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Введение. Многочисленные исследования патологических эффектов тяжелых металлов проведены на 
половозрелых экспериментальных животных. Цель работы – изучить маркеры пролиферации и апоп-
тоза в слизистой оболочке тонкой кишки крыс Вистар препубертатного возраста при изолированном 
и сочетанном воздействии кадмия (Cd) и свинца (Pb) в субтоксичных дозах.
Материалы и методы. Проведено иммуногистохимическое (Ki67 и p53) исследование образцов тонкой 
кишки 40 самцов крыс Вистар в возрасте 4 недель при изолированном либо сочетанном воздействии 
per os субтоксичных доз кадмия и/или свинца в течение 21 суток.
Результаты. На парафиновых срезах в эпителии тонкой кишки выявлено статистически значимое воз-
растание экспрессии Ki67 при сочетанном воздействии тяжелых металлов относительно контрольной 
группы и групп с изолированным воздействием кадмия и свинца. Экспрессия маркера р53 в эпителии 
крипт и ворсинок тонкой кишки возрастала в опытных группах по сравнению с контрольной с наи-
большими показателями при сочетанном воздействии кадмия и свинца. Выявлено статистически 
значимое уменьшение количества бокаловидных клеток в опытных группах по сравнению с конт-
рольной, наименьшее – при моновоздействии свинца.
Заключение. Токсичные металлы кадмий и свинец индуцировали пролиферативную активность эпи-
телиоцитов слизистой оболочки тонкой кишки, увеличение экспрессии маркера р53 и уменьшение 
количества бокаловидных клеток. 
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Immunohistochemical study of the effects of heavy metals on the intestinal mucosa  
in prepubertal rats 
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Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russia

Introduction. Numerous studies of pathological effects of heavy metals were mostly carried out on adult 
experimental animals. The aim of this work was to evaluate the markers of proliferation and apoptosis in the 
mucosa of the small intestine in Wistar prepubertal rats under isolated and combined exposure to cadmium 
and lead at subtoxic doses. 
Materials and methods. We used immunohistochemistry to study Ki67 and p53 expression in the mucosa 
of the small intestine in 40 male Wistar prepubertal rats aged 4 weeks, the animals having been exposed to 
isolated or combined per os subtoxic cadmium and/or lead doses for 21 days.
Results. In paraffin sections, we observed a significant increase in Ki67 expression in the epithelium of the 
small intestine in the group of combined exposure to heavy metals compared to Ki67 expression in the control 
group and other groups with isolated exposure to cadmium or lead. p53 expression in the epithelium of the 
small intestinal crypts and villi grew in the experimental groups compared to that in the control group, the 
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Введение
Сочетанное воздействие токсичных металлов – 

кадмия (Cd) и свинца (Pb), накапливающихся в про-
мышленных зонах и крупных городах, приводит к 
ухудшению здоровья взрослого и детского населения 
с поражением внутренних органов, в первую очередь 
печени и почек, а также других органов и систем [1]. 
Так, у детей повышен риск развития альбуминурии 
и нарушения скорости клубочковой фильтрации [2]. 
В эксперименте изолированное воздействие тяжелых 
металлов в субтоксичных дозах влечет за собой небла-
гоприятные последствия для всего организма вне за-
висимости от путей инкорпорации поллютантов [3, 4]. 

Слизистая оболочка кишечника является входными 
воротами для многих ксенобиотиков, оказывающих 
прямое и опосредованное через кишечную микробио-
ту воздействие на эпителий, специализированный на 
пищеварении и всасывании [5, 6]. Кадмий при введении 
per os вызывает повреждение слизистой оболочки ки-
шечника из-за воспалительного ответа и дезинтеграции 
плотных контактов эпителиоцитов, ведущих к усилению 
проницаемости эпителиального барьера для макромо-
лекул и микроорганизмов [7]. Свинец также может на-
рушать эпителиальный барьер кишки и способствовать 
альтерации слизистой оболочки, благодаря чему в энте-
ропеченочную циркуляцию легко попадают различные 
лиганды, воспалительные цитокины, а также микробные 
метаболиты, такие как желчные кислоты и короткоцепо-
чечные жирные кислоты, вызывающие, в свою очередь, 
системное поражение организма [8, 9]. В современной 
экологической ситуации избежать вредных выбросов с 
тяжелыми металлами невозможно, поэтому актуальны 
вопросы снижения дозовой нагрузки и оздоровления на-
селения (например, использование кишечных сорбентов, 
пробиотиков и т.п.) [7, 10], что требует более глубокого 
исследования негативных эффектов так называемых 
субтоксичных количеств поллютантов. 

По данным исследования влияния сульфата кадмия 
на углеводный обмен 3-, 6- и 18-месячных крыс было 
установлено повышение концентрации глюкозы и мар-

керов гликолиза в крови животных всех возрастных 
групп, но наиболее высокие у 3-месячных животных. 
Сделан вывод, что организм 3-месячных крыс более 
чувствителен к токсическому воздействию кадмия [11]. 
Исследование с помощью электронной микроскопии 
печени препубертантных крыс в условиях 3-недельного 
воздействия субтоксичных доз кадмия позволило нам 
выявить у животных опытной группы определенный 
баланс между альтеративными изменениями гепато-
цитов токсического генеза и стереотипными компен-
саторными процессами [12]. 

Многочисленные исследования патологических 
эффектов тяжелых металлов проведены на полово-
зрелых экспериментальных животных. Наиболее уни-
версальными и широко применяемыми на различных 
моделях и в клинике являются маркеры пролиферации 
(Ki67) и апоптоза/повреждения ДНК (p53). Изменение 
количества слизепродуцирующих клеток может быть 
косвенным маркером нарушений дифференцировки 
кишечного эпителия. Целью нашей работы было ис-
следовать иммуногистохимические (ИГХ) маркеры 
пролиферации и апоптоза в слизистой оболочке тонкой 
кишки крыс-самцов Вистар препубертатного возраста 
при изолированном и сочетанном воздействии кадмия 
и свинца в субтоксичных дозах. 

Материалы и методы 
Крысы-самцы Вистар препубертатного возраста 

(по 10 особей в группе) в возрасте 4 недель в стан-
дартных условиях вивария per os в течение 21 суток 
получали раствор 3CdSO4·8H2O – 0,5 мг/кг (2-я группа), 
Pb(CH3COO)2·3H2O – 10 мг/кг массы тела (3-я груп-
па) либо сочетание указанных растворов (4-я группа). 
Конт рольная (1-я) группа (10 крыс) получала анало-
гичный корм и воду ad libitum без тяжелых металлов. 
Работу с животными выполняли в соответствии с Евро-
пейской конвенцией о защите позвоночных животных 
(Страсбург, 1986); из эксперимента их выводили путем 
декапитации под эфирным наркозом. Исследование 
одобрено комитетом по этике Новосибирского госу-

highest indices being in the combined exposure group. The number of epithelial goblet cells significantly 
decreased in all experimental groups compared to that in the control group, the smallest number of goblet 
cells being observed in isolated exposure to lead compared to that in all other groups.
Conclusion. Heavy toxic metals cadmium and lead induced the proliferative activity of epithelial cells in the 
small intestinal mucosa combined with an increased p53 expression and reduced number of epithelial goblet cells.
Keywords: small intestinal mucosa, prepubertal rats, cadmium, lead, proliferation, apoptosis, immunohis-
tochemistry
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дарственного медицинского университета (протокол 
№ 135 от 20.05.2021).

Образцы стенки тонкой кишки, иссеченные на рас-
стоянии 1 см от двенадцатиперстной кишки, фиксиро-
вали в забуференном формалине, после стандартной 
гистологической проводки заливали в гистомикс. Пара-
финовые срезы толщиной 5 мкм окрашивали гематокси-
лином и эозином. Для иммуногистохимического иссле-
дования применяли первичные антитела к Ki67 и p53, 
готовые к использованию (ThermoScientific, США) по 
инструкции производителя. DAB-позитивные ядра 
клеток эпителия и стромы слизистой оболочки подсчи-
тывали при ×630 (по 50–60 изображений на группу) с 
помощью микроскопа Axio Scope.A1 (Zeiss, Германия). 

Статистический анализ выполняли при помощи про-
граммных пакетов Excel MS Office-2016 и SPSS 22.0. 
Полученные выборки проверяли на нормальность рас-
пределения по результатам применения критериев Ша-
пиро–Уилка и Колмогорова–Смирнова [13]. В случае 
нормального распределения признака данные пред-
ставлены как среднее (М) и среднеквадратическое от-
клонение (SD); сравнения проводили с использованием 
t-критерия Стьюдента для непарных выборок. В случае 
негауссового распределения параметров использовали 
U-критерий Манна–Уитни с поправкой Бонферрони. 
Описательные данные для количественных признаков 
представлены в виде медианы (Ме), межквартильно-
го интервала (Q1, Q3 – 25-й, 75-й перцентили), ми-
нимальный (Min) и максимальные (Max) показатели 
в выборке. Критический уровень значимости составил 
0,05 [14, 15].

Результаты и обсуждение 
В ходе эксперимента животные не погибали и при 

визуальном осмотре не имели признаков патологи-
ческих изменений, за исключением незначительной 
влажности и комковатости шерстного покрова. По 
окончании эксперимента все крысята опытных групп 
по массе тела не отличались от сверстников контроль-
ной группы (табл.).

При гистологическом исследовании парафиновых 
срезов тонкой кишки выраженные патологические из-

менения не отмечены, однако обращала на себя вни-
мание гиперплазия лимфоидных клеток в 3-й и 4-й 
группах: многочисленные мононуклеарные клетки 
инфильтрировали собственную пластинку слизистой 
оболочки и формировали крупные лимфоидные узелки 
без герминативных центров. 

Ki67 – ядерный маркер, хорошо экспрессируемый 
в пролиферирующих опухолевых и неопухолевых 
клетках, численная оценка которого заменила подсчет 
митозов при диагностике патологических процессов, а 
также при стандартизации гистологических исследова-
ний [16]. Во время митоза Ki67 необходим для форми-
рования перихромосомного слоя на конденсированных 
хромосомах для предотвращения их агрегации; в ин-
терфазе Ki67 транслоцируется в маргинальный гете-
рохроматин – на периферию ядра, а также определяется 
в структуре ядрышек [17].

В контрольной и опытных группах крыс препу-
бертатного возраста эпителиоциты с меченными Ki67 
ядрами локализовались преимущественно на боковых 
поверхностях и отчасти на дне крипт (рис. 1). 

В эпителии крипт как изолированное, так и соче-
танное воздействие кадмия и свинца привело к стати-
стически значимому возрастанию экспрессии маркера 
пролиферации по сравнению с контрольной группой 
и при сравнении всех групп между собой. Так, ис-
следование структурных изменений ободочной киш-
ки у мышей-самцов при холодовом стрессе выявило 
увеличение длины крипт [18], что свидетельствует об 
усилении пролиферативной активности. В нашем ис-
следовании показатель 3-й группы с моновоздействием 
свинца был статистически значимо меньше показателя 
2-й группы с моновоздействием кадмия (рис. 2). 

Для клеток стромы крипт статистически значимые 
отличия выявлены лишь для 4-й группы, то есть соче-
танное воздействие кадмия и свинца способствовало 
пролиферативной активности клеточных элементов 
рыхлой соединительной ткани (рис. 3).

В эпителии ворсинок тонкой кишки экспрессия мар-
кера Ki67 была почти в 10 раз меньше, чем в криптах. 
Показатель DAB-позитивных ядер колебался около 
нуля в контрольной группе, статистически значимо был 

Таблица | Table
Динамика изменения массы экспериментальных животных | 

Weight changes over time in experimental animals

Возраст животных |  
The age of animals

Масса тела животного, г | Animal body mass, g 
M (SD)

Контроль | Control Cd Pb Cd + Pb

В начале эксперимента  
(4 недели) |  In the beginning of the 
experiment (4 weeks)

81,31±3,92 84,90±4,33
p=0,052

79,21±6,27
p=0,573

82,12±5,04
p=0,571

В конце эксперимента (7 недель) | 
In the end of the experiment (7 weeks)

152,61±5,06 147,80±5,22
p=0,054

149,10±3,21
p=0,151

150,51±5,28
p=0,241

Прирост массы тела, % |  
Increase in body mass, %

187,70 174,09 188,26 169,10
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повышен во 2-й и 3-й группах, и наибольшие значения 
характеризовали 4-ю группу с сочетанным воздействи-
ем тяжелых металлов, с максимальным количеством 
меченых ядер (рис. 4). Аналогичные изменения вы-
явлены в показателях мечения стромальных клеток 
ворсинок (рис. 5). 

Таким образом, в условиях субтоксичного воздей-
ствия тяжелых металлов кадмия и свинца ИГХ исследо-
вание экспрессии Ki67 в эпителии и строме тонкой киш-
ки животных в возрасте 7 недель выявило статистически 
значимое возрастание пролиферативной активности кле-
точных элементов слизистой оболочки при сочетанном 

 Contr Cd Pb Cd + Pb
Крипты | Crypts

Ki67
 
 
 
 
 
p53

Ki67

p53

Ворсины | Villi

Рис. 1. Сравнительное иммуногистохимическое исследование экспрессии маркеров Ki67 и р53 в слизистой оболочке тонкой 
кишки препубертатных крыс в условиях изолированного и сочетанного субтоксичного воздействия кадмия (Cd) и свинца 
(Pb). Докраска ядер гематоксилином Майера, ×630

Fig. 1. Comparative immunohistochemical study of Ki67 and р53 expression in the small intestinal mucosa in prepubertal rats exposed 
to the isolated and combined subtoxic doses of cadmium (Cd) and lead (Pb). Additional staining of the nuclei with Mayer’s 
hematoxylin, ×630
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Рис. 2. Экспрессия маркера Ki67 в эпителии крипт тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца

Fig. 2. Ki67 expression in the crypt epithelium in the small 
intestine in animals under isolated and combined exposure  
to cadmium and lead
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Рис. 3. Экспрессия маркера Ki67 в строме крипт тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца

Fig. 3. Ki67 expression in the crypt stroma in the small intestine 
under isolated and combined exposure to cadmium and 
lead
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воздействии относительно контрольной группы и групп 
с изолированным воздействием и кадмия, и свинца. При 
изолированном воздействии каждого из токсинов экс-
прессия маркера Ki67 в эпителии и строме также воз-
растала относительно контрольной группы (за исключе-
нием показателя стромальных клеток крипт). 

Белок р53 функционирует как транскрипционный 
фактор, вовлеченный в управление клеточным циклом, 
репарацию ДНК, апоптоз и клеточный стресс. Одна-
ко помимо участия в блокировании клеточного роста 
и в механизме клеточной гибели путем апоптоза акти-
вация p53 задействована в модулировании клеточного 
старения и старения организма как целого. Ген р53 спо-
собствует подавлению роста опухолей через регули-
рование роста и старения клеток, что определяется не 
только его экспрессией, но и клеточной биологией [19]. 
Ген белка р53, известный уже более 40 лет, – наиболее 
часто мутирующий ген во всех типах опухолей, име-
ющий и проонкогенную, и супрессорную активность, 
что установлено с помощью антител к его различным 
изоформам [20].

В нашем эксперименте при исследовании экспрес-
сии белка p53 выявлены однонаправленные изменения 
лишь для эпителиальных клеток крипт и ворсинок: ко-
личество меченых ядер возрастало от 1-й к 4-й группе 
с разными показателями статистической значимости, 
при этом в 4-й группе и в криптах, и в ворсинках абсо-
лютное количество DAB-позитивных ядер было наи-
большим (рис. 6 и 7). 

Экспрессирующие маркер р53 клетки стромы были 
немногочисленны во всех группах, при этом обращает 
на себя внимание уменьшение количества меченых кле-

ток в криптах при моновоздействии кадмия (рис. 8), а 
также статистически значимое возрастание экспрессии 
в ворсинках при моновоздействии свинца (рис. 9). Тем 
не менее, по данным [21], цитрат свинца не оказывал 
проапоптотического эффекта на культуру фиброблас-
тов легких человека.

Таким образом, экспрессия маркера р53 в эпителии 
крипт и ворсинок тонкой кишки возрастала в опытных 
группах относительно контрольной с наибольшими по-
казателями при сочетанном воздействии кадмия и свин-
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Рис. 4. Экспрессия маркера Ki67 в эпителии ворсинок тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца. 

 p – отличие от группы контроля; p1 – отличие  
от 2-й группы; p2 – отличие от 3-й группы

Fig. 4. Ki67 expression in the villus epithelium in the small 
intestine under isolated and combined exposure  
to cadmium and lead.  
p – difference from the control group; p1 – difference from 
group 2; p2 – difference from group 3
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Рис. 5. Экспрессия маркера Ki67 в строме ворсинок тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца

Fig. 5. Ki67 expression in the villus stroma in the small intestine 
under isolated and combined exposure to cadmium and 
lead 
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Рис. 6. Экспрессия маркера p53 в эпителии крипт тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца.  
p – отличие от группы контроля; p1 – отличие  
от 2-й группы; p2 – отличие от 3-й группы

Fig. 6. p53 expression in the crypt epithelium in the small intestine 
under isolated and combined exposure to cadmium  
and lead.  
p – difference from the control group; p1 – difference from 
group 2; p2 – difference from group 3
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ца; при этом абсолютные значения оказались почти 
в 2 раза бóльшими в криптах. Клетки стромы крипт 
и ворсинок по экспрессии р53 не превышали показатели 
контрольной группы, за исключением стромальных кле-
ток ворсинок в 3-й группе с моновоздействием свинца. 

Исследование защитной реакции слизистой оболоч-
ки тонкой кишки на воздействие токсинов оценивали 
по показателям абсолютной численности слизесодер-
жащих бокаловидных клеток, хорошо визуализируемых 
на парафиновых срезах (рис. 1). И в криптах, и в вор-

синках выявлено уменьшение количества бокаловидных 
клеток по сравнению с контрольной группой, причем 
изменения были статистически значимыми и аналогич-
ными в обоих компартментах, и наименьшее количество 
бокаловидных клеток отмечено при моновоздействии 
свинца относительно остальных групп (рис. 10 и 11). 

В целом, исследованные нами ИГХ маркеры про-
лиферации и апоптоза в слизистой оболочке тонкой 
кишки крыс-самцов Вистар препубертатного возраста 
при изолированном и сочетанном воздействии кадмия 
и свинца в субтоксичных дозах отражают индукцию 
пролиферативной активности эпителиоцитов, увели-
чение экспрессии маркера апоптоза/повреждения ДНК 
и уменьшение количества бокаловидных клеток, расце-
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Рис. 7. Экспрессия маркера p53 в эпителии ворсинок тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца.  
p – отличие от группы контроля; p1 – отличие  
от 2-й группы; p2 – отличие от 3-й группы

Fig. 7. p53 expression in the villus epithelium in the small 
intestine under isolated and combined exposure 
to cadmium and lead.  
p – difference from the control group; p1 – difference from 
group 2; p2 – difference from group 3

Рис. 8. Экспрессия маркера p53 в строме крипт тонкой кишки 
при изолированном и сочетанном воздействии кадмия 
и свинца

Fig. 8. p53 expression in the crypt stroma in the small intestine 
under isolated and combined exposure to cadmium and 
lead
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Рис. 9. Экспрессия маркера p53 в строме ворсинок тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца

Fig. 9. p53 expression in the villus stroma in the small intestine 
under isolated and combined exposure to cadmium and 
lead
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Рис. 10. Количество бокаловидных клеток в криптах тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца

Fig. 10. The number of goblet cells in the crypts of the small 
intestine under isolated and combined exposure  
to cadmium and lead
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ниваемое как некоторое нарушение клеточной диффе-
ренцировки. Тем не менее это не повлияло на развитие 
и рост экспериментальных животных (табл.), что может 
свидетельствовать о достаточно высоких компенсатор-
ных возможностях крыс препубертатного возраста, не-
смотря на воздействие токсичных металлов с хорошо 
изученными механизмами альтерации [22–24]. Важно 
отметить, что тонкая кишка – орган с интенсивным 
метаболизмом из-за постоянного обновления эпите-
лия, например у жвачных животных, потребляющий  
от 17 до 25% кислорода [25].

Заключение
У крыс Вистар препубертатного возраста субток-

сичное per os воздействие свинца и кадмия в течение 
21 суток индуцировало пролиферативную активность 
клеток эпителия слизистой оболочки тонкой кишки, 
оцениваемую по экспрессии маркера пролиферации 
Ki67. В эпителии и строме выявлено статистически 
значимое возрастание экспрессии Ki67 при сочетан-
ном воздействии относительно контрольной группы 
и групп с изолированным воздействием кадмия и свин-
ца. При изолированном воздействии обоих токсинов 
экспрессия Ki67 в эпителии и строме также возрастала 
относительно контрольной группы (за исключением 
показателя стромальных клеток крипт). 

Экспрессия маркера р53 в эпителии крипт и вор-
синок тонкой кишки возрастала в опытных группах 
относительно контрольной с наибольшими показателя-
ми при сочетанном воздействии кадмия и свинца; при 
этом абсолютные значения оказались почти в 2 раза 
бóльшими в криптах. Стромальные клетки ворсинок 
в 3-й группе с моновоздействием свинца превышали 
показатели контрольной группы.

Выявлено статистически значимое уменьшение 
количества бокаловидных клеток в опытных группах 

по сравнению с контрольной, наименьшее количество 
данных слизепродуцирующих клеток отмечено при 
моновоздействии свинца относительно всех осталь-
ных групп. 
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Рис. 11. Количество бокаловидных клеток в ворсинках тонкой 
кишки при изолированном и сочетанном воздействии 
кадмия и свинца

Fig. 11. The number of goblet cells in the villi of the small 
intestine under isolated and combined exposure to 
cadmium and lead
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