое отношение париетальной клетки 0,16 (0,13/0,2) 0,19 (0,14/0,14)**

Высота главных клеток донного отдела, мкм 12 (11/14) 15 (14/16)***

Высота поверхностного однослойного столбчатого эпителия пи-
лорического отдела, мкм 14 (12/17) 10 (9/12)***

Высота ямочного столбчатого эпителия пилорического отдела, мкм 18 (17/18) 18 (15/20)
Высота экзокриноцитов пилорических желез, мкм 16 (14,5/18,5) 15 (13/17)

П р и м е ч а н и е. Достоверность различий: ** – p < 0,01, *** – p < 0,001.

Анализ данных, представленных в табл. 1, показал достоверное уменьшение в основной груп пе 
высоты поверхностного и ямочного столбчатого эпителия в донном и пилорическом отделах. 
Содержание в нем, как и в мукоцитах донных и пилорических желез, ГП и СМ снижено, иногда 
последние совсем не выявлялись. Изложенные выше данные свидетельствуют о снижении у па-
циентов этой группы защитного барьера слизистой оболочки желудка, что способствовало эро-
зивному и язвенному поражению слизистой оболочки. Увеличение высоты главных экзокрино-
цитов, уменьшение базофильных свойств цитоплазмы и отсутствие в ее апикальном отделе се-
креторных гранул, как предполагается, способствует увеличению экструзии пепсиногена  
в полость желудка. Наличие в париетальных экзокриноцитах микровезикул свидетельствует  
о расширении внутриклеточных секреторных канальцев, обусловленном выполнением ими кис-
лотообразующей функции.
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Неоднозначны у пациентов с ХГ на фоне ДСТ и цитохимические изменения активности фер-
ментов в экзокриноцитах желудка. Последние заметны даже при беглом просмотре препаратов 
(см. рисунок). На рисунке видно, что в экзокриноцитах пациентов основной группы при сопо-
ставлении с таковыми группы сравнения снижение активности СДГ более заметно, нежели сни-
жение активности ЛДГ.

Применение цитофотометрического метода исследования дало возможность определить ко-
личественные параметры изменяющейся активности ферментов в экзокриноцитах донного и пи-
лорического отделов желудка пациентов с ХГ на фоне ДСТ и сравнить их с таковыми у детей  
с ХГ без дисплазии (табл. 2).

Как показал анализ данных табл. 2, при наличии ДСТ у пациентов, страдающих ХГ, в по-
верхностно-ямочных столбчатых эпителиоцитах донного отдела желудка активность СДГ сни-
зилась на 54,4 %, а активность ЛДГ практически не изменилась. Активность же НАДН-ДГ  
в эпителиоцитах и особенно КФ, наоборот, возросла – на 16,2 и 33,9 % соответственно. Более 
значимое снижение СДГ по сравнению ЛДГ имело место и в главных экзокриноцитах. 
Активность в них КФ, НАДН-ДГ, наоборот, возросло – на 66,4 и 38,1 % соответственно. По срав-
нению с поверхностно-ямочным столбчатым эпителием и главными экзокриноцитами в парие-
тальных экзокриноцитах из-за высокого объемного содержания в цитоплазме митохондрий ак-
тивность СДГ снизилась незначительно (на 12,4 %). Несущественным было также снижение 
ЛДГ. Активность КФ возросла весьма значимо – на 56,1 %. 

В пилорическом отделе характер изменения активности ферментов был несколько иным, чем 
в донном. Активность СДГ, ЛДГ в поверхностно-ямочном эпителии, наоборот, статистически 
значимо возросла (на 25,8 и 21,2 % соответственно). Следует отметить также, что уменьшение  
в эпителии пилорического отдела желудка содержания ГП было менее выраженным, нежели  

Общий вид активности СДГ (a) и ЛДГ (c) в экзокриноцитах желудка детей, страдающих ХГ, и уменьшение ее в экзо-
криноцитах (b, d) желудка детей, болеющих ХГ в сочетании с ДСТ. Окраска на выявление СДГ по Нахласу и др. 

(1957), на выявление ЛДГ – по Гесс и др. (1958). Увеличение: a, b – ×100, c, d – ×400
The general activity of SDH (a) and LDH (c) in the exocrine cells of the stomach of children with chronic gastritis and its de-
crease in the exocrine cells (b, d) of the stomach of children with chronic gastritis at the connective tissue dysplasia. A larger 
decrease is seen in SDH (b) than in LDH (d). The SHD color is found according to Nakhlas et al. (1957), the LDH color – ac-

cording to Hess et al. (1958). Magnification: a, b – ×100, c, d – ×400
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в донном. Оставалась увеличенной в эпителиоцитах активность НАДН-ДГ и КФ (на 17,1 и 36, % 
соответственно). В мукоцитах пилорических желез возросла активность ЛДГ (на 22,6 %). 
Активность же СДГ, НАДН-ДГ статистически не отличалась от таковой в группе сравнения.  
В цитоплазме мукоцитов основной группы наблюдалось статистически значимое (на 117,2 %) по-
вышение активности КФ. 

Выводы
1. Дисплазия соединительной ткани усугубляет течение ХГ. Отмечается уменьшение высоты 

эпителиального покрова, особенно в донном отделе, вплоть до уплощения и десквамации с обна-
жением собственной пластинки слизистой оболочки. 

2. В цитоплазме эпителиоцитов донного отдела наблюдается снижение активности СДГ при 
существенной неизменяемости активности ЛДГ, что свидетельствует об угнетении в эпителио-
цитах энергетического механизма и переключения его с аэробного на неэкономный анаэробный 
способ. Создающийся энергетический дефицит тормозит синтетические процессы в эпителио-
цитах в плане образования в них гликопротеинов и сиаломуцинов.

3. Уменьшение содержания гликопротеинов и сиаломуцинов в однослойном столбчатом эпи-
телии и поверхностной слизи способствует снижению защитных свойств слизистого барьера.

4. Изменения структурных и цитохимических свойств главных и особенно париетальных экзо-
криноцитов менее выражены. Незначительное уменьшение активности СДГ при практически неиз-
меняемости активности ЛДГ свидетельствует о менее глубоких нарушениях энергетического меха-
низма, дающих возможность поддержать их ферментно- и кислотообразующую функции.

Т а б л и ц а 2. Активность ферментов в экзокриноцитах донного и пилорического отделов желудка детей, 
страдающих ХГ (группа сравнения) и ХГ в сочетании с ДСТ (основная группа) по данным цитофотометрии, 

ед. опт. пл., Me (25  %; 75  %) 
T a b l e 2. Ferment activity in the exocrine cells of the bottom and pyloric parts of the stomach of children with 
chronic gastritis (comparison group) and with chronic gastritis at the connective tissue dysplasia (main group) 

according to the cytophotometry data, optic density units, Me (25 %; 75 %) 

Ферменты Группа сравнения Группа основная

Донный отдел
Цитоплазма поверхностно-ямочных столбчатых эпителиоцитов:

СДГ
НАДН-ДГ
ЛДГ
КФ

0,160 (0,109; 0,178)
0,313 (0,232; 0,393)
0,244 (0,213; 0,285)
0,059 (0,038; 0,076)

0,073 (0,051; 0,110)***

0,364 (0,294; 0,416)
0,222 (0,162; 0,261)

0,079 (0,064; 0,106)***

Цитоплазма главных экзокриноцитов:
СДГ
НАДН-ДГ
ЛДГ
КФ

0,390 (0,327; 0,445)
0,291 (0,246; 0,331)
0,239 (0,194; 0,275)
0,232 (0,190; 0,263)

0,227 (0,176; 0,327)***

0,402 (0,328; 0,473)***

0,218 (0,192; 0,241)
0,386 (0,319; 0,488)***

Цитоплазма париетальных экзокриноцитов:
СДГ
НАДН-ДГ
ЛДГ
КФ

0,645 (0,589; 0,702)
0,621 (0,570; 0,665)
0,375 (0,343; 0,402)
0,139 (0,105; 0,199)

0,565 (0,508; 0,618)***

0,656 (0,607; 0,714)*

0,366 (0,332; 0,410)
0,217 (0,159; 0,268)***

Пилорический отдел
Цитоплазма поверхностно-ямочных столбчатых эпителиоцитов:

СДГ
НАДН-ДГ
ЛДГ
КФ

0,062 (0,053; 0,079)
0,375 (0,330; 0,399)
0,208 (0,155; 0,245)
0,049 (0,040; 0,055)

0,078 (0,061; 0,095)*

0,439 (0,382; 0,509)***

0,252 (0,206; 0,294)***

0,067 (0,047; 0,082)***

Цитоплазма слизистых клеток (мукоцитов):
СДГ
НАДН-ДГ
ЛДГ
КФ

 
0,132 (0,114; 0,162)
0,467 (0,390; 0,533)
0,230 (0,207; 0,262)
0,029 (0,022; 0,067)

 
0,163 (0,108; 0,201)
0,498 (0,450; 0,542)

0,282 (0,235; 0,314)***

0,063 (0,033; 0,083)*

П р и м е ч а н и е. Достоверность различий: * – p < 0,05, *** – p < 0,001.



96 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя медыцынскіх навук. 2017. № 1. C. 90–96 

5. У детей, страдающих ХГ на фоне ДСТ, одним из патогенетических механизмов развития
патологического процесса в слизистой оболочке желудка является снижение ее защитных 
свойств при сохранении, учитывая структуру главных и париетальных экзокриноцитов, агрес-
сивных ферментов желудочного сока, что способствует развитию эрозивных поражений.
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МЕХАНИЗМЫ РОСТА  
ТРАНСФОРМИРОВАННЫХ НЕЙРОЭПИТЕЛИАЛЬНЫХ ОПУХОЛЕЙ

Высокозлокачественные нейроэпителиальные опухоли характеризуются преимущественной пролиферацией 
эндотелиальных клеток, что определяет первичность роста сосудов, являясь основным механизмом при опухолевой 
прогрессии. 

Низкозлокачественные нейроэпителиальные опухоли характеризуются ростом опухолевой массы за счет увели-
чения клеточной популяции. При увеличении численности клеток в 2 раза образуется пролиферирующий сосуд, что 
увеличивает степень агрессивности опухолевого процесса.

Нейроэпителиальные опухоли контаминированы вирусом простого герпеса (ВПГ) на 92–93 %. В этиопатогенезе 
данного процесса лежит продуктивное воспаление, характеризующееся Т-лимфоцитарной инфильтрацией, являю-
щейся ключевым звеном клеточной пролиферации. 

Нейроэпителиальные опухоли, протекающие на фоне воспалительного процесса, вызванного ВПГ, имеют раз-
личную степень агрессивности течения заболевания в зависимости от наличия признаков обострения продуктивно-
го воспаления. 

Взаимодействие вирусного генома с опухолевой тканью заключается в том, что контаминация высокозлокаче-
ственных нейроэпителиальных опухолей ВПГ увеличивает количество антиапоптозного фактора (bcl-2) эндотели-
альной клетки в среднем в 3 раза. Контаминация низкозлокачественных нейроэпителиальных опухолей ВПГ увели-
чивает количество антиапоптозного фактора опухолевой клетки (bcl-2) в среднем в 2 раза. Количество эпидермаль-
ного фактора роста увеличивается в среднем в 2,5 раза во время репликации вируса, проявляющегося у опухолей 
всех групп в виде клинико-морфологических признаков обострения хронического воспаления. 

Увеличение количества вновь образованных сосудов в нейроэпителиальной опухоли является неблагоприят-
ным фактором и указывает на более ранее возникновение рецидива (продолженного роста) в случае нейроэпители-
альных опухолей. Для анапластической астроцитомы оно составляет 25 и более, для анапластической олигодендро-
глиомы – 26 и более, для глиобластомы – 37 и более в поле зрения при 400-кратном увеличении.

Ключевые слова: нейроэпителиальные опухоли, механизмы роста.
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MECHANISMS OF GROWTH OF TRANSFORMED NEUROEPITHELIAL TUMORS 

High malignant neuroepithelial tumors are characterized by a cascade growth that features primarily the growth of tumor 
vessels to periphery with an involvement of tumor cells in process. With the expansion of their population by a factor of 2,  
a new tumor vessel appears outside the main tumor node. 

Low malignant neuroepithelial tumors are characterized by the growth of tumor mass by means of the cell population. 
With the two-fold rise of the cell amount, a new proliferating vessel appears which increases the stage of tumor malignancy.

Neuroepithelial tumors are contaminated by HSV in 92–93 % of all cases that is manifestated by inflammation. 
The patients with neuroepithelial tumors growing on the background of the inflammatory process caused by HSV have 

different degrees of aggressiveness of the disease depending on the presence or absence of exacerbation signs.
Contamination of neuroepithelial tumors by HSV increases a proliferative activity of tumor cells due to increase in the 

amount of anti-apoptosis factor (bcl-2), two times, the endothelium of vessels three times and also increases the amount of the 
endothelial growth factor which is directly proportional to the expression of antibody HSV during viral replication that is 
accompanied by exacerbation of chronical inflammation, on which tumors are growing.

Neuroepitelhial tumors recur on the background of exacerbation of chronic inflammation in the interval: glyoblastomas – 3 to 
6 months, anaplastical astrocytomas and olygodendroglyomas and ependimomas – 6 to 9 months, astrocytomas and 
oligodendroglyomas – 18 to 24 months.
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 The increase in the amount of newly formed blood vessels is the unfavorable factor and points to more early beginnings 
of relapse in case ofneuroepitelial tumors. For anaplastic astrocitomas, it is 25 and more, for anaplastic oligodendrogliomas – 
26 and more, for glioblastomas – 37 and more.

Keywords: neuroepithelial tumors, mechanism of growth.

Введение. Злокачественные новообразования возникают в результате неограниченной про-
лиферации клеток. Возникший клон выходит за пределы собственной ткани и способен к росту 
на других «территориях». При этом в популяции его клеток постоянно возникают и отбираются 
все более автономные и агрессивные субклоны. Такое поведение клеточного клона называется 
опухолевой прогрессией [1, 2]. 

В последнее десятилетие достигнуты значительные успехи в идентификации генов, наруше-
ния функции которых приводят к развитию опухолей. Ведутся серьезные исследования по вы-
яснению роли белковых продуктов таких генов в физиологии клетки. В настоящее время доказа-
на роль многих вирусных геномов и их белковых частиц в приобретении клеткой свойств, спо-
собствующих ее опухолевому перерождению [3, 4]. Большинство типов нормальных клеток 
способны размножаться лишь при условии их прикрепления к определенному внеклеточному 
матриксу, поэтому, например, продвижение эндотелиальной клетки из основного опухолевого 
узла, способствующее продолженному росту нейроэпителиальной опухоли, наводит на мысль 
об изменении ее генетического материала. Такой измененный материал, соответственно, преоб-
разует свойства глии, которая становится доступной для единственной эндотелиальной клетки, 
относящейся к опухолевому сосуду. Нормальные эндотелиоциты размножаются до тех пор, пока 
не возникнет плотный монослой и не установятся межклеточные контакты. При возникновении 
межклеточных контактов пролиферация трансформированных клеток не останавливается и они 
продолжают делиться, наползать друг на друга, образуя участки многослойного роста [1, 3, 5]. 

Цель исследования – изучить влияние трансформации на основные факторы роста высоко-
злокачественных и низкозлокачественных нейроэпителиальных опухолей.

Материалы и методы исследования. Материалом исследования послужили текущие и ар-
хивные биопсии 1424 нейроэпителиальных опухолей, контаминированных вирусом простого 
герпеса (ВПГ). Исследованы глиальные опухоли разной степени злокачественности, поскольку 
они наиболее удобны для статистической обработки: глиобластомы (п = 748), анапластические 
астроцитомы (п = 103), астроцитомы (п = 248), олигодендроглиомы (п = 126), анапластические 
олигодендроглиомы (п = 25), смешанные глиомы (п = 60), анапластические смешанные глиомы 
(п = 15), эпендимомы (п = 85), анапластические эпендимомы (п = 14). Другие нейроэпителиаль-
ные опухоли встречались в единичных случаях. Контрольные группы составили опухоли, кото-
рые не экспрессировали антитела к ВПГ и в которых не выявлялись внутриядерные включения, 
характерные для ВПГ (для глиобластом – 58 опухолей, для анапластических астроцитом – 10, 
для астроцитом – 20, для олигодендроглиом – 10, для олигоастроцитом – 8, для эпендимом – 8). 
Анапластические олигоастроциты и эпендимы контрольных групп статистической обработке не 
подвергали ввиду их малочисленности (по 2 случая), используя их лишь для сравнения морфо-
логических признаков. Для проведения морфологического исследования кусочки опухоли фик-
сировали в 10 %-ном нейтральном формалине и заключали в парафин. Толщина гистологиче-
ских срезов составила 4 мкм. Все препараты окрашивали гематоксилином и эозином.

Для выявления в опухолях ВПГ проводили иммуногистохимическое (ИГХ) исследование  
с антителами к антигену ВПГ I и II типа. Наиболее современным является подход, основанный на 
ИГХ-анализе протеинов ядра, связанных с репликацией ДНК при помощи моноклональных ан-
тител к Ki-67. Последний является ядерным антигеном, присутствует в клетках во время актив-Ki-67. Последний является ядерным антигеном, присутствует в клетках во время актив--67. Последний является ядерным антигеном, присутствует в клетках во время актив-
ных фаз клеточного цикла (G1, S, G2 и М), но отсутствует в фазе G0 (фаза покоящихся клеток). 

По результатам ИГХ-исследования установлено, что ядра окрашены в коричневый цвет ядер 
и имеют более интенсивное прокрашивание ядрышек, а также отчетливо выявляются митотиче-
ские фигуры. Индекс пролиферативной активности (ИПА) определяли по экспрессии Ki-67  
в 9 случайных полях зрения при большом увеличении (объектив ×40), подсчитывая общее число 
опухолевых клеток (не менее 100) и количество иммунопозитивных клеток к Ki-67 и определяя 
их процентное соотношение.
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Для подсчета количества сосудов использовали моноклональные антитела к CD34, являющи-CD34, являющи-34, являющи-
еся иммуногистохимическим маркером эндотелиальных клеток. Экспрессию CD34 определяли 
по количеству четко окрашенных в коричневый цвет стенок сосудов, а также отдельно располо-
женных иммунореактивных эндотелиальных клеток коричневого цвета. Микрососуды, которые 
маркировались CD34, подсчитывали в наиболее васкуляризированных участках, так называе-CD34, подсчитывали в наиболее васкуляризированных участках, так называе-34, подсчитывали в наиболее васкуляризированных участках, так называе-
мой «горячей точке», при большом увеличении микроскопа (×40). Каждую иммунореактивную 
эндотелиальную клетку считали исчисляемым сосудом. Для идентификации воспалительной 
инфильтрации проводили ИГХ-исследование с набором моноклональных антител CD45 (общий 
лейкоцитарный фактор), CD8 (T-лимфоциты), CD20 (В-лимфоциты), а также Plasmosel. Для изу-CD8 (T-лимфоциты), CD20 (В-лимфоциты), а также Plasmosel. Для изу-8 (T-лимфоциты), CD20 (В-лимфоциты), а также Plasmosel. Для изу-T-лимфоциты), CD20 (В-лимфоциты), а также Plasmosel. Для изу--лимфоциты), CD20 (В-лимфоциты), а также Plasmosel. Для изу-CD20 (В-лимфоциты), а также Plasmosel. Для изу-20 (В-лимфоциты), а также Plasmosel. Для изу-Plasmosel. Для изу-. Для изу-
чения апоптоза применялось ИГХ-исследование с p53 и bсl-2, являющимися факторами ускоре-p53 и bсl-2, являющимися факторами ускоре-53 и bсl-2, являющимися факторами ускоре-bсl-2, являющимися факторами ускоре-сl-2, являющимися факторами ускоре-l-2, являющимися факторами ускоре--2, являющимися факторами ускоре-
ния либо замедления апоптоза. Агрессивность роста опухолей изучали с помощью эпидермаль-
ного фактора роста (EGFR, epidermal growth factor receptor).

Для проведения иммуногистохимического анализа использовали срезы с парафиновых бло-
ков, предназначенных для стандартного морфологического исследования опухолей. Пара фи-
новые срезы депарафинировали и регидратировали по стандартной методике. Для «демаскиров-
ки» антигенов срезы прогревали на водяной бане в предварительно нагретом до 95–99 °С буфере 
в течение 30 мин. Затем стекла охлаждали при комнатной температуре в течение 15–20 мин  
и переносили в фосфатный буфер на 5 мин. Для блокирования эндогенной пероксидазы срезы 
инкубировали 10 мин в темноте с 3 %-ной перекисью водорода, приготовленной на дистиллиро-
ванной воде, а затем промывали 5 мин в фосфатном буфере. Для блокировки неспецифического 
связывания антител срезы инкубировали 15 мин с 1 %-ным раствором бычьего сывороточного 
альбумина. Инкубацию с первичными антителами проводили при 40 °С в течение 16 ч. После 
первичных антител стекла промывали 2 раза по 5 мин в фосфатном буфере. Инкубация с про- 
явочной тест-системой проходила при комнатной температуре в течение 20 мин, затем срезы 
промывали 2 раза по 5 мин. Для визуализации иммуногистохимической реакции использовали 
DAB+ систему DAKO. Реакцию проводили в темноте в течение 5–10 мин. Срезы докрашивали 
гематоксилином Майера и заключали под покровные стекла. 

Результаты окрашивания оценивали с применением светового микроскопа Leica (Германия) 
при 100-, 200- и 400-кратном увеличении. Для всех маркеров определяли локализацию окраши-
вания в клетке (ядро, цитоплазма, мембрана). Количество положительных клеток оценивали  
в зонах, содержащих их максимальное количество.

Результаты и их обсуждение. Для высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолей,  
к которым относятся глиобластома, анапластическая астроцитома, анапластическая олигоден-
дроглиома, анапластическая олигоастроцитома и анапластическая эпендимома, был характерен 
этапный рост. Скорость роста определяло соотношение ростовых факторов (прежде всего апоп-
тозного фактора р53 и антиапоптозного фактора bcl-2), индекс пролиферативной активности,  
а также количество сосудов в наиболее васкуляризированной («горячей») точке. Все перечислен-
ные показатели для нейроэпителиальных опухолей, контаминированных ВПГ, были выше для 
опухолей, протекающих на фоне обострения хронического воспаления. Показатели роста высо-
козлокачественных опухолей приведены в табл. 1, 2.

Из табл. 1, 2 следует, что для глиобластомы, протекавшей на фоне хронического воспаления, 
разность между экспрессией bcl-2 и p53 в эндотелии сосудов составляла 7,9 %, а при обострении 

Т а б л и ц а 1. Показатели роста высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолей, 
прихроническомвоспалении

T a b l e 1. Growth of high malignant neuroepithelial tumors at chronic inflammation

Опухоль bcl-2 (сосуд), % p53 (сосуд) % bcl-2 (опухоль), % p53 (опухоль), %

Глиобластома 26,7 (19,4; 33,6) 18,7 (12,3; 24,5) 14,7 (12,9; 16,5) 13,2 (9,9; 16,5)
Анапластическая астроцитома 21,7 (14,3; 27,5) 13,8 (10,1; 16,5) 13,5 (9,4; 16,7) 12,8 (8,1; 14,9)
Анапластическая олигодендроглиома 20,6 (15,9; 25,6) 13,6 (6,4; 18,3) 13,7 (7,9; 19,5) 12,6 (8,2; 16,5)
Анапластическая олигоастроцитома 19,6 (12,6; 28,2) 12,2 (8,1; 16,9) 13,6 (7,6; 19,3) 12,8 (7,8; 16,5)
Анапластическая эпендимома 21,1 (18,6; 23,2) 13,5 (7,2; 19,1) 13,7 (7,7; 1941) 12,8 (6,2; 18,1)
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хронического воспалительного процесса – 8,7 % (p < 0,01), для анапластической астроцитомы – 
7,9  и 8,2 % соответственно (p < 0,05), для анапластической олигодендроглиомы – 6,9 и 7,1 % 
(p < 0,05), для анапластической олигоастроцитомы – 7,4 и 8,1 % (p < 0,05), для анапластической 
эпендимомы – 7,2 и 7,8 % (p < 0,05). 

Разность экспрессии bcl-2 и p53 в опухолевых клетках при хроническом воспалении и при 
его обострении для глиобластомы составила 1,4 и 1,5 %, для анапластической астроцитомы – 
0,73 и 0,8, для анапластической олигодендроглиомы – 0,7 и 0,8, для анапластической олигоастро-
цитомы – 0,7 и 0,8, для анапластической эпендимомы – 0,6 и 0,7 %. При сравнении каждой из 
групп высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолей с контрольной группой количе-
ство экспрессии bcl-2 в эндотелиальных клетках было повышено в 3 раза (p < 0,01 для каж-
дой из групп).

Экспрессия антиапоптозного фактора bcl-2 увеличивалась поочередно в опухолевых и в эн-bcl-2 увеличивалась поочередно в опухолевых и в эн--2 увеличивалась поочередно в опухолевых и в эн-
дотелиальных клетках в зависимости от фазы роста опухоли, который начинался с увеличения 
количества сосудов, однако процентное содержание антиапоптозного фактора в сосудах изменя-
лось более значительно, что проявлялось достоверным увеличением сосудов в «горячей точке» 
(p < 0,01). 

Согласно проведенному корреляционному анализу, между экспрессией антигена к ВПГ  
и EGFR в высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолях имеется положительная кор-EGFR в высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолях имеется положительная кор- в высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолях имеется положительная кор-
реляционная взаимосвязь (для глиобластомы R = 0,900632). 

Для низкозлокачественных нейроэпителиальных опухолей характерно наращивание опухо-
левой массы за счет увеличения клеточной популяции. При сравнении клеточной плотности 
астроцитом, анапластических астроцитом и глиобластом обнаружено, что она увеличивалась  
в 2 раза по мере увеличения степени злокачественности, проявляющейся появлением пролифе-
рирующих сосудов. Клеточная плотность астроцитом составляла 98,3, анапластических астро-
цитом – 186,4, глиобластом – 266,2. 

При изучении историй болезни пациентов с глиомами установлено, что в случаях, когда опу-
холь протекала на фоне обострения хронического воспаления, рецидив отмечался в 2 раза чаще. 
У пациентов с глиобластомами он выявлялся в период от 3 до 6 мес., в то время как на фоне хро-
низации процесса эти опухоли рецидивировали в течение 9–12 мес. У пациентов с анапластиче-
скими астроцитомами и анапластическими олигодендроглиомами этот период составлял 6–9  
и 12–18 мес. соответственно. В случаях с глиомами низкой степени злокачественности (IIGr) на 
фоне обострения хронического воспаления в первые 12–24 мес. рецидив наблюдался в 30 % опу-
холей, при этом степень их злокачественности повышалась. Эти же опухоли, протекающие на 
фоне хронического воспаления, не проявляли себя до 5 лет.

Таким образом, для определения тактики лечения пациента и прогнозирования продолжен-
ного роста нейроэпителиальных опухолей при помощи моноклональных антител к СD34 опре-D34 опре-34 опре-
делялось количество сосудов в одном (наиболее васкуляризированном) поле зрения. Это явля-
лось прогностическим признаком для скорости рецидивирования, так как увеличение количе-
ства вновь образованных сосудов в опухоли являлось неблагоприятным фактором и указывало 

Т а б л и ц а 2. Показатели роста высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолей 
приобострениихроническоговоспаления

T a b l e 2. Growth of high malignant neuroepithelial tumors during exacerbation of chronic inflammation

Опухоль bcl-2 (сосуд), % p53 (сосуд), % bcl-2 (опухоль), % p53 (опухоль), %

Глиобластома 29,1 (28,4; 32,6) 20,3 (16,8; 25,1) 14,8 (11,4; 17,5) 13,3 (11,2; 14,7)
Анапластическая
астроцитома 23,6 (17,1; 23,7) 15,4 (13,2; 17,7) 13,6 (11,7; 14,1) 12,8 (10,6; 14,1)

Анапластическая
олигодендроглиома 22,9 (16,8; 26,3) 15,8 (13,4; 18,1) 13,6 (11,5; 13,9) 12,8 (11,1; 14,2)

Анапластическая
олигоастроцитома 22,7 (16,1; 27,2) 14,7 (11,2; 17,1) 13,5 (12,1; 14,5) 12,7 (9,6; 15,5)

Анапластическая
эпендимома 23,2 (16,8; 23,4) 15,2 (12,9; 1,6,2) 13,5 (11,2; 14,7) 12,8 (10,6; 14,1)
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на скорое возникновение рецидива (продолженного роста) в случае нейроэпителиальных опухо-
лей. Для анапластической астроцитомы оно составило 25 и более, для анапластической олиго-
дендроглиомы – 26 и более, для глиобластомы – 37 и более.

При таком количестве сосудов в опухолевой ткани (в одном поле зрения при 40-кратном уве-
личении) рецидив у анапластической астроцитомы и анапластической олигодендроглиомы воз-
никал через 6–9 мес., у глиобластомы – через 3–6 мес.

Результаты проведенного исследования подтвердили способность неопластических клеток 
стимулировать пролиферацию и миграцию эндотелиальных клеток, что проявлялось прекраще-
нием секреции факторов, ингибирующих ангиогенез. Это подтверждалось усилением экспрес-
сии p53 в опухолевой ткани в ответ на снижение экспрессии его в сосудах. В то же время харак-p53 в опухолевой ткани в ответ на снижение экспрессии его в сосудах. В то же время харак-53 в опухолевой ткани в ответ на снижение экспрессии его в сосудах. В то же время харак-
тер экспрессии bcl-2 был противоположным.

Нейроэпителиальные опухоли II степени злокачественности имели свои особенности роста, 
обусловленные количеством экспрессии антигена ВПГ в опухолевой ткани. Экспрессия антиге-
на ВПГ была диффузной и очаговой. Эти опухоли экспрессировали антитела к ВПГ одновремен-
но и эндотелием сосудов, и опухолевыми клетками. Количество опухолей, не экспрессирующих 
антиген ВПГ, у нейроэпителиальных опухолей всех групп было одинаковым. Низкозло каче-
ственные нейроэпителиальные опухоли характеризовались ростом опухолевой массы за счет 
увеличения клеточной популяции. При увеличении числа клеток в 2 раза появлялся пролифери-
рующий сосуд, что увеличивало степень агрессивности роста опухоли.

Выводы

 1. Основной механизм роста высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолей заклю-
чается в преимущественной пролиферации эндотелиальных клеток, что определяет первичность 
роста сосудов, являясь основным механизмом при опухолевой прогрессии. 

2. Основной механизм роста низкозлокачественных нейроэпителиальных опухолей характе-
ризуется ростом опухолевой массы за счет увеличения клеточной популяции. При увеличении 
численности клеток в 2 раза образуется пролиферирующий сосуд, что увеличивает степень 
агрессивности опухолевого процесса.

3. Нейроэпителиальные опухоли контаминированы ВПГ на 92–93 %. В этиопатогенезе дан-
ного процесса лежит продуктивное воспаление, характеризующееся Т-лимфоцитарной инфиль-
трацией, являющейся ключевым звеном клеточной пролиферации. 

4. Пациенты с нейроэпителиальными опухолями, протекающими на фоне воспалительного 
процесса, вызванного ВПГ, имеют различную степень агрессивности течения заболевания в за-
висимости от наличия признаков обострения продуктивного воспаления. 

5. Механизм взаимодействия вирусного генома с опухолевой тканью заключается в том, что кон-
таминация высокозлокачественных нейроэпителиальных опухолей ВПГ увеличивает количество 
антиапоптозного фактора (bcl-2) эндотелиальной клетки в среднем в 3 раза. Контаминация низкозло-
качественных нейроэпителиальных опухолей ВПГ увеличивает количество антиапоптозного факто-
ра опухолевой клетки (bcl-2) в среднем в 2 раза. Количество эпидермального фактора роста увеличи-
вается в среднем в 2,5 раза во время репликации вируса, проявляющегося у опухолей всех групп  
в виде клиникоморфологических признаков обострения хронического воспаления. 

6. Увеличение количества вновь образованных сосудов в нейроэпителиальной опухоли явля-
ется неблагоприятным фактором и указывает на более ранее возникновение рецидива (продол-
женного роста) в случае нейроэпителиальных опухолей. Для анапластической астроцитомы оно 
составляет 25 и более, для анапластической олигодендроглиомы – 26 и более, для глиобластомы –  
37 и более в поле зрения при 400-кратном увеличении.
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ВЛИЯНИЕ ИНТРАНАЗАЛЬНОЙ АППЛИКАЦИИ ГАММА-АМИНОМАСЛЯНОЙ 
КИСЛОТЫ НА ПРОЦЕССЫ ЗАПОМИНАНИЯ У КРЫС В УСЛОВИЯХ ГИПОКСИИ

В экспериментах на 22 половозрелых крысах-самцах, у которых в челночной камере предварительно выработан 
условный рефлекс избегания, установлено, что после однократной аппликации гамма-аминомасляной кислоты (3 мг/
мл в объеме 20 мкл) на слизистую оболочку полости носа крыс процесс угасания условного рефлекса замедляется на 
2–3 недели по сравнению с контролем. Интраназальная аппликация гамма-аминомасляной кислоты, предшествую-
щая 5-минутной гипобарической гипоксии, способствует восстановлению естественного угасания условного реф-
лекса, характерного для контрольных животных. 

Таким образом, воздействие на вомероназальный орган крыс классического тормозного медиатора вызывает 
перестройку интегративной деятельности мозга и способствует улучшению механизмов обучения и памяти, кото-
рые при снижении напряжения кислорода в тканях мозга весьма уязвимы.

Ключевые слова: условный рефлекс, интраназальная аппликация, гамма-аминомасляная кислота, гипобариче-
ская гипоксия.

G. P. Mironova, S. G. Pashkevich

Institute of Physiology of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

IMPACT OF THE INTRANASAL APPLICATION OF GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID ON THE MEMORY 
PROCESSES OF RATS UNDER HYPOXIA CONDITIONS

In the experiments on 22 adult male rats with a conditioned reflex of avoidance prepared in the shuttle chamber, it was 
found that a single application of gamma-amino butyric acid (3 mg/ml in a volume of 20 µl) at the nasal mucosa of rats was 
accompanied by deceleration of the extinction process of the conditioned reflex to 2–3 weeks compared with controls. The 
intranasal application of gamma-amino butyric acid before hypobaric hypoxia (5 min) contributed to the restoration of the 
natural pattern of extinction of the conditioned reflex, which was typical for the control animals. 

Thus, the impact of classical inhibitory neurotransmitter on the vomeronasal organ in rats was characterized by the re-
structuring of the integrative activity of the brain and the improvement of learning and memory mechanisms that were vul-
nerable to reduced oxygen tension in the brain tissues.

Keywords: conditioned reflex, intranasal application, gamma-amino butyric acid, hypobaric hypoxia.

Введение. Выработка условного рефлекса сопровождается формированием адаптивного по-
ведения и является физиологическим феноменом преобразования неопределенной информации 
в определенную и направлена на уменьшение неопределенности в среде. Изучение процессов 
запоминания включает определение генотипических или врожденных особенностей, опосре- 
дующих реализацию безусловных рефлексов, и фенотипических, обеспечивающих обработку  
и хранение новой информации. Таким образом, в условиях стохастической внешней среды (веро-
ятность единовременного действия во времени и в пространстве двух разных стимулов, как пра-
вило, меньше единицы) вероятность подкрепления условного стимула безусловным практиче-
ски не достигает единицы, а сама последовательность подкрепляемых условных стимулов носит 
случайный характер. 

Интегративная деятельность нейронных популяций коры больших полушарий обеспечивает 
системные процессы формирования целенаправленного поведения. У грызунов функциональ-
ный статус вомероназального комплекса обусловливает характер защитных реакций на ноци-
цептивные стимулы и процессы принятия решения [1]. Продемонстрировано замедление есте-
ственного угасания рефлекса после однократной аппликации на слизистую оболочку полости 
носа крыс липополисахарида кишечной палочки [2] или ингибиторов сериновых протеаз [3]. 
© Миронова Г. П., Пашкевич С. Г., 2017
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Моделирование однократной 5-минутной гипобарической гипоксии также сопровождалось не-
которым улучшением процессов запоминания, что выражалось в увеличении времени сохран-
ности выработанного условного рефлекса избегания у крыс [4]. 

Защитной реакцией при снижении напряжения кислорода в тканях является повышение 
уровня гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК), при этом гипоксия может вызывать селективную 
гибель ГАМКергических нейронов [5, 6], а лиганды ГАМК-рецепторов применяют и исследуют 
в качестве протекторных субстанций [7]. Однако до настоящего времени механизм действия,  
например, таких препаратов, как аминалон и гаммалон, не вполне понятен, поскольку ГАМК  
обладает высокой полярностью и при экзогенном введении сложно проникает через гематоэнце-
фалический барьер. ГАМК участвует в регуляции баланса возбуждающей и тормозной активно-
сти центральной нервной системы преимущественно в качестве тормозного нейромедиатора. 
Повышение концентрации метаболита эндогенной ГАМК отмечено в условиях экстремальных 
воздействий (гипоксия, ишемия, травма, лучевое поражение) [8]. Экзогенно гамма-оксимасля-
ную кислоту применяют в медицине в качестве средства для общей анестезии, для лечения бес-
сонницы, депрессии, алкоголизма, а также в спорте высших достижений. Эффективным способом 
коррекции нарушений когнитивных функций при гипоксемии, ишемизации тканей, нейровоспа-
лительных процессах, старении, травмах является активация иммунной системы с применением 
лигандов ГАМК [9]. Так, при экспериментальном моделировании болезни Паркинсона получены 
данные о модулирующем влиянии баклофена – агониста ГАМКА- и ГАМКВ-рецепторов на пове-
денческие реакции крыс [10], при этом отмечено улучшение двигательной функции и ослабле-
ние окислительных повреждений и нейровоспаления у животных [11]. Обоснована гипотеза, что 
болезнь Альцгеймера сопровождается первичными хроническими нейровоспалениями, ухудше-
нием процессов формирования памяти, когнитивными нарушениями вследствие развития 
τ-протеиновой или β-амилоидной патологии [12]. Повышенный уровень провоспалительного ци-
токина фактора некроза опухоли α также считают маркером этого заболевания [13]. В экспери-
ментах опосредованное системным введением липополисахарида (ЛПС) кишечной палочки 
снижение повышенных в крови уровней фактора некроза опухоли α и интерлейкина-6 было до-повышенных в крови уровней фактора некроза опухоли α и интерлейкина-6 было до-
стигнуто при применении бикукулина (селективный антагонист ГАМКА-рецептора) или сакло-
фена (селективный антагонист ГАМКВ-рецептора) [14]. Подкожные инъекции бетаина повыша-
ют экспрессию микроРНК ГАМКтранспортера-2, предотвращают вызванное системным введе-
нием ЛПС ухудшение памяти, что подтверждено в тесте Y-лабиринт у мышей [15]. 

Установлено, что лиганды ГАМК-рецепторов улучшают когнитивные функции. Так, антаго-
нисты ГАМКС-рецептора ингибируют апоптоз, индуцированный аммиаком, сохраняя жизнеспо-
собность нейронов гиппокампа [11]. Известно, что ГАМКергические септогиппокампальные 
пути вовлекаются в процессы наградного оперантного научения [16]. Актуальным также являет-
ся исследование возможных путей влияния на нейромедиаторные системы в экстремальных ус-
ловиях с целью улучшения процессов запоминания. Одним из экстремальных воздействий,  
в частности, является недостаток кислорода. 

Цель работы – оценить влияние интраназальной аппликации гамма-аминомасляной кислоты 
на реализацию условного рефлекса пассивного избегания крыс в условиях гипобарической ги-
поксии и определить роль баланса тормозных медиаторов для обоснования подходов неинвазив-
ной коррекции процессов запоминания. 

Материалы и методы исследования. Опыты проведены на белых беспородных крысах-
самцах (n = 22) массой 185 ± 15 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария (темпе-= 22) массой 185 ± 15 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария (темпе- 22) массой 185 ± 15 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария (темпе-22) массой 185 ± 15 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария (темпе- ± 15 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария (темпе-± 15 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария (темпе- 15 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария (темпе-15 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария (темпе-
ратура воздуха 23 ± 1 °С, вентиляционный режим 30 мин/ч) при свободном доступе к воде  
и пище, 12/12-часовом режиме освещения и темноты. Все манипуляции с животными выполне-
ны с учетом рекомендаций Европейской конвенции о гуманном обращении с лабораторными 
животными [17]. Для изучения процессов запоминания в качестве модели обучения с отрица-
тельным подкреплением использовали тест выработки условных рефлексов в челночной камере 
по методике Я. Буреша [18].

На начальном этапе исследований в течение 4–5 cут животных адаптировали к эксперимен-cут животных адаптировали к эксперимен-ут животных адаптировали к эксперимен-
тальным условиям (нивелирование проявлений ориентировочного рефлекса). Затем в течение 
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5–6 сут у крыс вырабатывали условный рефлекс избегания в челночной камере, состоящей из 
двух разных по площади отсеков – большого (41×47×30 см) и малого (15×25×30 см). В каждом от-
секе камеры предусматривалось селективное включение света. Между камерами имелось ими-
тирующее вход «в норку» отверстие, которое при необходимости могло перекрываться дверцей. 
За один сеанс обучения использовали 8–10 сочетаний условного раздражителя (включение света 
и открывание дверцы), который подкрепляли безусловным ноцицептивным стимулом (пропу-
скание тока силой 0,008–0,01 мА в течение 1–2 с по решетчатому металлическому полу в отсеках 
большой или малой камеры, где находилась крыса). Животных, у которых после 5–6 сут выра-
ботки условного рефлекса отмечалось 80 % и более воспроизведений реакции избегания на ус-
ловный раздражитель (включение света и открывание дверцы – критерии выработки условного 
рефлекса, так как не было подкрепления электрическим стимулом), отбирали для дальнейших 
исследований. Крыс, у которых условный рефлекс долгое время не вырабатывался, исключали 
из эксперимента. 

После выработки условного рефлекса (за период 5–6 сут 80 % и более воспроизведений) реги-
стрировали латентный период реакции избегания (ЛПРИ) в течение 2–3 сут (фон). Затем живот-
ных разделили на 4 группы. Регистрацию воспроизведения выработанного условного рефлекса 
через 1,5 ч после воздействия нового стимула проводили с целью анализа особенностей форми-
рования долговременной памяти.

В соответствии с протоколом опытов в день основного эксперимента контрольную группу 
сформировали из интактных крыс (n = 6) для анализа процесса воспроизведения и угасания ус-
ловного рефлекса избегания. 

Первая экспериментальная группа включала особей (n = 6), которых подвергали 5-минутной 
гипобарической гипоксии и через 15–20 мин и 1,5 ч регистрировали ЛПРИ в челночной камере.

Крысам второй группы (n = 5) однократно наносили на слизистую оболочку полости носа  
20 мкл (по 10 мкл в каждый носовой ход) раствора ГАМК (3 мг/мл, Sigma-Aldrich, С�А). Малая 
доза (3 мг/мл) вводимого крысам раствора (20 мкл) ГАМК выбрана потому, что при интраназаль-
ном способе введения максимальный эффект достигается при использовании концентрации ве-
щества, в 5–10 раз меньшей, чем при внутрибрюшинном его применении [19]. Через 15 мин по-
сле окончания инстилляции ГАМК крыс подвергали 5-минутной гипобарической гипоксии, сра-
зу после окончания сеанса и через 1,5 ч регистрировали ЛПРИ. 

Крысам третьей опытной группы (n = 5) однократно апплицировали на слизистую оболочку 
полости носа по 20 мкл раствора ГАМК (3 мг/мл). В этот же день через 15–20 мин и через 1,5 ч 
после аппликации раствора животных помещали в челночную камеру и регистрировали ЛПРИ. 

При моделировании кратковременной гипоксии руководствовались методическими рекомен-
дациями [20, 21]. Гипобарическую (экзогенную) гипоксию моделировали в течение 5 мин в спе-
циальной емкости объемом 2 л, оснащенной декомпрессором и манометром, достигая условной 
высоты в 2300 м над уровнем моря. Давление в системе измеряли вакуумметром (Россия). С по-
мощью декомпрессора постепенно (в течение 2 мин) создавали разряжение, снижая барометри-
ческое давление в системе до 577,6 мм рт. ст., что сопровождалось небольшой девиацией парци-
ального давления кислорода до 121 мм рт. ст. Постепенное снижение барометрического давления 
является пусковым механизмом включения реакций, направленных на компенсацию дефицита 
кислорода. Отсчет времени воздействия вели с момента достижения заданного значения бароме-
трического давления, регистрируемого с помощью вакуумметра. При подъеме на такую высоту 
насыщение кислородом крови ослабляется незначительно (на 4–5 мм рт. ст.). С помощью погло-
тителя СО2. (96 % Са(ОН)2 и 4 % NaОН) избегали развития гиперкапнии в системе. 

Динамику изменений ЛПРИ у всех крыс прослеживали на 3, 7, 14, 21, 28, 35 и 42-е сутки. 
Статистическую значимость полученных результатов оценивали при помощи критерия Манна–
Уитни для непараметрических выборок и представляли в виде М ± m. Различия считали значи-
мыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Фоновые значения ЛПРИ у крыс всех групп не имели стати-
стически достоверных отличий. Величина ЛПРИ составляла в среднем 2,2 ± 0,05 с при переходе 
из большой камеры в малую и 4,6 ± 0,04 с при переходе из малой камеры в большую. 
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Как представлено на рис. 1, рефлекс пере-
хода крыс из большой камеры в малую оста-
вался на уровне фоновых значений на протя-
жении всего периоды наблюдения, а ЛП реак-
ции перехода из малой камеры в большую 
прогрессивно увеличивался, что полностью 
соответствует динамике угасания условного 
рефлекса у интактных крыс. Такая же карти- 
на развития процесса угасания наблюдалась  
и в экспериментах, проведенных ранее [2].

Увеличение ЛПРИ при переходе из малой 
камеры в большую у крыс первой опытной 
группы наблюдалось через 15–20 мин (p < 0,05) 
и через 1,5 ч (p < 0,05) после применения 5-ми-
нутной гипоксии. При этом латентный период 
(ЛП) реакции перехода из большой камеры  
в малую также в 1,5 раза возрос по сравнению 
с фоном (рис. 2, I).

Об ухудшении процессов воспроизведе-
ния информации через 1,5 ч свидетельствова-
ло увеличение ЛП реакции перехода из малой 
камеры в большую в 7,6 раза по сравнению  
с фоном (рис. 2, II). К 3-м и 7-м суткам после 
моделирования гипоксии ЛПРИ при переходе 
из большой камеры в малую у крыс контроль-

ной и первой опытной группы практически не отличался от фона (рис. 1, 2). 
На 14-е сутки ЛП реакции перехода из малой камеры в большую у крыс контрольной группы 

приближался к фоновым значениям, а у крыс первой опытной группы он превышал их. ЛП пере-
хода из большой камеры в малую у крыс обеих групп сохранялся на уровне фона (рис. 1, 2).

С 21-х суток у животных первой опытной группы зафиксировано достоверное (p < 0,05) уве-
личение (в 2–2,5 раза по отношению к фону) ЛПРИ при переходе из большой камеры в малую,  

а на 28, 35 и 42-е сутки наблюдения ЛП реак-
ции перехода из большой камеры в малую 
оставался практически стабильным. 

Таким образом, у крыс, подвергавшихся 
кратковременной гипобарической гипоксии, 
угасание условного рефлекса происходило 
примерно в 2 раза медленнее, чем у животных 
контрольной группы. Следовательно, 5-ми-
нутная гипоксия приводит к нарушению про-
цессов забывания и в какой-то мере способ-
ствует улучшению процессов запоминания. 

У животных второй опытной группы (n = 5) 
величина ЛПРИ до воздействий составляла 
при переходе из большой камеры в малую  
2,2 ± 0,4 с, а при переходе из малой камеры  
в большую – 4,7 ± 0,7 с (рис. 3, а).

Через 1,5 ч после интраназальной аппли-
кации ГАМК и последующей 5-минутной ги-
поксии зарегистрировано резкое угнетение 
условно-рефлекторной деятельности, что 
особенно наглядно проявлялось достовер-

Рис. 1. Динамика величины ЛПРИ (с) у крыс (n = 6) кон-
трольной группы в течение 42 сут после выработки услов-
ного рефлекса избегания. Фон – среднее значение ЛПРИ 
за 2–3 сут. Белые столбики – ЛПРИ при переходе крыс из 
большой камеры в малую (БК), заштрихованные столби-
ки – ЛПРИ при переходе крыс из малой камеры в боль-

шую (МК).* – p < 0,05 по отношению к фону
Fig. 1. LPRA dynamics (s) of rats (n = 6) of the control group 
during 42 days after the development of conditioned reflex 
avoidance. Background – the average value for 2–3 LPRA 
days. White columns – LPRA when rats are moving from  
a big to a small chamber (BC), the shaded bars –LPRA when 
rats are moving from a small to a big chamber (SC).* – p < 0.05 

relative to the background

Рис. 2. Динамика величины ЛПРИ (с) у крыс (n = 6) до  
и после 5-минутной гипоксии. Фон – ЛПРИ до гипоксии. 
Стрелкой указана 5-минутная гипоксия (I – ЛПРИ через 15–
20 мин, II – ЛПРИ через 1–1,5 ч). Остальные обозначения 

те же, что на рис. 1
Fig. 2. LPRA dynamics (s) of rats (n = 6) before and in 5 min-
utes of hypoxia. Background – LPRA before hypoxia. Arrow – 
5-minute hypoxia (I – LPRA in 15–20 min, II – LPRA in 

1–1.5 h). Other designations are the same as in Fig. 1
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ным (p < 0,05) увеличением (почти в 20 раз по отношению к фону) ЛП реакции перехода крыс из 
малой камеры в большую. При применении условных раздражителей (включение света и откры-
вание дверцы) во время эксперимента животные дольше задерживались в малой камере (более 
180 с), а иногда и отказывались выходить из нее. ЛПРИ при переходе из большой камеры в ма-
лую также увеличился – от 2,2 ± 0,4 до 4,8 ± 0,8 c (рис. 3, а). 

Наблюдаемый в первые часы после сочетанного воздействия двух экстремальных факторов 
эффект скорее всего являлся проявлением стресса. Причем выраженность нарушений услов- 
но-рефлекторной деятельности через 1–1,5 ч после воздействия ГАМК и 5-минутной гипоксии  
в 4–5 раз превышала сдвиги ЛПРИ при аппликации раствора ГАМК (рис. 3, а, b). 

Спустя 3 сут после применения указанных факторов в сравнении с первым днем наблюдения 
отмечалось некоторое снижение величины ЛП реакции перехода крыс из малой камеры в боль-
шую, которая, однако, в 11,5 раза превышала фоновый уровень. Следует отметить, что при пере-
ходе животных из большой камеры в малую величина ЛПРИ была равна фоновым значениям  
и сохранялась на этом уровне на 7, 14, 21, 28 и 35-е сутки наблюдения, и только к 42-м суткам от-
мечалось превышение ее фонового уровня в 2 раза (рис. 3, а). 

Как представлено на рис. 3, а, на 7-е сутки после применения аппликации ГАМК предше-
ствующей 5-минутной гипоксии, ЛП реакции перехода из малой камеры в большую значительно 
уменьшился по сравнению с таковым на 3-и сутки наблюдения, однако оставался выше фона 
почти в 4 раза. С 14-х по 42-е сутки наблюдения отмечалось постепенное увеличение величины 
ЛПРИ при переходе крыс из малой камеры в большую, что является характерным признаком 
угасания выработанного рефлекса.

Таким образом, предъявление гипоксического стимула или его сочетание с аппликацией 
ГАМК (3 мг/мл) на слизистую оболочку полости носа крыс через 1,5 ч вызывает угнетение ус-
ловной реакции избегания, причем более выраженное (в 4–5 раз, p < 0,05) при сочетанном предъ-
явлении ГАМК и гипоксии, чем при воздействии одной гипоксии.

Величина ЛПРИ у крыс третьей опытной группы до интраназального введения раствора 
ГАМК при переходе из большой камеры в малую составляла в среднем 2,2 ± 0,3 с, а при переходе 
из малой камеры в большую – 4,8 ± 0,6 с (рис. 3, b, фон). 

Показано, что через 15–20 мин после аппликации раствора ГАМК у крыс наблюдалось досто-
верное (p < 0,05) увеличение ЛПРИ (от 2,2 ± 0,3 до 4,1 ± 0,8 с) при переходе из большой камеры  
в малую. Латентный период реакции перехода из малой камеры в большую не изменялся 

Рис. 3. Динамика величины ЛПРИ (с): а – после однократной интраназальной аппликации раствора гамма-амино-
масляной кислоты (ГАМК, 3 мг/мл) и 5-минутной гипоксии (n = 5); b – после однократной интраназальной апплика-
ции раствора ГАМК (3 мг/мл) (n = 5). Фон – ЛПРИ до введения раствора; стрелкой указан момент воздействия 5-ми-
нутной гипоксии и/или введения раствора (I – ЛПРИ через 15–20 мин, II – ЛПРИ через 1–1,5 ч). Остальные обозначе-

ния те же, что на рис. 1
Fig. 3. LPRA dynamics (s): a – after a single intranasal application of gamma amino butyric acid GABA solution (3 mg/ml) 
and in 5 minutes of hypoxia (n = 5); b – after a single intranasal application of the GABA solution (3 mg/ml) (n = 5). 
Background – LPRA prior to the administration of the solution; arrow – the impact in 5 minutes of hypoxia and/or the admin-

istration of the solution (I – LPRA in 15–20 min, II – LPRA in 1–1.5 h). Other designations are the same as in Fig. 1
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(рис. 3, а, b). Спустя 1,5 ч отмечалось 3-кратное (по сравнению с фоном) увеличение ЛП реакции 
перехода как из большой камеры в малую, так и из малой камеры в большую (рис. 3, b, I). 
Необходимо отметить, что величина реакции избегания через 1,5 ч после аппликации ГАМК 
была в 6–7 раз меньше, чем после сочетанного воздействия ГАМК и 5-минутной гипоксии 
(рис. 3, а, b).

На 3-и сутки после аппликации раствора ГАМК величина ЛПРИ у крыс при переходе из 
большой камеры в малую и из малой камеры в большую превышала фоновый уровень в 2 раза 
(рис. 3, b). 

К 7-м суткам ЛПРИ при переходе крыс из малой камеры в большую возрос по отношению  
к фону в 4,2 раза (рис. 3, b). К 14-м и 21-м суткам ЛП реакции перехода из малой камеры в боль-
шую продолжал нарастать и к 35-м суткам наблюдения его значение превышало фон в 7,3 раза 
(рис. 3, b). Следует отметить, что у животных к этому времени отмечалась нестабильность вос-
произведения рефлекса избегания, когда крыса при предъявлении условного сигнала то задер-
живалась в малой камере более 160–180 с, то выбегала из нее за 1,5–2 с. Чаще всего эта законо-
мерность проявлялась при переходе животных из малой камеры в большую. Все это свидетель-
ствует о начале развития процесса угасания выработанного условного рефлекса. 

К концу периода наблюдения (на 42-е сутки) у крыс после аппликации раствора ГАМК вели-
чина ЛПРИ при переходе из малой камеры в большую хотя и оставалась в 6,3 раза выше фона 
(31,1 ± 7,2 с), не достигала критических значений (180 с), как у интактных животных, т. е. услов-
ный рефлекс полностью не угасал. Следовательно, интраназальная аппликация раствора ГАМК 
(3 мг/мл) крысам с выработанным условным рефлексом избегания вызывает замедление (на 2– 
3 недели по сравнению с интактными животными) естественного процесса угасания условного 
рефлекса.

Итак, однократная аппликация 20 мкл ГАМК на слизистую оболочку полости носа крыс при-
водит в первые трое суток после воздействия к некоторой стабилизации реакции избегания по 
сравнению с таковой после сочетанного воздействия ГАМК и 5-минутной гипоксии. 

Поскольку через 7–10 сут после сочетанного воздействия ГАМК и 5-минутной гипоксии кар-
тина угасания условного рефлекса у животных сходна с таковой у крыс контрольной группы, 
можно предположить, что аппликация ГАМК перед воздействием гипоксии способствует вос-
становлению картины естественного угасания условного рефлекса, так как при гипоксии про-
цесс угасания у животных замедлялся.

Заключение. Традиционное применение аналогов ГАМК (например, пероральный прием 
или внутрибрюшинные инъекции) исключает их воздействие на вомероназальный комплекс.  
В ходе исследования установлено, что после однократной интраназальной аппликации раствора 
ГАМК у крыс на 2–3 недели замедляется процесс угасания условного рефлекса, а аппликация 
ГАМК перед применением 5-минутной гипоксии способствует восстановлению естественного 
процесса угасания условного рефлекса.

Так, производные ГАМК – фенибут и его метиловый аналог (при внутрибрюшинном введе-
нии) – в аналогичном тесте статистически значимо улучшают закрепление информации в памя-
ти животных, замедляют угасание памятного следа в динамике, преимущественно через 7, 14  
и 30 сут после выработки рефлекса, что свидетельствует о наличии у данных препаратов ноо-
тропной активности [22]. Это предполагает возможность коррекции процессов запоминания при 
интраназальном применении ГАМК в условиях недостатка кислорода.

Выявленные эффекты целесообразно учитывать при приеме назначенных лекарственных 
средств, содержащих ГАМК, особенно при наличии воспалительных процессов в полостях носа 
и воздухоносных путях, что инициирует естественное развитие гипоксических состояний.
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РЕАЛИЗАЦИЯ ЖИЗНЕННО ВАЖНЫХ ФУНКЦИЙ КРЫС В УСЛОВИЯХ 
РЕОРГАНИЗАЦИИ НЕЙРОННЫХ СЕТЕЙ ГИППОКАМПА МЕЗЕНХИМАЛЬНЫМИ 

СТВОЛОВЫМИ КЛЕТКАМИ

В лаборатории нейрофизиологии Института физиологии НАН Беларуси верифицирована гипотеза о том, что 
один из механизмов нейропластичности при травме мозга проявляется в естественной активации процесса мигра-
ции мезенхимальных стволовых клеток (МСК), отработан протокол получения и культивирования МСК, оценена их 
жизнеспособность, обоснована возможность применения флуоресцирующих маркеров для визуализации процессов 
их миграции, проанализированы неинвазивные пути доставки МСК к местам повреждения.

В экспериментах на крысах-самцах показано, что введение МСК в подслизистое пространство полостей носа 
крыс через 10 мин после унилатеральной деструкции путем аспирации 20 мкл ткани СА1 области гиппокампа со-
провождается восстановлением жизненно важных функций, а также выработанных ранее рефлексов защитного  
и ориентировочного характера в целом на одну неделю раньше, чем у крыс, которым после аналогичных деструкций 
мозга не вводили МСК в подслизистые оболочки полостей носа.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, гиппокамп, защитные рефлексы.

S. G. Pashkevich, D. P. Tokalchik, G. P. Mironova, M. O. Dosina, O. G. Tichonovich, 
Yu. P. Stukach, V. N. Kalyunov
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IMPLEMENTATION OF THE VITAL FUNCTIONS OF RATS AFTER THE REORGANIZATION  
OF THE NEURAL HIPPOCAMPUS CIRCUITRY BY MESENCHYMAL STEM CELLS

At the Laboratory of Neurophysiology of the Institute of Physiology, National Academy of Sciences of Belarus the 
hypothesis was verified that one of the mechanisms of neuroplasticity with brain injury manifests itself in the natural 
activation of the process of migration of mesenchymal stem cells (MSCs). The protocol of obtaining and cultivating MSCs 
culture was worked out, evaluated their viability was evaluated, the possibility of using fluorescent markers for visualization 
of the migration processes was substantiated, the non-invasive ways to deliver MSCs to the injury site were analyzed.

In experiments on male rats it was demonstrated that the administration of mesenchymal stem cells in the sub-mucosal 
space of the nasal cavities of rats in 10 minutes after the unilateral destruction by the aspiration of 20 microlitre of the tissue 
CA1 of the hippocampus region is accompanied by the restoration of the vital functions and the protective and indicative 
reflexes as a whole by one week earlier than in the rats, into which MSCs were not administered after similar destructions of 
the brain in the sub-mucosal membrane of the nasal cavities.

Keywords: mesenchymal stem cells, hippocampus, protective reflexes.

Введение. В живом организме задачу интеграции и координации всех процессов для дости-В живом организме задачу интеграции и координации всех процессов для дости-
жения конечного приспособительного результата выполняют популяции нервных клеток и ней-
ронные сети. В основе восстановления или компенсации нарушенных функций при поврежде-
ниях головного мозга лежат механизмы нейропластичности, реализация которых зависит от 
множества факторов – синаптических, внесинаптических, внецеребральных, внеорганизменных. 
Сравнительно недавно установлено, что нейральные стволовые клетки присутствуют главным 
образом в субвентрикулярной зоне боковых желудочков и в субгранулярной зоне зубчатой из-
вилины гиппокампа. Процесс нейрогенеза в этих зонах происходит постоянно, обеспечивая го-
меостатическую, адаптивную и репаративную регенерацию структур мозга [1, 2]. Интенсивность 
обновления популяции интернейронов обонятельной луковицы и гиппокампа за счет размноже-
ния, миграции и дифференцировки нейральных стволовых клеток герминативных зон высока, 
но зависит от возраста и функциональной активности и изменяется в условиях патологии [3]. 
Известно, что гиппокамп имеет широкую конвергенцию сигналов разных сенсорных модально-
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стей, обладающих новизной, и принимает участие в процессах подавления ответов на сигналы, 
уже зафиксированные в прошлом опыте организма [4]. Кроме того, гиппокамп участвует в меха-
низмах формирования эмоций, пространственной ориентации, а также консолидации памяти [5], 
но восстановление функционирования его нейронных сетей при травме или операционных про-
цедурах посредством активации эндогенных репаративных процессов затруднено [4]. В ходе  
исследований, проведенных в лаборатории нейрофизиологии [6], верифицирована гипотеза о том, 
что один из механизмов нейропластичности при травме мозга проявляется в естественной акти-
вации процесса миграции мезенхимальных стволовых клеток (МСК). Предварительно отрабо-
тан протокол получения и культивирования МСК, оценена их жизнеспособность, обоснована 
возможность применения флуоресцирующих маркеров для визуализации процессов их мигра-
ции [7, 8], проанализированы неинвазивные пути доставки МСК к местам повреждения [8]. 

Цель исследования – проверка гипотезы о возможности восстановления жизненно важных 
функций экспериментальных животных после унилатерального извлечения участка СА1 обла-
сти гиппокампа и интраназального введения в подслизистые полости носа крыс мезенхималь-
ных стволовых клеток.

Материалы и методы исследования. Крыс содержали в стандартных условиях вивария 
(температура воздуха 23 ± 1 °С, вентиляционный режим 30 мин/ч) при свободном доступе к воде 
и пище, 12/12-часовом ритме освещения и темноты. Все манипуляции с животными выполнены 
с учетом рекомендаций Европейской конвенции о гуманном обращении с лабораторными жи-
вотными [9, 10]. В условиях уретан-нембуталового наркоза (40 мг/кг нембутала и 500 мг/кг уре-
тана) выполняли трепанацию черепа (n = 8), согласно координатам атласа головного мозга крыс 
линии Вистар [11] (рис. 1), или извлекали c помощью пипет-дозатора (Transferpette®S, 200 мл) 
участок СА1 области гиппокампа объемом 20 мкл (n = 8).

Через 10 мин крысам с локальным разрушением участков гиппокампа (n = 8) и интактным 
животным (n = 8) в подслизистые оболочки полости носа вводили 50 мкл клеточной суспензии 
(40 тыс. клеток в 50 мкл).

В стерильных условиях операционной, согласно утвержденной Ученым советом Института 
физиологии НАН Беларуси от 26 августа 2010 г. «Методике выделения мезенхимальных стволо-
вых клеток (МСК) из жировой ткани» (протокол № 8), получали постнатальные аллогенные 
МСК. Клеточную суспензию готовили в день проведения операции. Для этого монослой мезен-
химальных клеток снимали с помощью 1 мл раствора трипсина (Sigma, Германия). Флаконы по-

Рис. 1. Схема локализации деструкции в СА1 области гиппокампа
Fig. 1. Diagram of the destruction localization in CA1 of the hippocampus region
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мещали на 3 мин в СО2-инкубатор при температуре 37 °С, после чего клетки центрифугировали 
в течение 10 мин при скорости 1500 об/мин в 5 мл фосфатного буферного раствора (ФБР) с содер-
жанием 10 % фетальной телячьей сыворотки (ФТС, Sigma, Германия). Удаляли супернатант, оса-
док ресуспензировали в 5 мл ФБР и центрифугировали 10 мин при скорости 1500 об/мин. После 
удаления образовавшегося супернатанта клетки окрашивали флуоресцентным красителем 
PKH67 Green Fluorescent Cell Linker (Sigma, Германия) по методике, рекомендованной произво-
дителем. Окрашенные клетки разводили в 0,5 мл ФБР с содержанием 10 % ФТС. 

Поперечные срезы мозга для микроскопического исследования получали на криостате через 
10 сут после интраназального введения клеток. Образцы толщиной 8 мкм размещали на пред-
метном стекле и исследовали с помощью флуоресцентного микроскопа (OPTON ISM 405, West 
Germany, цифровая камера Leica DC 300F) при 16-кратном увеличении (длина волны возбужде-
ния 490 нм, длина волны испускания 502 нм).

Результаты иммуногистохимического анализа оценивали как количественно, так и каче-
ственно. Качественная оценка основана на интенсивности окрашивания цитоплазмы: 0 – окра-
шивание отсутствует, 1 – слабое окрашивание, 2 – окрашивание средней интенсивности, 3 – 
сильное окрашивание. Количественно оценивали процентное содержание окрашенных клеток 
(от 0 до 100 %). Экспрессию CD90 рассчитывали по формуле Hscore (histochemical score – гисто-CD90 рассчитывали по формуле Hscore (histochemical score – гисто-90 рассчитывали по формуле Hscore (histochemical score – гисто-
химический индекс): 1а + 2b + 3с, где а – доля клеток со слабым окрашиванием, %; b – доля кле-
ток с умеренно выраженным окрашиванием, %; с – доля клеток с сильно выраженным окраши-
ванием, %.

Для проведения исследования было сформировано 5 групп: 1) контроль – интактные (n = 8); 
2) имплантация МСК в подслизистые оболочки полости носа (n = 8); 3) унилатеральная трепана-
ция черепа в проекционной зоне травмы гиппокампа (n = 8); 4) унилатеральная деструкция гип-
покампа (n = 8); 5) имплантация МСК в подслизистые оболочки полости носа через 10 мин после 
унилатерального извлечения гиппокампа (n = 8).

Мышечную силу крыс оценивали в тесте «Горизонтальная струна» [12, 13], навигационные 
навыки – в тесте «водный лабиринт Морриса» [14, 15]. Для оценки пассивно-оборонительного 
рефлекса применяли аналгезиметр Hotplate LE 7406 (Stoelting, С�А). Моделью ноцицептивной 
реакции служило тепловое воздействие (t = 55 °С) на конечности животных согласно стандарт-
ной методике [16]. Измерение уровня системного артериального давления (АД) проводили в ре-
гионе хвостовой артерии с помощью компьютеризированного неинвазивного регистратора АД 
для мелких лабораторных животных (PanLab, Испания).

Мониторинг регистрируемых показателей проводили предварительно и на 7, 14, 21 и 28-е 
сутки после манипуляций. Через 10 сут осуществляли контроль миграции стволовых клеток, 
меченных флуоресцирующим маркером. С этой целью у 3 крыс из каждой группы выделяли на 
ледяной бане головной мозг и производили серийные срезы с помощью криостата НМ525 
(Германия). Визуализацию осуществляли с применением флуоресцентного микроскопа.

Статистическую значимость полученных результатов оценивали при помощи критерия 
Манна–Уитни для непараметрических выборок и парного теста Уилкоксона и представляли в 
виде М ± m. Различия считали значимыми при р < 0,05. Для построения графиков использовали 
программу Origin-6.1.

Результаты и их обсуждение. К 7-м суткам после операции только унилатеральное извлече-
ние СА1 области гиппокампа сопровождалось снижением уровня АД на 15 % (p < 0,05, рис. 2, а). 
При этом укорочение латентного периода ноцицептивных рефлексов на 21-е и 28-е сутки реги-
страции (на 27 и 43 % соответственно, p < 0,05, рис. 2, b) свидетельствовало о наличии реоргани-
зации в нейронных сетях головного мозга в период восстановления после травмы и формирова-
нии нового паттерна ответов на термический стимул (рис. 2). Трепанация и инъекции МСК без  
и после предварительного моделирования травмы на регистрируемые показатели значимо не 
влияли.

В исследованиях, проведенных ранее [8], установлено, что в поврежденных участках мозга 
МСК начинают накапливаться через 1 или 24 ч путем периневральной миграции после имплан-
тации в подслизистое пространство полости носа крыс [6, 8]. Через 10 сут у животных второй  
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и пятой групп в обонятельных луковицах и области извлечения гиппокампа оценивали мигра-
цию МСК.

Единичные флуоресцирующие клетки локализовались в лобных долях коры головного мозга 
крыс. Некоторое количество МСК визуализировано в области трепанации (кора больших полу-
шарий). 

На рис. 3 проиллюстрировано расположение МСК клеток в СА1 области гиппокампа. При 
проведении микроскопического исследования максимальное наличие флуоресцирующих клеток 
зафиксировано в области повреждения. Индекс Hscore у животных без операционных вмеша-
тельств составил 125,8 ± 6,1 %, а у особей после унилатерального извлечения СА1 области гип-
покампа – 155,9 ± 3,2 % (p < 0,05). Диффузное распределение МСК в различные отделы головно-
го мозга крыс без повреждений в области гиппокампа послужило обоснованием необходимости 
проведения прецизионной количественной оценки мигрирующих аллогенных МСК (результаты 
будут представлены в дальнейших работах).

Рис. 2. Динамика уровня системного артериального давления (а) и латентный период ноцицептивных рефлексов (b)  
у крыс (1 – трепанация (n = 5); 2 – унилатеральное извлечение СА1 области гиппокампа и последующая инъекция 
мезенхимальных стволовых клеток в подслизистые оболочки полости носа (n = 5); 3 – унилатеральное извлечение 
СА1 области гиппокампа (n = 5); 4 – инъекция мезенхимальных стволовых клеток в подслизистые оболочки полости 

носа (n = 5). * – p < 0,05 по отношению к фоновым показателям группы
Fig. 2. Changes in the level of systemic blood pressure (a) and nociceptive reaction latency (b) in rats (1 – trepanation (n = 5), 
2 – extraction of the unilateral CA1 hippocampus region and the subsequent injection of mesenchymal stem cells in the sub-
mucosal membrane of the nasal cavity (n = 5), 3 – recovery unilateral CA1 hippocampus region (n = 5), 4 – injection of 
mesenchymal stem cells in the sub-mucosal membrane of the nasal cavity (n = 5). * – p < 0.05 with respect to the background 

values of the group

Рис. 3. Визуализация мезенхимальных стволовых клеток, меченных PKH67 (белое свечение), в участке СА1 области 
гиппокампа через 10 сут после их миграции из подслизистых оболочек полостей носа у животных второй (а) и пятой 

(b) экспериментальных групп (по 3 особи в каждой)
Fig. 3. Visualization of mesenchymal stem cells labeled with PKH67 (white light), in the area of the CA1 hippocampus region 
in 10 days after their migration from the nasal sub-mucosa second cavities in animals (a) and the fifth (b) experimental groups 

(3 individuals in each group)
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По сравнению с результатами животных контрольной, а также первой и четвертой экспери-
ментальных групп уменьшение латентного времени удержания на струне отмечалось у живот-
ных второй (на 7-е сутки – на 42 % по отношению к фоновым показателям, p < 0,05) и третьей 
(на 7-е сутки – на 45 %, на 14-е – на 53, на 28-е – на 45 % по отношению к фоновым показателям, 
p < 0,05) групп (рис. 4, а). В данном тесте можно оценивать не только мышечную силу, но и ког-
нитивные функции, в основном при перемещении со струны на борта конструкции. Путем уве-
личения высоты бортов такая возможность нами исключена. У интактных животных выявлено 
достоверное по сравнению с первой регистрацией (15,3 ± 5,7 c) увеличение времени удержания 
на струне: после ежедневного повторения теста в течение 3 сут оно составило 33,2 ± 5,4 c, 
p < 0,05. Оценка данного показателя еженедельно значимых изменений не выявила.

У интактных крыс время достижения платформы по сравнению с первой регистрацией 
(34,7 ± 8,1 с) после ежедневного повторения теста в течение 3 сут сократилось (10,1 ± 2,3 с, 
p < 0,05) и при еженедельной регистрации практически не изменялось. Время достижения плат-
формы (латентный период освобождения в тесте «водный лабиринт Морриса») животными вто-
рой и третьей групп при регистрации на 7-е и 14-е сутки превышало показатели других исследу-
емых особей (рис. 4, b). После деструкции СА1 области гиппокампа наблюдали двукратное уве-
личение регистрируемого показателя, особенно отчетливо проявившееся на 7-е сутки (p < 0,05). 
Увеличение периода нахождения платформы по сравнению с фоном и стабилизацию его повы-
шенного уровня на 14, 21 и 28-е сутки, а также изменение температурной чувствительности  
у этих же животных (рис. 2, b) можно отнести к симптоматическому проявлению инсульта [5, 7]. 
Поскольку до 28-х суток у животных третьей группы так и не зафиксированы прежние достиже-
ния, но успешно стабилизировались результаты при более длительном достижении ими цели, 
можно судить о своеобразном восстановлении навигационных навыков и об изменении взаимо-
действия между участками коры больших полушарий (моторной коры) и лимбической системы. 
Применение МСК через 10 мин после травмы гиппокампа к 28-м суткам сопровождалось опти-
мизацией времени нахождения платформы представителями этой группы крыс по сравнению  
с другими экспериментальными особями. Таким образом, в обоих случаях на интегративном 
уровне проявляются процессы реорганизации самих нейронных сетей в СА1 области гиппокам-
па и их функциональных связей со структурами головного мозга. В дальнейших исследованиях 
целесообразно проверить гипотезу о наличии взаимодействия МСК и «клеток места» (place 
cells) гиппокампа.

Заключение. Введение МСК в подслизистое пространство полостей носа крыс через 10 мин 
после унилатеральной деструкции путем аспирации 20 мкл ткани СА1 области гиппокампа со-
провождается восстановлением жизненно важных функций, а также выработанных ранее реф-
лексов защитного и ориентировочного характера в целом на одну неделю раньше, чем у крыс, 
которым после аналогичных деструкций мозга не вводили МСК в подслизистые оболочки поло-
стей носа.

Рис. 4. Динамика времени фиксации на струне в тесте «Горизонтальная струна» (а) и латентного периода освобожде-
ния в тесте «водный лабиринт Морриса» (b) у крыс. Обозначения, как на рис. 2

Fig. 4. Dynamics of the fixation time on the cord in the test “Horizontal Bar” (a) and release of the latent period in the test 
“Morris water maze” (b) in rats. Symbols as in Fig. 2
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
АНТИТЕЛ К HELICOBACTER PYLORI В РОТОВОЙ ЖИДКОСТИ ПАЦИЕНТОВ  

С ПЕРИИМПЛАНТИТОМ

Изучена эффективность иммунохроматографического теста для определения антител к Helicobacter pylori в ро-
товой жидкости у 274 пациентов с периимплантитом. Все пациенты были разделены на две группы. Первая группа 
включала 248 лиц с остеоинтегрированными имплантатами, вторая группа – 26 пациентов, у которых на основании 
клинической картины и по данным лучевых методов исследования верифицирован диагноз периимплантит. По ре-
зультатам исследования цельной крови положительный тест на Helicobacter pylori был у 8 % лиц первой группы  
и у 85 % пациентов второй группы. В то же время при исследовании ротовой жидкости тест был положителен у 15 % 
лиц первой группы и у 100 % пациентов второй группы. Следовательно, носительство Helicobacter pylori является 
одним из факторов развития периимплантита и должно расцениваться как относительное противопоказание к про-
ведению операции дентальной имплантации. Представленный материал убедительно свидетельствует об эффектив-
ности иммунохроматографического теста для определения антител к Helicobacter pylori в ротовой жидкости у паци-
ентов с периимплантитом.

Ключевые слова: периимплантит, Helicobacter pylori, иммунохроматографический тест, ротовая жидкость.

T. L. Shevela, I. O. Pohodenko-Chudakova

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

IMMUNOASSAY EFFECTIVENESS FOR DETERMINING OF ANTIBODIES TO HELICOBACTER PYLORI  
IN THE ORAL FLUID OF PATIENTS WITH PERIIMPLANTITIS

The aim is to determine the immunoassay effectiveness for determination of antibodies to Helicobacter pylori in the oral 
fluid of patients with periimplantitis.

We examined 274 patients. The first group included 248 patients with osteointegrated implants. The second group of 26 
patients had the diagnosis of the periimplantitis on the basis of clinical data and the radiological methods. A positive test for 
Helicobacter pylori according to whole blood was determined in 8 % of patients of the 1st group and in 85 % of the 2nd group. 
While according to the oral fluid, the test results were positive in 15 % of patients of the 1st group and 100 % patients of the 
2nd group. Consequently, the Helicobacter pylori is one of the factors in the development of periimplantitis and should be 
considered as a relative contraindication to the operation of dental implantation. The presented material confirms the immu-
noassay effectiveness for determination of antibodies to Helicobacter pylori in the oral fluid of patients with periimplantitis.

Keywords: periimplantitis, Helicobacter pylori, immunoassay, oral fluid.

Введение. Эффективное комплексное лечение пациентов после операции дентальной им-
плантации предполагает назначение лекарственных противомикробных средств. Развитие же 
периимплантита после проведенного лечения связано с резистентностью микрофлоры как к ан-
тибиотикам, так и к ее видовым составам [1]. Поскольку известно, что одним из ведущих этиоло-
гических факторов в развитии периимплантита являются микроорганизмы [2], важным пред-
ставляется определение состава микрофлоры в очагах воспаления для выбора оптимального 
противомикробного лечения [3].

На современном этапе применяют методы диагностики, позволяющие установить качествен-
ный и количественный состав микрофлоры. Для последующего целенаправленного назначения 
антибактериальной терапии представляется целесообразным определение видового состава ми-
крофлоры до проведения операции. 

К методам микробиологического исследования относят полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР) и масс-спектрометрию [4]. ПЦР-диагностика дает возможность обнаружить ДНК микро-
организмов, которые не всегда удается культивировать. Данное исследование предполагает трех-
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этапный циклический процесс, в результате которого многократно увеличивается количество 
специфического фрагмента ДНК. Методика осуществляется с применением набора праймеров 
для определения микрофлоры и характеризуется как качественная, но дорогостоящая [5].

Масс-спектрометрия – высокоточная методика, позволяющая установить видовую принадлеж-
ность всех жизнеспособных и культивируемых бактериальных форм. Этот физический метод изме-
рения выполняется с помощью прибора, способного в условиях вакуума разделять находящееся  
в газовой фазе заряженные частицы вещества согласно соотношению их массы и заряда.

В то же время в ряде публикаций полость рта рассматривается как естественный резервуар 
Helicobacter pylori (НР) [6]. При этом указанный микроорганизм представляет собой основную 
причину реинфицирования слизистой оболочки желудка [7]. В других работах подчеркивается 
осложненное течение заболеваний пародонта у НР-инфицированных пациентов [6].

Каждый из методов выявления НР имеет свои преимущества и недостатки, а также отлича-
ется чувствительностью и специфичностью. Многочисленные сравнительные исследования по-
казали, что результаты, полученные с применением различных методов, не всегда идентичны. 
На основании этого пришли к выводу о необходимости одновременного использования двух,  
а иногда и трех методов с целью исключения ложнонегативных или ложнопозитивных показате-
лей [8]. При этом результат следует считать положительным или отрицательным при совпадении 
показателей всех примененных методов исследования. 

При диагностике инфицирования НР у пациентов применяют как инвазивные, так и неинва-
зивные методы. Инвазивный метод связан с забором образца ткани (биопсией) желудка или две-
надцатиперстной кишки и последующим определением уреазы, культивированием или гистоло-
гическим окрашиванием взятого материала. Неинвазивные методы включают тест на мочевину 
в выдыхаемом воздухе, что требует применения дорогостоящего лабораторного оборудования  
и умеренного воздействия радиоактивными изотопами. Кроме того, существуют серологические 
методы, основанные на образовании антител к НР, что строго коррелирует с гистологически 
подтвержденной инфекцией [9]. Недостатком данных методик является отсутствие селективно-
сти в отношении штаммов НР и, как следствие, увеличение вероятности получения ложнополо-
жительных результатов.

В амбулаторной практике применяется диагностический мембранный метод тест-кассеты, 
который является иммунохроматографическим тестом и предназначен для быстрого и каче-
ственного определения антител к НР (цельная кровь/сыворотка/плазма). Метод тест-кассеты яв-
ляется простым, легковоспроизводимым тестом, в котором используется сочетание частиц, по-
крытых антигеном НР, и антител к человеческому IgG для качественного и селективного опреде-
ления антител к НР в цельной крови, сыворотке и плазме.

Согласно данной методике, цельная кровь, забранная из пальца, вступает в реакцию с части-
цами, покрытыми антигеном НР. Далее забранная кровь с этими частицами взаимодействует  
с реагентами, нанесенными на тест-кассету, вызывая капиллярное увлажнение мембраны. 

Полученные данные интерпретируют в соответствии с окрашиванием линий на кассете. 
Положительный результат (образец содержит антитела к НР) характеризуется двумя окрашен-
ными линиями: одной – на участке полоски контроля, другой – на участке тестовой полоски. 
При этом интенсивность окрашенной тестовой полоски может варьироваться в зависимости от 
концентрации антител к НР, присутствующих в пробе. Отрицательный результат определяется, 
если образец не содержит антител к НР, на что указывает наличие одной окрашенной полоски – 
линии контроля. При этом следует подчеркнуть, что, как и применении других диагностических 
тестов, все результаты рассматриваются совместно с остальной клинической информацией.

В ротовой жидкости до настоящего времени идентифицировано 23 вируса. Они выделены  
в образцах указанного биологического субстрата по степени реактивности антител, обнаруже-
нию антигена или выделению нуклеиновой кислоты методом ПЦР-анализа. Это вирусы герпеса, 
гепатита А, В и С, ВИЧ-инфекции, папилломы человека, гриппа и полиомиелита. Помимо виру-
сов в ротовой жидкости определяется 14 бактериальных штаммов, а именно Escherichia coli, 
Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori, Treponema pallidum и множество разновидностей 
стрептококковых [10].
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Цель работы – определить эффективность иммунохроматографического метода выявления 
антител к Helicobacter pylori в ротовой жидкости пациентов с периимплантитом.

Материалы и методы исследования. Материалом исследования на предмет носительства 
НР служила цельная кровь, забранная из пальца, и ротовая жидкость274 пациентов с остеоинте-
грированными имплантатами и лиц с периимплантитом.

Все пациенты были рандомизированно разделены на две группы, сопоставимые по демогра-
фическим, нозологическим показателям. Первая группа включала 248 пациентов с остеоинте-
грированными имплантатами, вторая – 26 лиц, у которых на основании клинической картины  
и по результатам лучевых методов исследования верифицирован диагноз периимплантит. Лица, 
принадлежавшие ко второй клинической группе, предъявляли жалобы на боли при жевании  
в области установленных имплантатов, подвижность последних. При осмотре полости рта в зоне 
развития воспалительно-деструктивного осложнения отмечали отек, кровоточивость при зонди-
ровании десневой манжетки, присутствие отделяемого из кармана, наличие свища на слизистой 
оболочке десны, подвижность имплантата. Результаты лучевых методов исследования указыва-
ли на снижение горизонтального уровня костной ткани в области имплантата, наличие верти-
кальных дефектов кости. 

После верификации диагноза все дезинтегрированные дентальные имплантаты удаляли.
Для определения антител к НР в ротовой жидкости пациентов обеих групп использовали 

диагностический иммунохроматографический мембранный метод тест-кассеты в соответствии 
с предложенным авторами способом. Для этого утром, натощак, не ранее чем через 30 мин после 
чистки зубов осуществляли забор ротовой жидкости (путем ее сплевывания) в стерильные про-
бирки. Затем исследуемый биологический материал наносили на тест-кассету при помощи пи-
петки, после чего происходило капиллярное увлажнение мембраны. Результат оценивали через 
10 мин. Наличие антител к НР, определяемое по окрашиванию двух линий на кассете, указывало 
на положительный результат. Если в исследуемом материале антитела к НР отсутствовали (на-
личие одной окрашенной полоски), результат считали отрицательным.

Результаты и их обсуждение. При сравнении полученных результатов анализа цельной кро-
ви у пациентов двух групп констатировали следующее. Положительный результат (образец со-
держал антитела к НР) в первой группе констатировали у 19 (8 %) пациентов, во второй группе −  
у 22 (85 %). При этом интенсивность окрашенной тестовой полоски варьировалась в зависимости 
от концентрации антител к НР, присутствующих в пробе. Отрицательный результат в первой 
группе был констатирован в 92 % наблюдений, а во второй группе − только в 8 %. 

Анализ результатов ротовой жидкости выявил содержание антител к НР у 37 (15 %) пациен-
тов первой группы и у 26 (100 %) лиц второй группы. 

Полученные результаты дают основание считать, что определенную роль в развитии пери-
имплантита в организме пациентов играет присутствие НР. 

Известно, что развитие инфекционного процесса в костной ткани, непосредственно прилежа-
щей к дентальному имплантату, является одной из основных причин дезинтеграции, а затем  
и удаления последнего. При этом важной задачей является установление причины развития вос-
палительно-деструктивных изменений в тканях, непосредственно прилежащих к дентальному 
имплантату. Успешное решение данной задачи способствует не только своевременному купиро-
ванию воспалительно-деструктивного процесса, но во многом определяет возможность дальней-
шего функционирования дентального имплантата в заинтересованной зоне. В то же время суще-
ствует точка зрения, что периимплантит вызывает определенная микрофлора, в том числе при-
сутствующая в полости рта в норме [11]. Однако в специальной отечественной и зарубежной 
литературе работы, посвященные исследованиям данной направленности, единичны, а их дан-
ные весьма противоречивы. В связи с этим полученные новые данные имеют не только фунда-
ментальное, но и выраженное прикладное значение и определенным образом восполняют суще-
ствующий пробел в знаниях по данному вопросу. Кроме того, они могут представлять один из 
ключевых моментов для успешного решения задач по прогнозированию, профилактике и лече-
нию воспалительно-деструктивных осложнений после дентальной имплантации.

Следовательно, носительство НР является одним из факторов развития периимплантита  
и должно расцениваться как относительное противопоказание к проведению операции денталь-
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ной имплантации. Указанная клиническая ситуация может быть скорректирована при помощи 
этиотропной противомикробной терапии, что позволит предупредить развитие осложнений  
в послеоперационном периоде.

Заключение. Представленный материал убедительно свидетельствует об эффективности 
иммунохроматографического теста для определения антител к Helicobacter pylori в ротовой 
жидкости у пациентов с периимплантитом.
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ОСОБЕННОСТИ ОРГАНЕЛЛОГЕНЕЗА В НЕЙРОНАХ КОРЫ МОЗГА КРЫС 
ПОСЛЕ ПРЕНАТАЛЬНОЙ АЛКОГОЛИЗАЦИИ

Пренатальная алкоголизация сопровождается нарушениями развития органелл внутренних пирамидных нейро-
нов фронтальной коры в постнатальном онтогенезе, что соответствует структурным и гистохимическим дефектам, 
обнаруживаемым на светооптическом уровне. Выявленные нарушения органеллогенеза пирамидных нейронов коры 
мозга предположительно являются основой неврологических и поведенческих нарушений у животных после прена-
тальной алкоголизации.

Ключевые слова: пренатальная алкоголизация, органеллогенез, пирамидные нейроны.

E. I. Bon, S. M. Zimatkin

Grodno State Medical University, Grodno, Republic of Belarus

ORGANELLOGENESIS FEATURES IN THE NEURONS OF THE CEREBRAL CORTEX OF RATS 
AFTER PRENATAL ALCOHOLIZATION

The prenatal alcoholization has resulted in significant qualitative and quantitative disorders of organelles in the internal 
pyramidal neurons in the frontal cortex during postnatal ontogenesis, which corresponds to the structural and histochemical 
defects to be identified at the light-optical level. The revealed disorders of organellogenesis in the pyramidal neurons of the 
cerebral cortex may underlie the known irreversible neurological and behavioral disturbances in animals after prenatal 
alcoholization. 

Keywords: prenatal alcoholization, organellogenesis, pyramidal neurons.

Введение. Пренатальная алкоголизация сопровождается развитием ряда специфических на-
рушений в организме плода, объединяемых в понятие «фетальный алкогольный синдром» 
(ФАС), входящий в «спектр нарушений плода, вызванных алкоголем» (fetal alcohol spectrum di- 
sorders, FASD) [1, 2]. Согласно сведениям литературы, кора головного мозга особенно чувстви-, FASD) [1, 2]. Согласно сведениям литературы, кора головного мозга особенно чувстви-
тельна к пренатальному воздействию этанола, поскольку это воздействие сопровождается уменьше-
нием числа и размеров пирамидных нейронов в коре мозга у животных, снижением в них содер-
жания белка и недоразвитием цитоплазмы [3–5]. В проведенных ранее исследованиях на свето-
оптическом уровне показано, что в коре мозга крысы происходит снижение относительного 
количества нейронов 5-го слоя коры, остановка их роста и сморщивание, что сопровождается 
истончением коры [5, 6]. Вместе с тем представляло интерес выяснить особенности формирова-
ния органелл в нейронах мозга в постнатальном онтогенезе после пренатальной алкоголизации  
с использованием ультраструктурной морфометрии и количественной гистохимии. 

Цель настоящей работы – количественная ультраструктурная и гистохимическая оценка 
постнатального органеллогенеза во внутренних пирамидных нейронах фронтальной коры го-
ловного мозга крысы после пренатальной алкоголизации. 

Материалы и методы исследования. Исследования выполнены на самках беспородных бе-
лых крыс с начальной массой 230 ± 20 г и их потомстве. Все опыты проведены с учетом «правил 
проведения работ с использованием экспериментальных животных» [7]. На данное исследова-
ние получено разрешение комитета по биомедицинской этике Гродненского государственного 
медицинского университета (протокол № 1 от 11.03.2014). Животные находились на стандартном 
рационе питания. Крысы опытной группы на протяжении всей беременности (от дня обнаруже-
ния сперматозоидов во влагалищных мазках до родов) получали 15 %-ный раствор этанола в ка-
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честве единственного источника питья, а животные контрольной группы – эквиобъемное коли-
чество воды. Среднее потребление алкоголя беременными самками составляло 4 ± 2 г/кг/сут. 
Забой крысят осуществляли на 5, 20 и 45-е сутки после рождения. Расположение фронтальной 
коры в гистологических препаратах головного мозга крыс определяли с помощью стереотакси-
ческого атласа [8]. После декапитации быстро извлекали головной мозг, кусочки переднего от-
дела коры больших полушарий фиксировали в жидкости Карнуа. Серийные парафиновые срезы 
окрашивали 0,1 %-ным толуидиновым синим по методу Ниссля и на выявление рибонуклеопро-
теинов (РНП) по Эйнарсону или замораживали в жидком азоте для определения активности 
ферментов: сукцинатдегидрогеназы (СДГ), НАДН-дегидрогеназы (НАДН-ДГ) и кислой фосфа-
тазы (КФ). Изучение гистологических препаратов, их микрофотографирование, морфометрию и 
денситометрию осадка хромогена в гистологических препаратах проводили с помощью микро-
скопа Axioscop 2 plus (Zeiss, Германия), цифровой видеокамеры (LeicaDFC 320, Германия) и про-Axioscop 2 plus (Zeiss, Германия), цифровой видеокамеры (LeicaDFC 320, Германия) и про- 2 plus (Zeiss, Германия), цифровой видеокамеры (LeicaDFC 320, Германия) и про-plus (Zeiss, Германия), цифровой видеокамеры (LeicaDFC 320, Германия) и про- (Zeiss, Германия), цифровой видеокамеры (LeicaDFC 320, Германия) и про-Zeiss, Германия), цифровой видеокамеры (LeicaDFC 320, Германия) и про-, Германия), цифровой видеокамеры (LeicaDFC 320, Германия) и про-LeicaDFC 320, Германия) и про- 320, Германия) и про-
граммы анализа изображения ImageWarp (Bitflow, С�А). 

Для электронно-микроскопического исследования вырезали нужные участки коры и поме-
щали их в 1 %-ный осмиевый фиксатор на буфере Миллонига (рН = 7,4) на 2 ч при температуре 
+4 ºС. Далее их промывали в смеси буфера Миллонига (20 мл) и сахарозы (900 мг), обезвожива-
ли в спиртах возрастающей концентрации, смеси спирта и ацетона и ацетоне, проводили через 
смесь смол (аралдит М + аралдит Н + дибутилфталат + ДМР-30) и ацетона и заключали в зали-
вочную смесь смол. Срезы изготавливали на ультрамикротоме МТ-7000 (RMC, С�А), собирали 
на опорные сеточки, контрастировали ацетатом урана и цитратом свинца. Полученные препара-
ты изучали с помощью электронного микроскопа JEM-1011 (JEOL, Япония) и фотографировали 
цифровой камерой Olympus Mega View III (OlympusSoftImagingSolutions, Германия). Ультраструк-
турную морфометрию проводили с помощью программы анализа изображения ImageWarp 
(Bitfl ow, С�А), обводя курсором на мониторе компьютера митохондрии, лизосомы, грануляр-Bitflow, С�А), обводя курсором на мониторе компьютера митохондрии, лизосомы, грануляр-, С�А), обводя курсором на мониторе компьютера митохондрии, лизосомы, грануляр-
ную эндоплазматическую сеть, комплекс Гольджи и рибосомы, оценивая их количество, разме-
ры и форму.

Полученные средние цифровые данные по каждому животному анализировали методами 
непараметрической статистики с помощью программы Statistica 6.0 для Windows (StatSoft, Inc., 
С�А). В описательной статистике для каждого показателя определяли значения медианы (Ме), 
границы процентилей (от 25-го до 75-го) и интерквартильного диапазона (IQR). Количественные 
результаты представлены в виде медианы (Me (LQ; UQ), где LQ – верхняя граница нижнего 
квартиля, UQ – нижняя граница верхнего квартиля). Достоверными считали различия между 
сроками постнатального развития при значениях р < 0,05 (Mann–Whitney U-test).

Результаты и их обсуждение. Установлено, что у крысят, подвергавшихся антенатальной 
алкоголизации, количества митохондрий на единицу площади цитоплазмы на 20-е и 45-е сутки 
значительно меньше, чем в контроле. При этом митохондрии по размерам не отличались от 
контроля, но становились более сферичными и менее вытянутыми, а количество и длина крист 
на 1 мкм2 митохондрий были ниже на 20-е и особенно на 45-е сутки после рождения (см. рисунок, 
табл. 1). В цитоплазме этих нейронов на 20-е и 45-е сутки после рождения активность маркерных 
ферментов митохондрий СДГ НАДН-ДГ также была значительно ниже таковой в контрольной 
группе (табл. 2).

Общее количество рибосом на единицу площади цитоплазмы нейронов и содержание РНП  
в цитоплазме животных, подвергавшихся антенатальной алкоголизации, было несколько выше, 
чем в контроле (табл. 1, 2). На 5-е сутки после рождения в цитоплазме нейронов как контрольных, 
так и опытных животных преобладают свободные рибосомы (87,5 % от их количества). Затем их 
количество в цитоплазме нейронов контрольных крыс постепенно снижается и в них прогрес-
сивно возрастает количество связанных с гранулярной эндоплазматической сетью (ГрЭС) рибо-
сом. У пренатально алкоголизированных крыс относительное количество свободных рибосом 
прогрессивно нарастает, а связанных снижается, на 45-е сутки становясь в 5 раз меньше; при 
этом соотношение свободных и связанных рибосом у них в 10 раз меньше, чем у контрольных 
животных. На 45-е сутки после рождения в опытной группе происходило значительное снижение 
протяженности цистерн ГрЭС на единицу площади цитоплазмы и их расширение (см. рисунок, 
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табл. 1). В этот же срок у опытных животных значительно расширяются и цистерны комплекса 
Гольджи (см. рисунок, табл. 1). 

Относительное количество лизосом на единицу площади цитоплазмы и их размеры у пре-
натально алкоголизированных крыс зна чительно увеличены начиная с 20-х суток постна-
тального развития (см. рисунок, табл. 1). Сходным образом в цитоплазме нейронов опытных 
крыс повышена и активность маркерного фермента лизосом КФ (табл. 2). 

Таким образом, пренатальная алкоголизация сопровождается качественными и количествен-
ными нарушениями развития органелл внутренних пирамидных нейронов фронтальной коры  
в постнатальном онтогенезе. Так, происходит снижение относительного числа митохондрий, ко-
личества и длины их крист, что сопровождается снижением в цитоплазме этих нейронов актив-
ности маркерных ферментов митохондрий СДГ (фермента аэробного окисления углеводов в цикле 
Кребса) и НАДН-ДГ (митохондриального фермента, участвующего в переносе электронов и являю-
щегося важным связующим звеном между конечными продуктами распада углеродного скелета 
и дыхательной цепью). Это свидетельствует о прогрессирующем ослаблении функциональной 

Органеллы нейронов внутреннего пирамидного слоя фронтальной коры крыс на 45-е сутки постнатального разви-
тия: а, b – митохондрии; c, d – ГрЭС; e, f  – лизосомы (слева – контроль, справа – алкоголь). Электронограмма.  ×50 000 
Neurons organelles of the inner pyramidal layer of the frontal cortex of rats on the 45th day of postnatal development: a, b – 

mitochondria; c, d – RER; e, f – lysosomes (on the left – control, on the right – alcohol). Theelectronogram. × 50 000
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активности митохондрий и энергетического обеспечения нейронов коры мозга крыс, перенес-
ших пренатальную алкоголизацию.

Прогрессирующее нарастание относительного числа свободных рибосом и уменьшение чис-
ла связанных рибосом в нейронах опытной группы свидетельствует о преобладании биосинтеза 
белка для интрамуральных потребностей нейронов, необходимого для повышенного обновле-
ния поврежденных органелл и выживания нейронов в неблагоприятных условиях. Однако из-за 
сниженного синтеза белка на экспорт и его транспорта в терминали участие этих нейронов в де-
ятельности коры мозга, по-видимому, будет уменьшаться. Относительное количество лизосом 
на единицу площади цитоплазмы и их размеры увеличиваются в нейронах пренатально 
алкоголизированных крыс, что коррелирует с повышенной активностью в их цитоплазме мар-мар-
керного фермента лизосом КФ и отражает нарастание процессов аутофагии в этих нейронах. 

Заключение. Таким образом, пренатальная алкоголизация сопровождается прогрессирую-
щим нарушением органеллогенеза в нейронах фронтальной коры мозга крыс, развитием струк-
турных и гистохимических дефектов, выявляемых на светооптическом уровне и лежащих в ос-
нове известных нарушений функционирования мозга у таких животных. 

Т а б л и ц а 2. Активность ферментов и содержание РНП в цитоплазме нейронов  
5-го слоя фронтальной коры мозга крыс, ед. опт. плотн. (Me (LQ; UQ))

T a b l e 2. Ferment activity and the RNP content in the cytoplasma of the neurons  
of the 5th layer of the frontal cortex of rats, optical density units (Me (LQ; UQ))

Группа 5-е сутки 20-е сутки 45-е сутки

Активность СДГ
Контроль – 0,14 (0,12; 0,16) 0,17 (0,16; 0,174)
Алкоголь – 0,11 (0,1; 0,113)* 0,12 (0,116; 0,13)*

Активность НАДНДГ
Контроль 0,156 (0,15; 0,17) 0,2 (0,2; 0,23) 0,24 (0,23; 0,26)
Алкоголь 0,16 (0,15; 0,17) 0,18 (0,17; 0,18)* 0,181 (0,18; 0,85)*

Содержание РНП
Контроль 0,2 (0,18; 0,22) 0,14 (0,13; 0,15) 0,19(0,18; 0,2)
Алкоголь 0,26 (0,2; 0,28)* 0,16 (0,145; 0,165) 0,2(0,19; 0,21)

Активность кислой фосфатазы
Контроль – 0,24 (0,22; 0,28) 0,23 (0,22; 0,236)
Алкоголь – 0,35 (0,34; 0,37)* 0,35 (0,34; 0,354)*

П р и м е ч а н и е. Активность фермента не определяется (ниже уровня чувстви-
тельности метода), * – р < 0,05 по сравнению с контролем.
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