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Su mma r y

The results of cell fission research in the epithelium and the stroma of large bronchus mucosa was done 
in 10 healthy persons and 73 patients with acute pneumonia according to the course of the disease. 
Autoradiography with 3H-thymidine and immunohistochemistry with proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 
were used. In all cases we obtained reliably high PCNA index of positive cell nuclei in comparison with a label­
ing level detected by the autoradiography. At the same time the labeling level dynamics in the epithelial and 
stroma cells of large bronchus mucosa maintained irrespective to the method used both in the healthy and in 
the course of the illness.

Р е з ю м е

Проведен анализ результатов исследования процессов клеточного деления в эпителии и строме 
слизистой оболочки крупных бронхов у здоровых лиц (10 человек) и больных острой пневмонией в 
динамике болезни (73 больных) методом авторадиографии с 3Н-тимидином и методом иммуно­
гистохимии с PCNA. Во всех случаях получили достоверно высокий индекс PC/VA-положительных ядер 
клеток в сравнении с уровнем мечения, выявляемым методом авторадиографии с 3Н-тимидином. При 
этом закономерности изменения уровня мечения эпителиальных и стромальных клеток слизистой 
оболочки крупного бронха сохранялись независимо от используемого метода как в норме, так и в 
динамике болезни.

Регуляция процессов клеточного деления является 
одной из сложнейших проблем современной биоло­
гии и медицины. Клеточное размножение обеспечива­
ет физиологическую и репаративную регенерацию, 
адекватный рост и развитие особи, т.е. сохранение 
тканевого гомеостаза [5]. Это обеспечивается тонки­
ми механизмами регуляции, основой которых являет­
ся равновесие между стимулирующими и ингибирую­
щими факторами. Нарушение механизмов регуляции 
клеточного деления ведет к гиперплазии, атрофии, 
метаплазии, дисплазии, а также к развитию опухо­
лей, возникновение которых связано с нарушением 
равновесия между пролиферацией эпителиоцитов и 
их гибелью, необходимого для поддержания нормаль­
ной архитектуры ткани [2].

Состояние пролиферативной активности клеточ­
ных популяций можно исследовать несколькими 
методами. Мы в своей работе проводили изучение 
процессов клеточного деления методом авторадио­
графии с использованием предшественника ДНК 
3Н-тимидина и методом иммуногистохимии с при­

менением специфических антител к ядерному анти­
гену пролиферирующих клеток (P ro lifera ting  Cell 
Nuclear A n tigen  (P C N A ), PC-10, Cion 1).

Тимидин — нуклеозид, участвующий в образова­
нии полинуклеотидной структуры дезоксирибонукле­
иновой кислоты (ДНК), характерен только для моле­
кулы ДНК. Поэтому меченный тритием тимидин 
используется исследователями почти исключительно 
для изучения синтеза ДНК [1].

Использование 3Н-тимидина как меченого индика­
тора позволяет избирательно метить лишь те клетки, 
которые в данный момент синтезируют ДНК, т.е. на­
ходятся в S-периоде митотического цикла.

Белок PCNA содержится в ядре клеток, он не свя­
зан с гистоном, является вспомогательным белком 
для ДНК-полимеразы и необходим для синтеза ДНК. 
PCNA — длительно живущий протеин, его период 
полураспада примерно 20 ч и поэтому он может на­
капливаться и выявляться уже в закончивших де­
литься клетках и давать более высокие показатели 
пролиферации. Используемый нами в исследованиях



клон антител к ядерному антигену пролиферирую­
щих клеток РС-10 распознает РСЫА в клетках, на­
ходящихся в Ог , 0 2-, Б-, М-периодах клеточного 
цикла [2,3]. Кроме того, в настоящее время появи­
лись новые свидетельства, что РСМД участвует не 
только в пролиферации клеток, но и в "ремонте" 
ДНК после ее повреждения [4]. Поэтому данный ан­
тиген можно считать условно специфичным к кле­
точному циклу, так как ремонт ДНК может осуще­
ствляться и в фазе покоя (О0) [7].

В доступной нам литературе мы не встретили дан­
ных о показателях клеточного деления эпителиаль­
ных и стромальных клеток слизистой оболочки круп­
ного бронха (СОКБ) при острой пневмонии, а также 
о характере пролиферативной активности клеток 
СОКБ, выявленном методом иммуногистохимии с 
РСМ4.

Поэтому целью нашего исследования явилась срав­
нительная оценка результатов, полученных при изу­
чении процессов клеточного деления в эпителии и 
строме методом авторадиографии с 3Н-тимидином и 
методом иммуногистохимии с РСЫА в норме и дина­
мике острой пневмонии.

В наших исследованиях группу контроля (10 чело­
век) составили лица, поступившие в стационар по 
поводу инородного тела бронха. При гистологичес­
ком исследовании биоптатов, полученных от этих 
лиц, и при проведении морфометрии некоторых по­
казателей (высота покровного эпителия 59,15±0,65 
мкм, толщина базальной мембраны и соединитель­
нотканных структур, неразделимых при световой ми­
кроскопии, 9,45±0,32 мкм, число бокаловидных кле­
ток 3,65±0,24% и М ЭЛ  2,97 =ь0,38%, а также 
количественного состава клеточных инфильтратов) 
мы получили результаты, аналогичные понятию 
"норма" в соответствии с данными литературы [8,9].

Т а б л и ц а  1
Показатели пролиферативной активности  
эпителиального пласта и стромы СОКБ в контрольной 
группе

Метод

Показатель
авторадиография 

с ЗН-тимидином (л=12)
иммуногистохимия 

с PCNA (г>=10)

р

ИМЯ эпителия 2,06±0,16 7,58±0,26 <0,001

ИМ эпителия 8,52±0,24 - -

ИМЯ стромы 1,12±0,43 3,67±0,48 <0,02

ИМ стромы 3,75±0,84 - -

П рим ечание. ИМЯ — индекс меченых ядер, ИМ — интенсивность 
метки — здесь и в таб.2 и 3; р — достоверность между показателями 
пролиферативной активности, выявленными методом авторадиогра­
фии и методом иммуногистохимии.

Рис.1. Больной Л., 18 лет, инородное тело нижнедолевого бронха 
правого легкого. Стенка хрящевого бронха: сохранный эпителий, уме­
ренная лимфоплазмоцитарная инфильтрация собственной пластинки. 
Клетки эпителия и стромы, выявленные методом иммуногистохимии 
с использованием МКА к антигену ядер пролиферирующих клеток 
(Proliferating Cell Nuclear Antigen, Cion 1 — PCNA). Окраска альциано- 
вым синим, азур-эозином. х 500.

В связи с этим мы расценили полученные показа­
тели пролиферации эпителия и стромы СОКБ этой 
группы лиц как нормальные.

В табл.1 представлены показатели пролифератив­
ной активности эпителиального пласта и стромы 
СОКБ в контрольной группе, исследованные мето­
дом авторадиографии с 3Н-тимидином и методом им­
муногистохимии с PCNA (рис.1).

При исследовании пролиферативной активности 
эпителия и стромы СОКБ было выявлено (см. 
табл.1), что индекс PCNA позитивных ядер был в 
3,7 и 3,3 раза выше (р<0,001 и р<0,02 соответствен­
но) индекса меченых ядер (ИМЯ) эпителия и стро­
мы, полученных при использовании метода авторади­
ографии с 3Н-тимидином.

Как было сказано выше, при изучении процессов 
пролиферации методом авторадиографии с ^Н-тими- 
дином, ИМЯ характеризует количество клеток, всту­
пивших в S-период, а при использовании метода им­
муногистохимии с PCNA, находящихся в Gq_, G r, 
G2-, S- и  М-периодах клеточного цикла.

Но метод авторадиографии с 3Н-тимидином поз­
воляет определять не только ИМЯ, но и интенсив­
ности метки (ИМ ) — показатель, который харак­
теризует скорость синтеза ДНК и выявляется 
опосредованно через число зерен серебра над ядром. 
Метод же иммуногистохимии не позволяет выявлять 
этот показатель.

Интенсивность синтеза ДНК определяют 2 основ­
ных фактора: скорость репликации ДНК по длине 
единицы репликации (репликону) и число реплико­
нов, участвующих в репродукции в течение изучае­
мого отрезка времени. Применяемый в авторадиогра­
фических исследованиях критерий интенсивности 
синтеза ДНК, а именно среднее число зерен серебра 
над ядром (ИМ), полностью учитывает влияние обо­
их факторов [1]. На основании изменения этого по­



Т а б л и ц а  2
Показатели пролиферативной активности эпителия и стромы СО КБ, выявленные методом авторадиографии  
с  3Н-тимидином у больных острой пневмонией в динамике болезни

Показатель
Острый период 

(л=24)
Период реконвале­

сценции (л=31)
Отдаленные 
сроки (л=12)

Контроль 
(п=12) Р1 Р2 Рз

ИМЯ эпит. 5,64±0,49 3,86±0,66 3,67±0,35 2,06±0,16 <0,001 >0,05 >0,05

ИМ эпит. 21,65±2,32 9,56±1,45 16,16±1,94 8,52±0,24 <0,001 <0,005 <0,005

ИМЯ стр. 3,16±0,32 2,41±0,40 1,83±0,26 1,12±0,43 <0,001 >0,05 >0,05

ИМ стр. 12,49±1,95 5,01±0,75 7,19±1,09 3,75±0,84 <0,001 <0,05 <0,05

П р и м ечан и е . р-\ — достоверность различий между показателями в остром периоде болезни и группы контроля, полученные методом 
авторадиографии; р2 — достоверность различий между показателями в периоде реконвалесценции и группы контроля, полученные методом 
авторадиографии; р3 — достоверность различий между показателями группы больных в отдаленные сроки и группы контроля, полученные 
методом авторадиографии.

казателя обычно судят о замедлении или ускорении 
прохождения клетками Б-периода, что и указывает 
на преимущество метода авторадиографии.

Согласно данным литературы, при патологических 
состояниях уровень пролиферативной активности 
клеток СОКБ изменяется [10,11]. Поэтому мы прове­
ли исследование особенностей регенерации клеток 
эпителия СОКБ у больных острой пневмонией в ди­
намике болезни, используя при этом оба метода.

Под наблюдением находились 73 больных острой 
пневмонией в возрасте от 17 до 24 лет (средний воз­
раст составил 19±0,11 года). В остром периоде бо­
лезни (до начала лечения) нами было обследовано 
24 больных, в периоде реконвалесценции (20-е сутки 
от начала лечения) — 31 и в отдаленные сроки по­
сле перенесенного заболевания (60-90 дней после 
окончания лечения) —  18 человек.

В табл.2 представлены показатели пролифератив­
ной активности эпителия и стромы СОКБ у больных 
острой пневмонией в динамике болезни в сравнении 
с группой контроля, полученные методом авторадио­
графии с 3Н-тимидином.

В остром периоде болезни (см. табл.2) мы наблю­
дали достоверное увеличение показателей пролифе­

ративной активности клеток эпителиального пласта 
и стромы. В периоде реконвалесценции показатели 
пролиферативной активности клеток снижались, но 
были выше показателей в контрольной группе. При 
этом достоверные отличия от показателей группы 
контроля имели только ИМ  эпителия и клеток стро­
мы. В отдаленные сроки после перенесенного забо­
левания при изучении активности процесса пролифе­
рации нами была выявлена дальнейшая тенденция к 
снижению ИМЯ в эпителии и клетках стромы СОКБ 
в сравнении с показателями контрольной группы. Но 
ИМ  эпителия и клеток стромы имела тенденцию к 
повышению в сравнении с периодом реконвалесцен­
ции и достоверное увеличение в сравнении с показа­
телем контрольной группы.

Следовательно, уровень пролиферативной актив­
ности эпителия (ИМЯ, ИМ ) имеет максимально вы­
сокие показатели в остром периоде болезни в срав­
нении с контролем и сопоставляемыми группами. В 
периоде реконвалесценции и в отдаленные сроки по­
сле перенесенной пневмонии наблюдается уменьше­
ние уровня пролиферативной активности (И М Я ) 
эпителия и стромы, но ИМ  как в периоде реконва­
лесценции, так и в отдаленные сроки имеет досто-

Т а б л и ц а  3
П оказатели пролиферативной активности эпителия пласта и стромы СО КБ, выявленные методом  
иммуногистохимии с РСЫА у больных острой пневмонией в динамике болезни

Показатель
Острый период Период реконвале­ Отдаленные Контроль

(л=15) сценции (/7=25) сроки (/7=8) (л=10) P̂ Р2 Рз

ИМЯ эпит. 15,7011,34 9,14±1,24 10,46±1,32 7,58±0,34 <0,001 >0,05 <0,05

ИМЯ стр. 12,12± 1,18 7,93±0,72 5,56±0,83 3,67±0,88 <0,001 <0,002 >0,05

П р и м ечан и е , рт — достоверность различий между показателями в остром периоде болезни и группы контроля, полученные методом 
иммуногистохимии; р2 — достоверность различий между показателями в периоде реконвалесценции и группы контроля, полученные методом 
иммуногистохимии; р3 — достоверность различий между показателями группы больных в отдаленные сроки и группы контроля, полученные 
методом иммуногистохимии.



Рис.2. Больной К., 19 лет. Очаговая пневмония нижней доли левого 
легкого, острый период болезни. Стенка хрящевого бронха: сохранный 
эпителий, увеличение числа бокаловидных клеток, умеренная лимфо- 
плазмоцитарная инфильтрация собственной пластинки. Увеличение ин­
декса PCNA-положительных ядер. Клетки эпителия и стромы, выявлен­
ные методом иммуногистохимии с использованием МКА к антигену 
ядер пролиферирующих клеток (Proliferating Cell Nuclear Antigen, Cion 1 
— PCNA). Окраска альциановым синим, азур-эозином. х 500.

верно более высокие показатели в сравнении с кон­
трольными цифрами.

В табл.З также представлены показатели проли­
феративной активности эпителия и стромы СОКБ у 
больных острой пневмонией в динамике болезни, но 
получены они при использовании метода иммуногис­
тохимии с PCNA.

В остром периоде болезни (см. табл.З) у больных 
острой пневмонией (рис.2) индекс PC N A-позитив­
ных клеток, как в эпителии, так и в строме СОКБ, 
максимально высокий в сравнении с сопоставимыми 
группами и достоверно выше показателей в кон-

Рис.З. Больной К., 19 лет. Очаговая пневмония нижней доли левого 
легкого, период ранней реконвалесценции. Стенко хрящевого брон­
ха: сохранный эпителий, увеличение числа бокаловидных клеток, уси­
ление лимфоплазмоцитарной инфильтрации собственной пластинки. 
Снижение индекса PCNA-положительных ядер. Клетки эпителия и 
стромы, выявленные методом иммуногистохимии с использованием 
МКА к антигену ядер пролиферирующих клеток (Proliferating Cell 
Nuclear Antigen, Cion 1 — PCNA). Окраска альциановым синим, азур- 
эозином. х 500.

Рис.4. Больной Ш., 21 год. Очаговая пневмония нижней доли правого 
легкого, отдаленный период после перенесенной болезни Стенка 
хрящевого бронха: сохранный эпителий, увеличенное число бокало­
видных клеток, интенсивная лимфоплазмоцитариая инфильтрация. 
Увеличение индекса РСЛ/А-положительных ядер. Клетки эпителия и 
стромы, выявленные методом иммуногистохимии с использованием 
МКА к антигену ядер пролиферирующих клеток (Proliferating Cell 
Nuclear Antigen, Cion 1 — PCNA). Окраска альциановым синим, азур- 
эозином. х 500.

трольной группе. В периоде реконвалесценции (рис.З) 
и в отдаленные сроки после перенесенного заболева­
ния (рис.4) данный индекс эпителия и стромы сни­
зился, но не достиг уровня контроля.

Определяя индекс мечения эпителия и стромы 
(рис.5) различными методами, мы выявили, что у 
больных острой пневмонией в остром периоде болез­
ни в СОКБ индекс РСА/’Л-положительных ядер эпи- 
телиоцитов в 3 раза, а ядер клеток стромы в 4 раза 
выше, чем при определении ИМЯ методом авторади­
ографии с 3Н-тимидином. Такая же закономерность 
наблюдалась и в периоде реконвалесценции, и в от­
даленные сроки после перенесенной острой пневмо­
нии, и в группе контроля. Более высокие цифры ин­
декса РСМЛ-положительных ядер клеток СОКБ 
подтверждают данные литературы, что с помощью 
PCNA  выявляются клетки, находящиеся не только в
S-периоде клеточного цикла.

Следовательно, при исследовании пролифератив­
ной активности эпителия и стромы СОКБ в норме и 
в динамике острой пневмонии методами авторадио­
графии с 3Н-тимидином и иммуногистохимии с PCNA  
мы получили достоверно высокий индекс PCNA-по­
ложительных ядер в сравнении с уровнем мечения, 
выявляемым методом авторадиографии с 3Н-тимиди- 
ном. При этом закономерности изменения уровня 
мечения эпителиальных и стромальных клеток сли­
зистой оболочки крупного бронха сохранялись неза­
висимо от используемого метода.

Таким образом, для изучения процессов клеточно­
го деления метод иммуногистохимии с применением



авторадиографии с 3Н-тимидином для получения бо­
лее полной характеристики процессов пролиферации 
эпителия и клеточного инфильтрата СОКБ в норме и 
при патологических состояниях.
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CYTOKINE SYSTEM IN NOSOCOMIAL PNEUMONIA PATIENTS 

B.I.Geltser, E.V.Markelova, E.V.Silich, I.V.Koryavchenkova, V.E.Krasnikov

S u mma r y

Investigation results of cytokine system in the patients with nosocomial pneumonia of different severity, eti­
ology and clinical forms are presented. The prevalent activation of Th2-lymphocytes determining the cellular 
immune deficiency in nosocomial pneumonia is displayed. A dynamic increase in IL-6, IL-8, IL-10 levels with 
simultaneous abrupt fall in IFNy level is a poor prognostic factor. The obtained results extend the knowledge of 
cytokine-mediated mechanisms of the lung injury.

Р е з ю м е

Представлены результаты исследований системы цитокинов у больных с нозокомиальными пневмониями 
разной степени тяжести и этиологии. Показана преимущественная активация ТЬ2-системы лимфоцитов, что

15 -

10 -

5 -

 1 1--1—  1
Норма Острый Период Отдаленные

период рековалесценции сроки

15 -1

10

Норма Острый Период Отдаленные
период рековалесценции сроки

PCNA 3Н-тимидин

Рис.5. Сравнительная характеристика индекса мечения ядер эпите­
лия (а) и стромы (6) слизистой оболочки крупных бронхов, выявляе­
мого методом авторадиографии с 3Н-тимидином и методом иммуно­
гистохимии с РСИА.

антител к ядерному антигену пролиферирующих кле­
ток может быть использован совместно с методом


