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Резюме

Описаны люминесцентно- и иммуногистохимические изменения в разных морфо-функциональных зонах appendix 
vermiformis после аллотрансплантации костного мозга у животных. Полученные данные свидетельствуют об увели-
чении числа тучных и гранулярных люминесцирующих клеток с повышенным содержанием биогенных аминов в них 
через 40 мин после трансплантации. В центре размножения лимфоидных узелков appendix vermiformis определялись 
клеточные диффероны с высоким содержанием катехоламинов и серотонина. Выявлялась пролиферативная актив-
ность клеток как в собственной пластинке t. mucosa крипт, так и в лимфоидных узелках appendix vermiformis. Через 
2 часа у опытных животных происходило уменьшение числа ТК и ГЛК как в t. mucosa, так и в t. s/mucosa appendix 
vermiformis и снижалось содержание катехоламинов и серотонина в них, что приводило к снижению пролифератив-
ной активности клеток.

Ключевые слова: трансплантация, appendix vermiformis, гранулярные люминесцирующие клетки, тучные клетки, 
катехоламины, серотонин

Summary

Luminescent and immunohistochemical changes in various morpho-functional areas of appendix vermiformis after bone 
marrow allotransplantation in animals are described. The obtained data indicate an increase in mast and granular lumines-
cent cells with an increased content of biogenic amines in them in 40 minutes after transplantation. In the germinal centre 
of lymphoid nodes in appendix vermiformis cellular programmed diff erentiations with a high content of catecholamines 
and serotonin were defi ned. An active proliferative cellular activity both in lamina propria in crypts’ t. mucosa and in 
lymphoid nodules of appendix vermiformis was identifi ed. In 2 hours in experimental animals the number of MCs and GLCs 
decreased both in t. mucosa and in t. s/mucosa appendix vermiformis and the content of catecholamines and serotonin in 
them decreased, which resulted in a decrease in proliferative cellular activity.
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Заболеваемость иммунопролиферативными за-
болеваниями, разными формами рака и наслед-
ственной патологией во всем мире, в том числе 
в  России, имеет тенденцию к  увеличению [5]. 
В последние годы актуальность этой проблемы 
все повышается в связи с тем, что увеличивается 
промышленная индустрия, предприятия атомной 
промышленности. Высокие цифры заболеваемости 
злокачественными иммунопролиферативными 
заболеваниями встречаются достаточно часто, 
особенно у лиц пожилого и старческого возраста 
и занимает первое место в структуре летальности 
[5]. Использование адекватного лечения привело 
к значительному улучшению результатов, в неко-
торых случаях к увеличению продолжительности 
жизни, однако часто у пациентов пожилого и стар-
ческого возраста возникают посттрансплантаци-
онные осложнения. В связи с этим, продолжаются 
поиски оптимальных методов коррекции терапии 
для таких пациентов.

Злокачественные новообразования связаны 
с нарушением метаболизма биогенных аминов 
в клетке, приводящие к развитию патологических 
сдвигов в функционировании красного костного 
мозга [1,6]. Биогенные амины (катехоламины, се-
ротонин) синтезируются в тучных и гранулярных 

люминесцирующих клетках, которые с помощью 
мембранных рецепторов взаимодействуют с дру-
гими клетками кроветворных органов и соответ-
ственно, участвуют в регуляции дифференцировки 
и пролиферации клеток [1,6]. Необходимо искать 
органы, синтезирующие биогенные амины в своем 
собственном организме. Таким органом может 
оказаться appendix vermiformis, так как он осущест-
вляет защитную функцию, скопления лимфоидной 
ткани в нем входят в состав периферических отде-
лов иммунной системы. Лимфоидные фолликулы 
организованы подобно лимфатическим узлам, со 
смешанной зоной Т-клеток, В-клеток и макрофа-
гов, мантийной зоной В-клеток, зародышевым 
центром, содержащим В-клетки, фолликулярными 
дендритными клетками и макрофагами и областью 
Т-клеток (CD4 + Т-клетки встречаются в 8 раз чаще, 
чем CD8 + Т-клетки), которые также содержат ма-
крофаги. Иммунные клетки, состоящие преимуще-
ственно из специфических CD8 + Т-регуляторных 
лимфоцитов, занимают участки, аналогичные тем, 
которые присутствуют в эпителии кишечника сле-
пой кишки [10].

Цель исследования – изучение воздействия ал-
лотрансплантации костного мозга на нейромеди-
аторные клетки appendix vermiformis.

Материалы и методы

Исследование проведено на половозрелых кры-
сах-самцах 2 месячного и 32-месячного возраста 
линии Wistar. Животные находились на стандарт-
ной сбалансированной диете в виварии ФГБОУ 
ВО «ЧГУ им. И. Н. Ульянова». Эксперименты про-
водились с соблюдением принципов гуманности, 
изложенных в директивах Европейского сооб-
щества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации, 
в соответствии с «Правилами проведения работ 
с использованием экспериментальных животных».

В эксперименте использовали 3 группы живот-
ных: 1 – крысы 2-х месячного возраста (молодые) 
(n-15), 2 – контрольные (2-х месячные) (n-15), вво-
дили физиологический раствор в дозе 1мл/кг массы 
тела. Изменения в содержании нейроаминов на-
блюдали до 30 мин эксперимента, далее показатели 
были идентичными с показателями интактных 
мышей, в связи с этим, мы учитывали сроки с 40 
мин после эксперимента, 3 – крысы 32-х месячного 
возраста (старые) – проведение аллотранспланта-
ции (n-15). Из эпифиза бедренной кости извлекали 
костный мозг, разводили в 2 мл физиологического 
раствора, затем вводили в хвостовую вену другой 
крысе [9]. Животных выводили из эксперимента 
через 40 мин и 2 ч после аллотрансплантации кост-
ного мозга путем передозировки эфирного наркоза.

Для определения содержания катехоламинов 
и серотонина применяли люминесцентно-гисто-
химический метод Фалька–Хилларпа (1962) [7]. 
Свежезамороженные срезы appendix vermiformis 
выдерживали в термостате с парами параформаль-
дегида на протяжении одного часа, затем срезы 
заключались в полистирол. Гистопрепараты изу-
чались с помощью микроскопа «Люмам-6» (ЛОМО, 
Россия), подсчитывали число гранулярных и туч-

ных клеток в 5 полях зрения. Содержание кате-
холаминов и серотонина оценивали при помощи 
микрофлуориметрической насадки к люминес-
центному микроскопу ФМЭЛ-1А. Показания сни-
мали с измерительной части усилителя вольтметра 
при напряжении 900 вольт, с зондом 0,2 в условных 
единицах. Статистическая обработка проведена 
с помощью критерия U Манна-Уитни (p<0,05).

С помощью иммуногистохимического исследо-
вания оценивали пролиферативную активность 
с помощью маркера Ki-67, при этом результат оце-
нивали по коричневой окраске ядер. Использовали 
моноклональные антитела к маркеру Ki-67, клон 
ММ-1 (NovoCastra, Великобритания).

Срезы appendix vermiformis толщиной 3 мкм, обра-
ботанные Lpolysine, подсушивали при комнатной тем-
пературе на протяжении суток. Окрашивали с помо-
щью “Autostainer-360” (THERMO, Великобритания) 
и “Leica BOND–MAX” (Германия). После фиксации 
в формалине и заключения в парафин материала 
в течение 20 мин гистологические срезы выдержи-
вали на водяной бане в 0,01 М цитратном буферном 
растворе (рН 6) при 95 ºС. Инкубацию с первич-
ными антителами Ki-67 проводили при комнатной 
температуре в течение часа. Для визуализации про-
дуктов иммунной реакции использовали стрепта-
видин-биотиновый пероксидазный метод (“Dako”, 
LSAB+Kit, HRP), в качестве красящего соединения 
был применен раствор диаминобензидина (“Dako”, 
Liguid DAB+), ядра докрашивали гематоксилино-эо-
зином. С помощью микроскопа “Leica DM4000B” 
и цветной фотокамеры “Leica DFC425” исследовали 
микропрепараты (×400, ×900). Проводили подсчет 
числа окрашенных ядер к числу неокрашенных (%) 
(http://imtmicroscope.fi /immunoratio/).
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Результаты и обсуждение

Люминецентно-гистохимический метод Фалька–Хилларпа
Через 40 мин после аллотрансплантации костно-
го мозга в эпителии крипт appendix vermiformis 
определялась темно-зеленая люминесценция. 
Содержание катехоламинов в эпителии крипт уве-
личивается на 66%±14%, а серотонина на 201%±18% 
по сравнению с молодыми крысами.

В соединительной ткани t. mucose крипт опреде-
лялись мелкие тучные клетки, наблюдается увели-
чение числа этих клеток на 42%±9% и гранулярных 
люминесцирующих клеток на 14%±8% соответ-
ственно. В них повышается содержание катехола-
минов и серотонина на 170%±14% и 160%±14% для 
тучных клеток, в гранулярных люминесцирующих 
клетках на 73%±10% и 6%±5% (табл. 1).

В t. s/mucose в лимфатических узелках отмечает-
ся высокое число гранулярных люминесцирующих 
и тучных клеток. По краю лимфатического узелка 
прослеживался краевой синус, в котором опреде-
лялись наиболее крупные гранулярные люминес-
цирующие клетки с наибольшей люминесценцией. 
Это были клетки, принадлежащие к АПУД-системе, 
в них происходило увеличение содержания катехо-
ламинов на 142%±7% и 128%±9% для серотонина. 
Увеличилось содержание этих веществ в микроо-
кружении этих клеток.

В синусных макрофагах наблюдалось сниже-
ние биогенных аминов на 44%±4% катехоламинов 
и 51%±3% серотонина по сравнению с молодыми 
животными. В микроокружении береговых макро-
фагов наблюдалось увеличение биогенных аминов 

до 5,6±0,1 катехоламинов и 8,2±0,1 серотонина при 
норме 4,5±0,1 и 6,5±0,2 у. е. (табл. 1).

Число внутриузелковых гранулярных люми-
несцирующих клеток увеличилось на 182%±7%, 
а тучных клеток на 174%±6%. Здесь гранулярные 
люминесцирующие клетки были меньшего, чем 
обычно, размера и располагались преимуществен-
но по периферии центра размножения, имели жел-
тую и зеленую люминесценцию (табл. 1).

Тучные клетки обнаруживались, как и по пе-
риферии центра размножения, так и внутри его. 
Содержание биогенных аминов увеличивается 
в них по сравнению с молодыми животными и со-
ставляет 152%±10% для катехоламинов и 153%±9% 
для серотонина. В микроокружении тучных кле-
ток содержание катехоламинов увеличилось не 
значительно и составило 112%±7%. Изменения 
содержания серотонина были более значительны, 
и составили 138%±8%.

В центре размножения лимфоидных узелков 
appendix vermiformis определялись клеточные диф-
фероны, в состав которых входят гранулярная лю-
минесцирующая, ретикулярная клетка, макрофаг. 
В этих клетках по сравнению с молодыми живот-
ными, отмечается увеличение содержания катехо-
ламинов и серотонина на 110%±9%. Число таких 
клеточных комплексов увеличилось на 106%±7% 
по сравнению с крысами 2-х месячного возраста 
и составило 32,6±0,3 у. е., у молодых – 15,3±0,2 у. е. 
(табл. 1).

Локализаця
Биогенный 

амин
Клетки

2-х мес
крысы

Аллопересадка 
через 40 мин

Аллопересадка 
через 2 часа

t. mucose

КА

Тучные клетки 8,0±1,2 15,8±2,0* 6,1±0,9*
ГЛК 6,5±0,4 12,3±0,4* 4,2±0,2*
Микроокружение клеток 
t. mucose 4,4±0,6 7,5±0,9* 3,1±0,1

СТ

Тучные клетки 11,1±1,7 18,8±2,5* 7,6±0,7*
ГЛК 13,4±0,8 19,5±1,3 * 8,1±0,3*
Микроокружение клеток 
t. mucose 6,5±0,8 14,2±1,2* 3,2±0,2*

Подслизистая 
основа

КА

Тучные клетки лимфоид-
ного узелка 3,9±0,4 6,8±0,5* 2,2±0,1*

Внутриузелковые ГЛК 7,1±0,5 11,2±0,6* 5,3±0,2*
Микроокружение внутриу-
зелковых клеток 2,7±0,3 3,6±0,3 1,1±0,1*

Береговые макрофаги 9,0±0,8 9,7±0,7 6,7±0,2*
Микроокружение берего-
вых макрофагов 4,5±0,1 5,6±0,1 2,2±0,1*

СТ

Тучные клетки лимфоид-
ного узелка 5,8±0,6 9,9±0,7* 3,1±0,1*

Внутриузелковые ГЛК 10,4±1,8 15,7±1,4* 7,5±0,2*
Микроокружение внутриу-
зелковых клеток 4,6±0,5 6,6±0,6* 2,1±0,1*

Береговые макрофаги 13,7±0,9 15,7±1,1 9,7±0,3*
Микроокружение берего-
вых макрофагов 6,5±0,2 8,2±0,1 3,3±0,1*

Центр размножения лимфо-
идных узелков
КА, СТ

Клеточные диффероны 56,4±2,6 117,8±2,8* 1,3±0,02*

Таблица 1
Содержание биогенных ами-
нов в appendix vermiformis 
у молодых крыс и через 40 
мин после аллотранспланта-
ции костного мозга (усл. ед.)

Примечание.
ГЛК – гранулярные лю-
минесцирующие клет-
ки, КА – катехоламины, 
СТ – серотонин;* уровень 
статистической значимости 
различий, p<0,05.
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Через 2 ч после аллопересадки костного мозга 
в собственной пластинке t. mucosa крипт appendix 
vermiformis выявлено уменьшение числа тучных 
клеток по сравнению с крысами 2-х месячного воз-
раста, содержание катехоламинов и серотонина 
в этих клетках также понизилось. В гранулярных 
люминесцирующих клетках отмечено дальнейшее 
уменьшение их числа, содержание катехоламинов 
и серотонина в них уменьшилось (табл. 1).

Аналогичные изменения отмечались в лим-
фоидных узелках t. s/mucosa, где число тучных 
и гранулярных клеток уменьшилось, содержание 
катехоламинов и серотонина в них снизилось по 
сравнению с молодыми крысами.

Через 2 ч после аллопересадки костного мозга кле-
точные диффероны распадались, в центре размноже-
ния лимфоидных узелков определялись единичные 
люминесцирующие и тучные клетки. Содержание 
в них катехоламинов и серотонина было небольшим.

При иммуногистохимической реакции к мар-
керу клеточной пролиферации Ki-67 отмечаются 
неоднозначные изменения в t. mucosa и t. s/mucosa 
appendix vermiformis у молодых животных и после 
аллопересадки костного мозга. Морфологически 
клетки, позитивно экспрессируемые белок Ki-67, 
характеризуются округлой и овальной формой 
с разной степенью окраски ядер.

Через 40 мин после аллопересадки костного 
мозга у опытных крыс по сравнению с интактной 
происходило увеличение числа пролиферирующих 
клеток в собственной пластинке t. mucosa крипт 
в 1,3 раза (р<0,05) и t. s/mucosa лимфоидных узел-
ков – в 1,4 раза (p<0,05).

Через 2 ч после аллопересадки костного мозга 
количество экспрессирующих Ki-67 клеток зна-
чительно снизилось в обеих структурно-функцио-
нальных зонах, причем в наибольшей степени – в t. 
s/mucosa лимфоидных узелков (табл. 2).

Заключение

Таким образом, определяются морфо-функцио-
нальные клетки – гранулярные люминесцирующие 
и тучные клетки, способствующие синтезу био-
генных аминов и способствующие поддержанию 
нейромедиаторного гомеостаза в клетках appendix 
vermiformis после аллотрансплантации костного 
мозга. Эти клетки активно реагируют на патологи-
ческие изменения в appendix vermiformis изменени-
ем уровня содержания биогенных аминов.

При аллотрансплантации в t. mucosa крипт, t. 
s/ mucose лимфоидного узелка отмечался рост 
числа гранулярных люминесцирующих и тучных 
клеток, с увеличением в них содержания катехо-
ламинов и серотонина. Тучные клетки в лимфо-
идном узелке располагались как по периферии, 
так и внутри центра размножения. Гранулярные 
люминесцирующие клетки располагались пре-
имущественно по периферии герминативного 
центра. Также увеличивалось число внутриузел-
ковых гранулярных люминесцирующих и туч-
ных клеток, с одновременным увеличением в них 
биогенных аминов. По литературным данным 
известно, что гранулярные люминесцирующие 
и тучные клетки синтезируют биогенные амины 
в определенные фазы клеточного цикла. При этом, 
вышедшие биогенные амины из клеток в межкле-
точное пространство, оказывают свое влияние на 
пролиферацию клеток [1,2,3,10,11]. Как было вы-

явлено более ранними работами [2,4,8] в красном 
костном мозге через 40 мин после аллотрансплан-
тации костного мозга отмечаются супрессивные 
процессы в основных нейромедиаторных клетках, 
однако в appendix vermiformis, преимущественно 
в лимфоидных узелках, гранулярные люминес-
цирующие и тучные клетки продолжают активно 
синтезировать биогенные амины. Только к 2-м 
часам эти процессы постепенно подвергаются 
изменениям.

Полученные данные подтверждаются иммуно-
гистохимическим исследованием, где выявляется 
высокий уровень пролиферативной активности 
в клетках как в собственной пластинке t. mucosa 
крипт, так и  в  лимфоидных узелках appendix 
vermiformis до 40 мин эксперимента [3]. Однако 
через 2 ч пролиферативная активность клеток 
снижается, на что указывает низкая экспрессия 
Кi-67 позитивных клеток как в t. mucosa, так и в t. 
s/mucosa appendix vermiformis.

На основании полученных данных выявлено, 
что после аллотрансплантации костного мозга 
у 32-х месячных животных материал из appendix 
vermiformis необходимо извлекать до 2 ч после пе-
ресадки костного мозга, а затем вводить эти ней-
ромедиаторные клетки в организм отдельно или со 
стволовыми клетками, что будет способствовать 
поддержанию биогенного гомеостаза.

Срок

Экспрессия Ki-67
в t. s/mucosa лимфоидных фолликулов

Экспрессия Ki-67
в t. mucosa крипт

интактные аллопересадка интактные аллопересадка

40 мин 43,0±0,2 60,0±0,2* 36,0±0,2 58,0±0,2*

2 ч 43,0±0,2 16,0±0,1* 36,0±0,2 13,0±0,1*

Таблица 2
Экспрессия Ki-67 в клет-
ках appendix vermiformis 
у интактных крыс и после 
аллопересадки костного 
мозга%

Примечание:
* уровень статистической 
значимости различий, 
p<0,05.
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