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Резюме

Цель исследования. Целью исследования явилось изучение морфогенеза гранулематозного воспаления в печени 
у новорожденных животных и в отдаленные периоды жизни.

Материалы и методы. Эксперимент проводился на 70 новорожденных мышах линии C57BL/6, разделённых две группы. 
Мышам 1-й (опытной) группы на первые сутки с момента рождения интраперитонеально вводили раствор вакцины 
БЦЖ в дозе 0,02 мг/кг. Мышам 2-й (контрольной) группы на первые сутки начала эксперимента интраперитонеально 
вводили 0,02 мл физиологического раствора. Образцы печени подвергали морфологическому и морфометрическому 
изучению: подсчитывали массу тела мышей (г), объёмную плотность (Vv) дистрофии и некрозов гепатоцитов, очагов 
экстрамедуллярного кроветворения, численную плотность (Nai) двуядерных гепатоцитов, фигур митозов, диаметр 
гранулем (мкм), и численную плотность (Nai) гранулем в тестовой площади

Результаты. Введение вакцины БЦЖ новорожденным мышам на 1-е сутки привело к отставанию в их развитии и де-
фициту массы тела вплоть до 28 суток жизни. При введении вакцины БЦЖ новорожденным мышам линии C57B1/6 
отмечается отсроченное формирование гранулём, начиная с 10 суток после введения вакцины БЦЖ, и последующее 
увеличение к 56 суткам как количества, так и размеров гранулём. Очаги экстрамедуллярного кроветворения в печени 
мышей после введения вакцины БЦЖ сохраняются более длительно (вплоть до 28 суток), что связано, вероятно, с уча-
стием клеток очагов кроветворения в воспалительном процессе в паренхиме печени. При введении вакцины БЦЖ 
отмечаются выраженные деструктивные изменения гепатоцитов у мышей во все возрастные периоды при сниженных 
показателях репаративной регенерации печени.

Заключение. Введение вакцины БЦЖ новорожденным мышам приводило к образованию туберкулезных гранулем 
в печени во взрослый период жизни с развитием деструктивных изменений гепатоцитов и сниженной репаративной 
способностью печени.
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Summary

Purpose of the study. The aim of the study was to study the morphogenesis of granulomatous infl ammation in the liver in 
newborn animals and in remote periods of life.

Materials and methods. The experiment was carried out on 70 newborn C57BL / 6 mice, divided into two groups. On the 
fi rst day after birth, mice of the 1st (experimental) group were injected intraperitoneally with a solution of the BCG vaccine at 
a dose of 0.02 mg / kg. On the fi rst day of the beginning of the experiment, the mice of the 2nd (control) group were injected 
intraperitoneally with 0.02 ml of physiological solution. Liver samples were subjected to morphological and morphometric 
study: the body weight of mice (g), the volumetric density (V

v
) of dystrophy and necrosis of hepatocytes, foci of extramedullary 

hematopoiesis, the number density (Nai) of binuclear hepatocytes, mitotic fi gures, the diameter of granulomas (μm), and the 
number density were calculated (N

ai
) granulomas in test area.

Results. The introduction of the BCG vaccine to newborn mice on the 1st day led to a delay in their development and a lack of 
body weight. With the introduction of the BCG vaccine to newborn mice of the C57B1 / 6 line, a delayed formation of granulo-
mas is noted, starting from the 10th day after the administration of the BCG vaccine, and a subsequent increase by 56 days in 
both the number and size of granulomas. The foci of extramedullary hematopoiesis in the liver of mice after the administration 
of the BCG vaccine persist for a longer period (up to 28 days), which is probably due to the participation of cells of the foci of 
hematopoiesis in the infl ammatory process in the liver parenchyma. With the introduction of the BCG vaccine, pronounced 
destructive changes in hepatocytes in mice at all age periods are noted with reduced rates of reparative liver regeneration.

Conclusion. The introduction of BCG vaccine to newborn mice led to the formation of tuberculous granulomas in the liver during 
the adult period of life with the development of destructive changes in hepatocytes and a reduced reparative ability of the liver.
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Введение

Гранулематозные заболевания объединяют мно-
жество заболеваний инфекционной и неинфек-
ционной природы, основным отличием которых 
является формирование гранулём и развитие реак-
ции гиперчувствительности немедленного и замед-
ленного типа. К гранулематозным заболеваниям 

относят около 80 болезней [1]. К таковым относят, 
в том числе, одно из самых распространенных забо-
леваний – туберкулез [2]. Известно, что первичный 
туберкулез, наблюдаемый в детском и юношеском 
возрасте, встречается намного реже форм вторич-
ного туберкулеза, характерного для взрослых лиц.
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В основе развития гранулематозного воспаления 
лежит формирование гранулём, которые пред-
ставляют ассоциацию мононуклеарных клеток, 
способных к фагоцитозу, с наличием гигантских 
многоядерных клеток и генерализованным харак-
тером поражения внутренних органов [3].

У плодов и недоношенных новорожденных гра-
нулематозное воспаление является особенностью 
воспалительной реакции, отражающей незрелость 
органов и тканей, в том числе иммунной системы, 
а также к характерным признакам относится уча-
стие незрелых клеток в воспалительном процессе 
у плодов и новорожденных [4–6], в тоже время 
у детей в поздний постнатальный период грануле-
матозные заболевания встречаются редко.

Основной клеткой, участвующей в образова-
нии гранулёмы, является макрофаг/моноцит c 
последующей возможной трансформацией в эпи-
телиоидные клетки и образованием гигантских 

многоядерных клеток. Пул мононуклеарных фа-
гоцитов гранулем пополняется либо из циркули-
рующих в крови моноцитов, либо из резидентных 
макрофагов, в частности, клеток Купфера [1, 3], 
которые вместе с тем являются гранулемообра-
зующими центрами в печени. Кроме того, в вос-
палительный процесс вовлекаются и незрелые 
(миелоидные) клетки. Наиболее частым исходом 
гранулематозного воспаления становится развитие 
фиброза и цирроза внутренних органов.

Печень является крупнейшим компартментом 
системы мононуклеарных фагоцитов, в которой 
содержится до 80% мононуклеарных фагоцитов, 
и основным органом гомеостазирования у млеко-
питающих [4].

Ц елью исследования явилось изучение мор-
фогенеза гранулематозного воспаления в печени 
у новорожденных и в отдаленные периоды жизни 
животных.

Материалы и методы исследования

Эксперимент проводили на 70 новорожденных 
мышах линии C57BL/6. Животные получены из 
питомника Института цитологии и генетики СО 
РАН (г. Новосибирск).

В  1-й (опытной) группе, состоящей из 50 мышей 
линии C57BL/6, на первые сутки рождения интра-
перитонеально вводили раствор вакцины БЦЖ 
(«Аллерген», Ставрополь), в дозе 0,02 мг/кг. Мышам 
2-й (контрольной) группы на первые сутки начала 
эксперимента интраперитонеально вводили 0,9% 
раствор натрия хлорида, 0,02 мл.

Все манипуляции с лабораторными животными 
проводили, соблюдая «Правила проведения работ 
с использованием экспериментальных животных» 
(Страсбург, 1986), принципы гуманности, изло-
женные в директивах Европейского сообщества 
(86/609/ЕЕС), «Принципы надлежащей лаборатор-
ной практики» (ГОСТ Р53434–2009 от 01.03. 2010 г 
идентичен GLPOECD).

Образцы печени мышей 1-й (опытной) группы 
забирали на 3, 5, 10, 28 и 56 сутки после введения вак-
цины БЦЖ (с момента рождения). Образцы печени 
мышей 2-й (контрольной) группы забирали на 3 и 28 
сутки после введения физиологического раствора.

Для гистологического исследования образцы 
печени фиксировались в 10% растворе нейтраль-
ного формалина. Далее проводили стандартную 
проводку образцов через спирты с повышением 
концентрации, после чего заливали парафином. 
Срезы толщиной 5 мкм окрашивали гематокси-
лином и эозином.

Полу ченные гистологические препараты 
исследовали на микроскопе Primo Star (ZEISS, 
Германия). Материал подвергали морфологиче-
скому и морфометрическому изучению: подсчи-
тывали массу тела мышей (г), объёмную плот-
ность (Vv) дистрофии и некрозов гепатоцитов, 
очагов экстрамедуллярного кроветворения, 
двуядерных гепатоцитов, численную плотность 
(Nai) двуядерных гепатоцитов, фигур митозов 
в гепатоцитах, диаметр гранулем (мкм), и чис-
ленную плотность (Nai) в тестовой площади (5,6 × 
105 мкм2) гранулем. Полученные данные обраба-
тывали методами статистического анализа с ис-
пользованием программного пакета «Statistica». 
Достоверность различий средних величин оце-
нивали с помощью t-критерия Стьюдента при 
p<0,05.

Результаты исследования

Динамика массы мышей исследованных групп 
представлена на рис. 1 (см. цветную вклейку в 
журнал). На 3 сутки масса новорожденных мышей 
1-й (опытной) группы была в 1,84 раз меньше ана-
логичного показателя у новорожденных мышей 2-й 
(контрольной) группы; к 28 суткам после ведения 
вакцины БЦЖ масса мышей 1-й опытной группы 
была меньшей в 1,2 раза в сравнении с показателем 
массы мышей 2-й (контрольной) группы.

При микроскопическом исследовании печени 
мышей 2-й (контрольной группы) на 3-и сутки 
после рождения наблюдалось рыхлое расположе-
ние гепатоцитов с отсутствием балочного стро-
ения, а также наличие множественных очагов 

экстрамедуллярного кроветворения, в цитоплазме 
гепатоцитов наблюдалась мелкокапельная вакуо-
лизация.

При гистологическом исследовании печени мы-
шей 2-й (контрольной группы) через 28 суток после 
рождения наблюдали сформированное балочное 
строение и редко встречающиеся мелкие очаги 
экстрамедуллярного кроветворения. Также отме-
чали вакуолизацию гепатоцитов, как и на 3 сутки, 
фигуры митозов и двуядерные гепатоциты.

При гистологическом исследовании печени мы-
шей 1-й (опытной) группы на 3-и и 5-е сутки после 
введения вакцины БЦЖ гранулемы отсутствовали, 
отмечали отсутствие балочного строения печени, 
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большое количество очагов экстрамедуллярного 
кроветворения, наличие диффузной мелко-, сред-
не- и крупнокапельной вакуольной дистрофии ге-
патоцитов, а также очаговые некрозы гепатоцитов 
(рис. 2). На 10 сутки после введения вакцины БЦЖ 
мышам 1-й (опытной) группы при микроскопиче-
ском исследовании печени выявляли сформиро-
ванное балочного строения, небольшое количе-
ство очагов экстрамедуллярного кроветворения, 
обнаруживали мелко-, средне- и крупнокапельную 
вакуольную дистрофию, очаги некроза. На 10-е 
сутки в печени появились единичные инфильтраты 
и гранулёмы (рис. 3).

При морфометрическом исследовании струк-
турной организации печени мышей линии С57В1/6 
1-й (опытной) группы объем дистрофических изме-
нений гепатоцитов от 3-х суток к 10 суткам после 
введения вакцины БЦЖ увеличивались в 1,3 раза, 
между тем объемная плотность (Vv) очагов не-
крозов гепатоцитов, наоборот, уменьшалась к 10 
суткам после введения вакцины БЦЖ. При иссле-
довании численной плотности (Nai) двуядерных 
гепатоцитов, отражающих процессы репаратив-
ной регенерации в печени, у мышей 1-й (опытной) 
группы во все периоды наблюдения соответство-
вали аналогичному показателю у мышей 2-й (кон-
трольной) группы. В то же время объемная (Vv) 
плотность двуядерных гепатоцитов была большей 
у мышей 1-й (опытной) группы на 3-й и 5-е сутки 
была большей, в сравнении с аналогичным пока-
зателем у мышей 2-й (контрольной) группы в 5,2 
и 4,4 раза соответственно, что свидетельствует 
о гипертрофии гепатоцитов. (табл. 1).

При морфологическом исследовании печени 
мышей 2-й (контрольной) группы на 28 и 56 сутки 
жизни балочное строение печени окончательно 

сформировано, отмечали очаговую мелкокапель-
ная вакуолизацию гепатоцитов, очаги экстраме-
дуллярного кроветворения в печени на 28 сутки 
были единичными.

При микроскопическом исследовании печени 
мышей 1-й (опытной) группы на 28 и 56 сутки после 
введения вакцины БЦЖ балочное строение печени 
сформировано, отмечали очаговую мелко-, сред-
не-, крупновакуольную дистрофию гепатоцитов 
вплоть до балонной дистрофии, очаги некрозов; 
на 28 сутки очаги экстрамедуллярного кроветво-
рения еще сохранялись, а на 56 сутки очаги экс-
трамедуллярного кроветворения отсутствовали. 
На 28-е и 56-е сутки в печени мышей 1-й опытной 
группы сформировались эпителиоидноклеточные 
и макрофагальные гранулёмы, расположенные 
преимущественно периваскулярно (рис. 4).

Численная плотность гранулем с 28 суток после 
введения вакцины БЦЖ возросла к 56 суткам в 13,4 
раз, а диаметры гранулём за этот же период увели-
чились в 1,87 раз (табл. 2).

При морфометрическом исследовании струк-
турной организации печени мышей линии С57В1/6 
1-й (опытной) группы объемная плотность (Vv) 
дистрофически измененных гепатоцитов от 28-х 
суток к 56-м суткам после введения вакцины БЦЖ 
существенно не изменилась, между тем объемная 
плотность (Vv) очагов некрозов гепатоцитов, нао-
борот, увеличилась за тот же период в 13,6 раз. При 
исследовании объемной (Vv) и численной плотно-
сти (Nai) двуядерных гепатоцитов, отражающих 
процессы репаративной регенерации в печени, 
у мышей 1-й опытной группы на 28-е сутки и 56 
-е сутки наблюдения были значительно меньшими 
в сравнении с величиной аналогичного показателя 
у мышей 2-й (контрольной) группы (табл. 3).

Исследованные параметры

Возраст мышей
3 сутки

(1-я опытная 
группа)

5 сутки
(1-я опытная 

группа)

10 сутки
(1-я опытная 

группа)

3 сутки
(2-я контрольная 

группа)

Паренхима печени (Vv) 64,80±3,94 77,16±2,79 89,44±1,92 72,81 ± 2,03

Дистрофически измененные 
гепатоциты (Vv) 34,26±5,83* 47,21±3,54 46,11±9,28 17,48 ± 3,24

Очаги некрозов гепатоцитов (Vv) 7,47±1,27* 0,31±0,24 0,58±0,42 0,7 ± 0,27

Митозы в гепатоцитах ( Nai) 0 0,31±0,24 0,22±0,26 0

Двуядерные гепатоциты (Nai) 0,1±0,03 0,08±0,03 0,03±0,01 0,15 ± 0,06

Двуядерные гепатоциты (Vv) 0,68±0,03* 0,57±0,04 0,18±0,02 0,13±0,05

Стромальные компоненты (Vv) 9,52±1,80* 5,80±1,34 6,16±1,62 27,19 ± 1,80

Очаги экстрамедуллярного 
кроветворения (Vv) 24,52±2,91 16,56±2,39 3,24±1,18 20,31 ± 1,57

Мегакариоциты (Nai) 0,40±0,36 0,48±0,41 0,96±0,73 0,29 ± 0,08

Таблица 1.
Морфометрическое исследо-
вание структурной органи-
зации печени мышей линии 
C57BL/6 после введения 
вакцины БЦЖ новорожден-
ным мышам (3, 5, 10 сутки 
эксперимента) (M±m)

Примечание:
(*) – обозначены досто-
верные различия между 
средними величинами 
в сравнении с аналогичны-
ми показателями у мышей 
2-й контрольной группы 
(p<0,05)

Исследованные параметры
Периоды наблюдения (сутки) после введения вакцины БЦЖ

3 5 10 28 56
Численная плотность гранулем 
(Nai) 0 0 0,09±0,02 0,16±0,06 2,15±0,29

Диаметр гранулем (мкм) 0 0 - 37,14±1,84 69,78±3,27

Таблица 2.
Численная плотность (Nai) 
и диаметр (мкм) гранулем 
в печени мышей линии
С57BL/6 после введения вак-
цины БЦЖ новорожденным 
мышам (M±m)
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Обсуждение

Введение вакцины БЦЖ новорожденным мышам 
привело к отставанию массы тела мышей 1-й (опыт-
ной) группы вплоть до 28 суток жизни.

Только на 10 сутки после введения вакцины 
БЦЖ появились редкие инфильтраты и гранулё-
мы небольших размеров. Отсроченное появление 
гранулём после введения на первые сутки вакцины 
БЦЖ, вероятно, обусловлено в первую очередь 
незрелостью макрофагального звена иммунной 
системы у новорожденных мышей линии C57BL/6 
и персистенцией возбудителя в клетках Купфера. 
Показано, что фагоцитарная и пролиферативная 
активность клеток Купфера не различается между 
мышами постнатального периода и половозре-
лыми мышами, а количество резидентных ма-
крофагов значительно меньше у новорожденных 
мышей, чем у взрослых [7]. Известно, что центром 
для формирования гранулём в печени являют-
ся клетки Купфера, являющиеся резидентными 
макрофагами, относящиеся к синусоидальным 
клеткам печени. В исследовании А. П. Надеева 
и соавт. (2014) доказано, что при внутриутроб-
ном инфицировании плодов грибами C. аlbicans 
они сохранялись в вакуолярном аппарате клеток 
Купфера вплоть до 2-х месячного постнатального 
возраста [4]. В этой связи можно предположить, что 
M. tuberculosis персистируют в клетках Купфера без 
образования гранулем. По достижении зрелости 
тканей и систем мышей к 10 суткам начинается 
формирование БЦЖ-гранулем. Отсроченное фор-
мирование гранулём можно объяснить также тем, 
что у новорожденных резидентные макрофаги 
обладают сниженной экспрессией мембранных 
белков и рецепторов [8], что приводит к угнете-
нию антигенпрезентирующей функции этих кле-
ток. Кроме того, для новорожденных характерна 
пониженная экспрессия комплекса мембранной 
атаки-1 и L-селектина, что приводит к снижению 
адгезии и выходу моноцитов из микроциркуля-
торного русла [9]. Наряду с этим на завершенный 
фагоцитоз влияет фибринолитическая система 
макроорганизма. Так, на поверхности микроорга-
низма плазминоген может трансформироваться 
в плазмин, что приводит к усилению инвазивной 
способности бактерии, а также снижению концен-
трации IgG и белков системы комплемента, в част-
ности C3b, что в итоге сопровождается снижением 

концентрации микобактерий внутри макрофагов 
и влияет на скорость формирования гранулём [10]. 
Также помимо такого фактора как снижение кон-
центрации белков системы комплемента под воз-
действием активного плазмина, у новорожденных 
наблюдается нарушение активации системы ком-
племента, которая позволяет реализовать в полной 
мере бактерицидную способность фагоцитов [11].

Постоянным источником пополнения пула но-
вых макрофагов в гранулемах являются циркули-
рующие в крови моноциты с переходом их в ткани 
и органы [12], при этом фагоцитарная активность 
также не зависит от таких факторов как масса пло-
да при рождении [13, 14, 15]. Но отличительной 
особенностью является сниженная экспрессия 
колониестимулирующего фактора макрофагов 
[16], что способствует недостаточному фагоцитозу 
и, в итоге, замедленному формированию гранулём.

Очаги экстрамедуллярного кроветворения про-
грессивно уменьшалась в печени мышей обеих 
исследованных групп, но при их сравнении на 3 
и 28 сутки очагов экстрамедуллярного кроветво-
рения была больше у мышей 1-й опытной группе, 
в сравнении с аналогичным показателем у мышей 
2-й контрольной группы. Возможно, что проис-
ходит активное поддержание процесса гемопоэза 
из-за незрелости костного мозга у новорожденных, 
а также вовлечение миелоидных клеток в ответную 
воспалительную реакцию, вероятно, в том числе 
и вследствие недостаточного количества клеток 
Купфера и циркулирующих моноцитов [17, 18].

Выраженные дистрофические изменения и не-
кроз гепатоцитов сохраняются вплоть до 56 суток, 
что связано с токсическим воздействием микобак-
терий, и замедленным процессом формирования 
гранулём [19]. Между тем динамика количества 
и доли двуядерных гепатоцитов и фигур митозов 
в гепатоцитах, отражающих репаративные про-
цессы в печени, демонстрирует сниженную репа-
ративную регенерацию гепатоцитов в условиях 
гранулематозного воспаления у мышей 1-й (опыт-
ной) группы, что обусловлено значительными 
масштабами деструктивных процессов в печени, 
и, особенно, формированием БЦЖ-гранулем на 28 
и 56 сутки, основные клетки которых – макрофаги, 
участвуют в процессах регуляции регенеративных 
процессов в печени [20].

Исследованные параметры
Возраст мышей

28 сутки (1-я опытная 
группа)

56 сутки (1-я опытная 
группа)

28 сутки (2-я 
контрольная группа)

Паренхима печени (Vv) 83,88±2,13 66,76±5,67 85,28 ± 0,97
Дистрофические измененные 
гепатоциты (Vv) 22,46±5,44* 23,61±4,18 12,34 ± 1,41

Очаги некрозов гепатоцитов (Vv) 0,33±0,26 4,49±1,42 0,84 ± 0,16
Митозы в гепатоцитах (Nai) 0,72±0,36 0,18±0,17 1,01 ± 0,19
Двуядерные гепатоциты (Nai) 1,49±0,09* 0,53±0,06* 20,12 ± 0,26
Двуядерные гепатоциты (Vv) 16,45±0,17* 6,71±0,11* 34,13±0,72
Стромальные компоненты (Vv) 13,04±1,32 11,28±1,95 14,72 ± 1,21
Очаги экстрамедуллярного 
кроветворения (Vv) 0,44±0,51 0 0,21 ± 0,07

Таблица 3.
Морфометрическое исследо-
вание структурной органи-
зации печени мышей линии 
C57BL/6 после введения 
вакцины БЦЖ новорожден-
ным мышам (28 и 56 сутки 
эксперимента) (M±m)

Примечание:
(*) – обозначены достоверные 
различия между средними 
величинами в сравнении 
с аналогичными показателя-
ми у мышей 2-й контрольной 
группы (p<0,05)
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Выводы

1. Вв едение вакцины БЦЖ новорожденным мы-
шам на 1-е сутки привело к отставанию в их 
развития и дефициту массы тела в последующие 
отдаленные периоды жизни.

2. При введении вакцины БЦЖ новорожденным 
мышам линии C57B1/6 отмечается отсроченное 
формирование гранулём, начиная с 10 сутки 
после введения вакцины БЦЖ, и последующее 
увеличение к 56 суткам как количества, так 
и размеров гранулём.

3. Очаги экстрамедуллярного кроветворения в пече-
ни мышей после введения вакцины БЦЖ сохра-
няются более длительно (вплоть до 28 суток), что 
связано, вероятно, с участием клеток очагов кро-
ветворения в воспалительном процессе в печени.

4. При введении вакцины БЦЖ отмечаются выра-
женные деструктивные изменения гепатоцитов 
у мышей во все возрастные периоды при сни-
женных показателях репаративной регенерации 
печени.
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Рисунок 3.
Печень мышей линии 
С57ВL/6 на 10 сутки после 
введения вакцины БЦЖ: 
туберкулезный инфильтрат 
в дольке печени, дистро-
фические и некротические 
изменения гепатоцитов. 
Окраска гематоксилином 
и эозином. Увел. х400.

Рисунок 4.
Печень мышей линии 
С57ВL/6 на 56 сутки после 
введения вакцины БЦЖ: 
эпителиоидноклеточные 
гранулемы, расположен-
ные преимущественно 
периваскулярно, баллонная 
дистрофия гепатоцитов, 
очаги некрозов гепатоцитов. 
Окраска гематоксилином 
и эозином. Увел. х200.

Рисунок 1.
Масса мышей линии 
С57ВL/6 в различные 
возрастные периоды после 
введения вакцины БЦЖ (г.)

Рисунок 2.
Печень новорожденных 
мышей линии С57ВL/6 после 
введения вакцины БЦЖ на 
3 сутки: крупновакуольная 
дистрофия и очаги некроза 
гепатоцитов, мегакариоци-
ты, очаги экстрамедуллярно-
го кроветворения. Окраска 
гематоксилином и эозином. 
Увел. х400.

Рисунок.
Массивная бактериальная 
биопленка, прикрепленная 
к остаткам пищи в ротовой 
полости (универсальный 
зонд Eub338 Cy3, желтая 
флуоресценция, ув. х400) [3].




