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С помощью морфологических и иммуногистохимических методов исследования изучен 
лимфоидный компартмент селезенки у крыс в возрасте 3 и 6 месяцев, подвергшихся 
химическому канцерогенезу, индуцированному 1,2-диметилгидразином. Установлено, 
что канцероген приводит к уменьшению основных морфометрических показателей  
В- и Т-зависимых зон селезенки. При этом в этих зонах значительно сокращается чис-
ло CD79α+-клеток (В-лимфоцитов) и CD45RO+-клеток (Т-лимфоцитов). Выявлено, что 
все количественные и качественные изменения белой пульпы селезенки более выраже-
ны у крыс в возрасте 6 месяцев.  

L. MERKULOVA, G. STRUCHKO, O. ARLASHKINA, M. MIKHAYLOVA  
MORFOLOGICAL CHANGES OF THE LIEN IN THE CONDITIONS  

OF THE EXPERIMENTAL CARCINOGENESIS 

Key words: lien, carcinogenesis, 1,2-dimethylhydrazine, B-lymphocytes, T-lymphocytes, white 
pulp, tumor, colon. 

By means of morphological and immunohistochemical methods of a research the lymphoid de-
vice of a lien at rats at the age of 3 and 6 months which underwent a chemical carcinogenesis, 
the induced 1,2-dimetilgidraziny is studied. It is established that the entered carcinogen leads to 
decrease of the main morphometric indicators In - and T-dependent zones of a lien. After admin-
istration of carcinogen in these zones the number of CD79α+ cells (B-lymphocytes) and 
CD45RO+ cells (T-lymphocytes) is considerably reduced. It is taped that all quantitative and high-
quality changes of a white pulp of a lien are more expressed at rats at the age of 6 months. 

Неуклонный рост онкологической заболеваемости является глобальной 
медико-социальной проблемой. По данным Росстата, одной из распростра-
ненных локализаций опухолей является толстая кишка, составляя 11,4% в 
общей структуре заболеваемости злокачественными новообразованиями на-
селения России. Существуют данные о том, что примерно 80-90% опухолей у 
человека возникают при воздействии различных химических канцерогенов [1].  

Известно, что химический канцерогенез приводит к определенным нару-
шениям в системе иммунного надзора [7]. Имеются сведения, что рост злока-
чественных новообразований сопровождается продукцией биологически ак-
тивных веществ, угнетающих защитные силы организма. Это, в свою очередь, 
приводит к снижению противоопухолевого иммунного ответа [10], в результа-
те чего опухоль не распознается иммунными клетками как чужеродная. Веро-
ятно, это связано с инволюцией тимуса на фоне канцерогенеза [5]. Также 
имеются сведения о том, что опухоль обладает прямым токсическим влияни-
ем на иммунные органы [3], что, в свою очередь, приводит к снижению про-
дукции ими иммунокомпетентных клеток, выработке дефектных и иммуносу-
прессивных клеток [9]. 

Одна из ведущих ролей в формировании противоопухолевой иммунной 
защиты принадлежит самому большому периферическому органу иммуноге-
неза – селезенке. Здесь происходит окончательная антигензависимая диф-
ференцировка В- и Т-лимфоцитов, а также превращение В-лимфоцитов в 
плазмоциты и накопление клеток-памяти. 

Несмотря на имеющиеся противоречия в литературе по вопросам взаи-
модействия опухоли и иммунных органов, можно утверждать, что иммунитет 
играет в патогенезе онкогенеза значительную роль [4]. Поэтому углублённое 
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изучение локального иммунного статуса, в частности, селезенки при развитии 
опухолей является весьма актуальной задачей. 

Цель исследования – изучение морфологических и иммуногистохими-
ческих характеристик селезенки крыс при химическом канцерогенезе, инду-
цированном 1,2-диметилгидразином, через 1 и 4 месяца после воздействия. 

Материалы и методы исследования. Эксперимент выполнен на 40 бе-
лых нелинейных крысах в возрасте 3 и 6 месяцев. Все процедуры по содержа-
нию крыс и выведение из эксперимента производились согласно правилам 
проведения работ с использованием экспериментальных животных и принци-
пам Хельсинской декларации о гуманном отношении к животным. Животные 
были разделены на две группы. Первая – интактные крысы, которым для кон-
троля вводили изотонический раствор хлорида натрия (n = 20). Вторая группа – 
животные, которым через месяц после рождения внутрибрюшинно вводили 
канцероген (1,2-диметилгидразин) из расчета 20 мг/кг 1 раз в неделю в течение 
четырех недель (n = 20). Выведение крыс из эксперимента производили через 
1 и 4 месяца после окончания курса инъекций. При патоморфологическом ис-
следовании учитывались частота развития новообразований, их локализация и 
морфологические особенности. Объектом исследования служила селезенка.  

В работе применялись следующие методы: 
1. Иммуногистохимический метод с использованием коммерческих моно-

клональных антител (МКАТ) производства Santa Cruze (США): 
– МКАТ к В-лимфоцитам (CD79α); 
– МКАТ к Т-лимфоцитам (CD45RO). 
Материал для исследования фиксировали 10%-ным нейтральным забу-

ференным формалином в течение 24 ч и выполняли стандартную спиртово-
ксилоловую проводку. Подготовленные образцы тканей заливали в парафин. 
Готовые срезы толщиной 4 мкм наносили на высокоадгезивные стекла и вы-
сушивали при температуре 37С в течение 18 ч. Демаскировка и иммуноги-
стохимическая окраска проводились с использованием системы визуализа-
ции Leica ChromoPlex™ 1 Dual Detection for BOND. Контролем иммуногисто-
химической реакции служила неиммунизированная сыворотка. Результаты 
реакций оценивали с применением микроскопа МИКРОМЕД 3 ЛЮМ. 

2. Окраска срезов селезенки гематоксилином и эозином для изучения 
общегистологической картины. 

3. Компьютерная морфометрия с использованием программы «Микро-
Анализ» (Санкт-Петербург, 2010) для измерения Т- и В- зависимых зон белой 
пульпы, а также количественных характеристик иммуногистохимических реакций. 

4. Статистическая обработка с использованием лицензионного пакета про-
грамм MS Office 2003, достоверность определялась по t-критерию Стьюдента. 

Результаты исследования и их обсуждение. Введение 1,2-диметил-
гидразина через один месяц после окончания курса приводит к трансформа-
ции слизистой толстой кишки, что проявляется клеточной дисплазией, поли-
морфизмом, гиперхромией ядер и усилением митотической активности клеток 
железистого эпителия. Через 4 месяца канцероген вызывает образование 
одной, реже двух опухолей в толстой кишке размером от 0,3 до 1,0 см, кото-
рые имеют структуру высокодифференцированной аденокарциномы. 

Лимфоидная ткань селезенки крыс формирует две основные В- и Т-зави-
симые зоны, которые представлены периартериолярными лимфоидными 
муфтами (ПАЛМ) и лимфоидными узелками. Выделяют первичные лимфоид-
ные узелки, не имеющие центров размножения, и вторичные лимфоидные 
узелки с герминативными центрами (ГЦ), которые появляются только после 
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антигенной стимуляции. Они, в свою очередь, образуют В-зависимую зону, 
где осуществляется дифференцировка, пролиферация В-лимфоцитов и на-
копление клеток-памяти. Т-зависимой зоной являются периартериальная зо-
на лимфоидных узелков и ПАЛМ, которые состоят из Т-лимфоцитов и интер-
дигитирующих клеток. Местом, где В- и Т-лимфоциты взаимодействуют меж-
ду собой и встречаются с антигенами, является маргинальная зона, которая 
располагается по периферии лимфоидных узелков [8]. Количественный и ка-
чественный состав этих структур свидетельствует о функциональном состоя-
нии селезенки и отображает состояние ее локального иммунного статуса. 

В селезенке интактных крыс каждый лимфоидный узелок имеет округлую 
форму, четкое зональное строение и ровные границы. При этом доля крупных 
лимфоидных узелков (более 500 мкм в диаметре) преобладает над мелкими 
(менее 300 мкм) и средними (300-500 мкм). 

Наши исследования показали, что при канцерогенезе лимфоидные узел-
ки не только приобретают измененную форму, но и теряют четкие контуры 
между зонами, границы между ними становятся размытыми, стертыми. Вве-
дение канцерогена приводит к увеличению числа мелких и средних лимфо-
идных узелков в 2 раза, а число крупных уменьшается на 10%.  

Диаметр лимфоидных узелков селезенки через 1 месяц после введения 
1,2-диметилгидразина достоверно снижается на 19%, а через 4 месяца более 
значимо – на 22 % (табл. 1).  

Таблица 1 

Морфометрические параметры лимфоидных узелков (ЛУ) селезенки 

Показатели 

Интактные  
крысы. 

Через 1 месяц 
после 

инъекций 

Крысы 
с введением 
канцерогена. 
Через 1 месяц 

после 
инъекций 

Интактные 
крысы. 

Через 4 месяца 
после 

инъекций 

Крысы 
с введением  
канцерогена. 
Через 4 месяца 

после 
инъекций 

Диаметр ЛУ, мкм 620,8±23,5 502,33±18,4*** 561,8±22,9 437,71±14,3*** 
Диаметр ГЦ, мкм 218,53±8,5 191,59±8,3* 202,02±9,2 171,78±5,9** 
Ширина маргинальной зоны, мкм 121,3±6,02 118,352±2,2 122,85±2,7 109,737±2,1*** 
Ширина ПАЛМ, мкм 118,31±4,8 125,06±4,8 119,33±3,3 111,11±3,9* 

Примечание. * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001 по сравнению с аналогичными показате-
лями у интактных животных. 

 
При этом диаметр герминативных центров лимфоидных узелков также зна-

чительно меньше через 4 месяца после введения канцерогена (табл. 1), что кос-
венно указывает на снижение у этих крыс В-клеточной иммунореактивности.  

Кроме того, наши исследования показали, что при канцерогенезе в гер-
минативных центрах лимфоидных узелков уменьшается количество CD79α+-
клеток: в 3 месяца – на 31%, а в 6 месяцев – на 35% (табл. 2). 

Введение канцерогена приводит к уменьшению ширины ПАЛМ только 
через 4 месяца после инъекций (рис. 1), а количество CD45RO+ Т-лимфоци-
тов этой зоны уменьшается у крыс как через 1, так и через 4 месяца (табл. 2). 

Канцерогенез в толстой кишке сопровождается также уменьшением ши-
рины маргинальной зоны лимфоидных узелков селезенки на обоих сроках 
наблюдения (табл. 1). Это может быть связано как с инволюцией тимуса и 
уменьшением поступления лимфоцитов Т-типа в селезенку [6], так и с нару-
шением дифференцировки В-лимфоцитов. 
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Таблица 2 

Доля СD79a+-клеток (В-лимфоцитов) в герминативных центрах  
лимфоидных узелков и СD45RO+-клеток (Т-лимфоцитов)  
в периартериолярных лимфоидных муфтах селезенки, % 

Показатели 

Интактные  
крысы. 

Через 1 месяц 
после 

инъекций 

Крысы 
с введением 
канцерогена. 
Через 1 месяц 

после 
инъекций 

Интактные 
крысы. 

Через 4 месяца  
после 

инъекций 

Крысы 
с введением  
канцерогена. 

Через 4 месяца 
после 

инъекций 
СD79a+-клетки 46,91±2,5 32,48±3,5** 45,37±3,5 29,31±3,6** 
СD45RO+-клетки 42,39±2,7 35,24±2,0* 38,07±2,3 32,36±2,0** 

Примечание. * – p < 0,05; ** – p < 0,01 по сравнению с аналогичными показателями у интакт-
ных животных. 

Выводы. Введение 1,2-диметилгидразина приводит к существенным 
морфологическим и иммуногистохимическим изменениям белой пульпы се-
лезенки: изменению соотношения между лимфоидными узелками различного 
диаметра в сторону увеличения мелких, уменьшению диаметра узелков и их 
герминативных центров. Через 4 месяца после окончания введения канцеро-
гена отмечается более выраженная гипоплазия лимфоидных узелков по 
сравнению с таковой в предыдущий срок: значительное сокращение диамет-
ра герминативных центров и ширины маргинальной зоны, существенное 
уменьшение числа В- и Т-лимфоцитов, а также уменьшение диаметра ПАЛМ. 

Таким образом, изменения, выявленные в селезенке, свидетельствуют о 
снижении локального иммунного статуса селезенки при канцерогенезе, что 
сопровождается недостаточностью противоопухолевого иммунного ответа и 
может служить предпосылкой ускорения темпов злокачественного роста. 
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