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Оригинальные исследования
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ПОТОМСТВА КРЫС С ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ ХОЛЕСТАЗОМ 
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Последствия холестаза беременных на развитие печени у потомства практически не изучены. Используя 
соматометрический, гистологический, гистохимический и статистический методы исследования на 80 крыся-
тах 2-90-суточного возраста, было установлено, что подпеченочный холестаз, экспериментально вызванный у 
крыс-самок на 17-е сутки беременности, задерживает у их потомства развитие печени, вызывает нарушение ее 
гистологического строения, размеров и метаболизма гепатоцитов.
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Обструктивный холестаз, возникающий при раз-
личных заболеваниях печени, особенно у женщин, 
препятствуя экскреции билирубина через желчевы-
водящие пути, ведет к его аккумуляции в составе 
желчи в печени, увеличению его уровня в крови и 
индуцирует альтернативный путь его удаления через 
почки [14]. Клинические проявления холестаза бе-
ременных обусловлены избыточным поступлением 
элементов желчи в кровь, уменьшением количества 
или отсутствием желчи в кишечнике, воздействием 
компонентов желчи на печеночные клетки и каналь-
цы. При длительном холестазе возможно присоеди-
нение бактериальной инфекции желчевыводящих пу-
тей, которая может привести к гематогенному пути 
инфицирования децидуальной оболочки, плаценты, 
амниона, амниотической жидкости и внутриутробно-
му инфицированию плода [11].

Холестаз беременных, сопровождающийся на-
рушением функций естественных систем детокси-
кации, гиперкоагуляцией, нарушением микроцир-
куляции, неблагоприятно сказывается на состоянии 
плода, что проявляется в виде хронической гипоксии, 
плацентарной недостаточности и гипотрофии. Это 
связано с тем, что компоненты желчи проходят через 
плацентарный барьер [10, 11, 13], что в свою очередь 
приводит к нарушениям течения раннего неонаталь-
ного периода [6, 12].

Последствия холестаза у беременных крыс для ор-
ганогенеза у родившегося потомства интенсивно изу-
чаются на кафедре гистологии, цитологии и эмбрио-
логии Гродненского государственного медицинского 
университета [3, 7, 8]. Вместе с тем нарушения разви-
тия у потомства печени изучены недостаточно. В на-
ших предварительных исследованиях эти изменения 
описаны у потомства крыс через 15 [2-Б] и 45 [1-А] 
суток после рождения. В настоящей работе впервые 
проведено исследование динамики морфофункцио-
нальных изменений в печени потомства крыс с экс-
периментальным холестазом в постнатальном онто-
генезе (2-90 сутки после рождения).

Цель исследования – сравнительная гистологиче-
ская и гистохимическая характеристика печени по-
томства крыс с холестазом на 2-, 15-, 45- и 90-е  сутки 
постнатального развития.

Материалы и методы. В работе использован 
материал от 80 беспородных белых крысят 2-, 15-, 
45- и 90-суточного возраста, по 20 крысят в каждой 
возрастной группе. По 10 крысят в каждой группе 
– потомство животных с экспериментальным подпе-
ченочным холестазом, вызванным на 17-е сутки бе-
ременности путем наложения лигатуры на верхнюю 
часть общего желчного протока [4]. По 10 контроль-
ных крысят родились от самок, которым в этот же 

срок беременности проделывали все те же хирурги-
ческие манипуляции, но без перевязки общего желч-
ного протока (ложнооперированные животные). Пер-
вым днем беременности считался день обнаружения 
сперматозоидов во влагалищных мазках. С этого дня 
и до родов опытных и контрольных самок, а также 
родившихся от них крысят содержали в стандартных 
условиях вивария при естественном световом режи-
ме и свободном доступе к воде и пище. Все опыты 
проведены с учетом «Правил проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных» (При-
ложение к Приказу № 755 от 12.08.1977 г. МЗ СССР). 
На данное исследование получено разрешение этиче-
ского комитета Гродненского государственного ме-
дицинского университета.

Опытных и контрольных крысят подвергали эвта-
назии парами эфира с последующей декапитацией, 
быстро извлекали и взвешивали печень. Один кусочек 
печени каждого животного фиксировали в жидкости 
Карнуа и заключали в парафин. Парафиновые срезы 
толщиной 5 мкм монтировали на предметные стекла 
и окрашивали гематоксилином и эозином. Срезы тол-
щиной 10 мкм использовали для определения в клет-
ках печени нейтральных гликопротеинов по методу 
Шабадаша [9]. Другие кусочки печени после взятия 
помещали на полоски маркированной фильтроваль-
ной бумаги и замораживали в парах жидкого азота с 
последующим погружением в него. До начала иссле-
дования образцы хранили в жидком азоте. Срезы тол-
щиной 10 мкм готовили в криостате (Leica CM 1850) 
при t  -20oC, наклеивали на предметные стекла, подсу-
шивали в течение 1 часа и использовали для опреде-
ления в гепатоцитах активности сукцинатдегидроге-
назы (СДГ; КФ 1.3.99.1); лактатдегидрогеназы (ЛДГ; 
КФ 1.1.1.27); NADH-дегидрогеназы (NADH-ДГ; КФ 
1.6.99.3); глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-Ф-
ДГ; КФ 1.1.1.49); кислой фосфатазы (КФ; фосфоги-
дролаза моноэфиров ортофосфорной кислоты; КФ 
3.1.3.2) [9]. Окрашенные срезы промывали в дистил-
лированной воде, фиксировали в 10% нейтральном 
формалине, обезвоживали в спиртах возрастающей 
концентрации, просветляли в ксилолах и заключали в 
полистирол. Для изучения гистологических и гисто-
химических препаратов, их микрофотографирования 
и морфометрии использовали микроскоп Axioscop 2 
plus (Karl Zeiss, Germany) с цифровой видеокамерой 
(Leica DFC 320, Germany) и программу компьютер-
ного анализатора изображения Image Warp (Bit Flow, 
USA). Для количественной оценки размеров и формы 
гепатоцитов их контуры обводили курсором на мони-
торе компьютера. Для оценки активности изучаемых 
ферментов определяли оптическую плотность полу-
ченного осадка хромогена в цитоплазме гепатоцитов 
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на максимуме поглощения окрашенных продуктов 
реакций.

Полученные результаты обрабатывали методами 
непараметрической статистики с помощью лицензи-
онной программы Statistica 9.0 для Windows (StatSoft, 
Inc., USA). В описательной статистике для каждого 
показателя определяли значение медианы (Me) и 
интерквартильного диапазона (IQR). Достоверными 
считали различия между контрольной и опытны-
ми группами при значениях р<0,05 (Mann-Whitney 
U-test).

Результаты и их обсуждение. При выведении 
самок из эксперимента на 25-30-е  сутки после родов 
наличие холестаза у опытных самок подтверждалось 
макроскопически, гистологически и биохимически 
(желтизна внутренних органов и серозных оболочек, 
увеличение размеров печени и ее зеленоватый цвет, 
закругленный край; дистрофия гепатоцитов, пери-
васкулярная лимфогистиоцитарная инфильтрация, 
гиперплазия холангиол с пролиферирующим эпите-
лием в печени; увеличение в крови билирубина, по-
вышение активности аланин- и аспартатаминотранс-
фераз и др.). У самок-крыс с холестазом происходит 
удлинение сроков беременности в среднем на 1-2 дня 
по сравнению с контрольными. Крысята в группе 
«Холестаз» рождаются слабыми и менее жизнеспо-
собными. Отмечалось запаздывание на 2-3 дня при-
знаков общего развития животных: отлипание уш-
ных раковин, открытие ушных проходов, появление 
шерстного покрова, прозревание и реализация позы 
стояния. При заборе материала у них, как и у их ма-
терей с холестазом, отмечается желтизна внутренних 
органов, в частности, печени и серозных оболочек.

На 2-е сутки постнатального развития масса кры-
сят, родившихся от матерей с холестазом, на 7% 
меньше, чем в контрольной группе (p<0,05), к 15-м  
суткам разница в массе между контролем и опытом 
достигает 15,2% (p<0,05), на 45-е сутки после рожде-
ния масса крысят в группе «Холестаз» в целом до-
стигает нижних границ показателей контрольной 
группы и сохраняется на этом уровне вплоть до 90-х 
суток постнатального развития. Дефицит массы пече-
ни в группе «Холестаз» выявлен на 45-е  сутки после 
рождения – на 24,9%,  и сохраняется до 90-х суток (на 
3,8%), p<0,05.

Гистология печени. У крысят опытной группы на 
2-е сутки после рождения выявляется значительное 
расширение и кровенаполнение как портальных со-
судов, так и синусоидных  капилляров. Отмечается   
меньшее количество очагов кроветворения, что, ве-
роятно, связано с удлинением сроков беременности у 
крыс с холестазом. Выявляется большое количество 
двуядерных гепатоцитов. На 15-е сутки постнаталь-
ного развития наблюдается некоторое нарушение ор-
ганизации паренхимы органа: гепатоциты располага-
ются беспорядочно даже в центре долек, где в норме 
балочная структура прослеживается наиболее четко. 
Наблюдается значительное расширение и кровена-
полнение как портальных сосудов, так и синусоид-
ных капилляров (рис. 1). У 45-суточного потомства 
животных с холестазом общий план строения печени 
существенно не отличался от контроля. Вместе с тем 
в печени опытных животных выявлялись гепатоци-
ты, в цитоплазме которых присутствовали липидные 
капли разного размера. К 90-м суткам постнатально-
го развития строение печени в опытной группе не от-
личается от контроля.

А

Рисунок 1 – Классические печеночные дольки  
15-суточных контрольных крысят (А) и крысят, 

рожденных в условиях холестаза (Б). Окраска  
гематоксилином и эозином. Ув. 200.  

Цифровая микрофотография

Б

Морфометрия гепатоцитов. У 15-суточных 
крысят с холестазом в периферической части клас-
сической печеночной дольки отмечается некоторое 
уменьшение размеров и округление гепатоцитов, а 
именно максимального диаметра на 4% (p=0,04) и 
фактора элонгации на 8% (p=0,016). У 45-суточного 
потомства животных с холестазом преимущественно 
страдает центральная зона печеночных долек. В ней 
отмечается уменьшение размеров гепатоцитов: их 
минимального на 18,6% (p=0,028) и максимального 
на 6,8% (p=0,028) диаметров, площади и периметра 
на 8,4% (p=0,009) и 10,9% (p=0,028),  соответствен-
но. На периферии долек не выявлено существенных 
различий в размерах и форме гепатоцитов между 
опытом и контролем. На 45-е сутки после рождения 
уменьшается площадь ядер у опытных животных на 
26,6% (p=0,009) только в периферической части клас-
сической печеночной дольки. Увеличивается ядер-
но-цитоплазматическое соотношение перифериче-
ских гепатоцитов: с 1:5 до 1:4 у опытных животных. 
Это свидетельствует о нарушении процессов диффе-
ренцировки гепатоцитов. На 90-е сутки постнаталь-
ного развития размеры и форма клеток,  их ядер у жи-
вотных в опытной группе  не отличаются от таковых 
показателей  в контрольной группе.

Гистохимия. Содержание гликогена в гепатоци-
тах опытных двухсуточных крысят в дольке равно-
мерное. В печени 15-суточных опытных крысят его 
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количество уменьшается, а у 45-суточного потом-
ства выявляются лишь его следы в единичных ге-
патоцитах. Это может быть связано с нарушением 
углеводного обмена в печени. На 90-е сутки постна-
тального онтогенеза количество гликогена и располо-
жение его в печеночной дольке существенно не раз-
личается между контрольной и опытной группами.

В гепатоцитах двухсуточных крысят с холеста-
зом активность маркерного фермента митохондрий 
СДГ на 42,6% ниже, чем в контрольной группе,  ак-
тивность же другого маркерного фермента митохон-
дрий НАДН-ДГ достоверно выше на 40% (рис. 2).

А

Б
Рисунок 2 – Активность НАДН-ДГ в клетках  

печени двухсуточных контрольных крысят (А) и ее 
повышение в гепатоцитах у потомства крыс с подпече-

ночным холестазом (Б). Окраска по Нахласу и др.  
Ув. 200. Цифровая микрофотография

На 15-е сутки постнатального развития актив-
ность НАДН-ДГ в группе «Холестаз» становится 
достоверно ниже на 40%, что говорит о нарушении 
в связующем звене между конечными продуктами 
распада углеродного скелета и дыхательной цепью. 
Активность маркерного фермента анаэробного гли-
колиза, ЛДГ, выше контрольных цифр на 32%, что 

говорит о функциональном напряжении энергетиче-
ского баланса клетки посредством усиления анаэроб-
ного окисления для компенсаторного поддержания 
жизнедеятельности клетки. Активность маркерного 
фермента лизосом, КФ выше, чем в контроле,  на 
24%, что можно рассматривать как проявление уси-
ленной аутофагии, направленной на удаление по-
врежденных мембран и органелл. У 45-суточного 
потомства на периферии печеночных долек проис-
ходит статистически значимое снижение активности 
СДГ и ЛДГ, что говорит о сохранении нарушений 
энергетического метаболизма гепатоцитов. У 90-су-
точных животных группы «Холестаз» активность 
изучаемых ферментов не отличается от контроля, 
за исключением НАДН-ДГ – происходит статисти-
чески значимое повышение активности на 29,3%.

В раннем постнатальном развитии у крыс (пер-
вые 14 суток) наибольший вклад по сравнению с 
другими периодами вносят пролиферация и гипер-
трофия клеток, которая обусловлена увеличением 
числа и размеров органелл вследствие интенсифика-
ции функции печени. Заметный вклад в увеличение  
массы печени в период с 15-х по 60-е сутки вносит 
полиплоидизация и пролиферация гепатоцитов [5].

Уменьшение размеров клеток, угнетение актив-
ности сукцинатдегидрогеназы свидетельствует о за-
медлении процессов дифференцировки гепатоцитов 
в постнатальном онтогенезе. Полученные данные 
говорят о том, что содержащиеся в организме бере-
менных самок с экспериментальным холестазом по-
вышенные концентрации билирубина, желчных кис-
лот, печеночных ферментов и других компонентов 
вызывают нарушение тканевого гомеостаза в орга-
низме потомства, что приводит к развитию в печени 
значительных морфофункциональных нарушений.

Выводы
1. Экспериментальный холестаз, вызванный на 

17-е сутки беременности у самок-крыс, удлиняет 
срок беременности на 1-2 дня, при этом уменьшает-
ся масса крысят на 2-е и 15-е сутки постнатального 
развития (на 7 и 15%,  соответственно) и масса пе-
чени на 45-е и 90-е сутки. У потомства крыс с хо-
лестазом нарушено строение печени: на 2-е и 15-е 
сутки после рождения нарушена балочная органи-
зация долек печени, расширены портальные сосуды 
и   синусоидные капилляры; размеры гепатоцитов и 
их ядер меньше на 15-е и 45-е  сутки после рожде-
ния, а к 90-м  суткам строение печени нормализуется.

2. У потомства крыс с холестазом происходит на-
рушение метаболизма гепатоцитов. Гистохимические 
изменения в гепатоцитах носят разнонаправленный и 
волнообразный характер. Так, содержание гликогена 
на 2-е сутки повышено, а на 15-е и 45-е сутки – снижено, 
активность СДГ на 2-е и 45-е сутки понижена, НАДН-
ДГ на 2-е и 90-е сутки повышена, а на 15-е –  сниже-
на; активность ЛДГ на 15-е сутки повышена, на 45-е 
– снижена; активность КФ на 15-е сутки повышена.
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DYNAMICS OF MORPHOFUNCTIONAL CHANGES IN THE LIVER OF OFFSPRING OF RATS WITH 
EXPERIMENTAL CHOLESTASIS
Duduk N.I., Zimatkin S.M.  

Educational Establishment «Grodno State Medical University», Grodno, Belarus

The consequences of cholestasis of pregnancy on the development of the liver in the offspring have not been studied 
well. Using somatometric, histological, histochemical and statistical methods of research on 80 rat pups aged 2-90 days, 
it was found that obstructive cholestasis, experimentally induced in female rats on the 17th day of pregnancy delays liver 
development in their offspring, causes the impairment of its histological structure, size and hepatocyte metabolism. 

Key words: pregnancy, cholestasis, offspring, liver. 
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