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Проведено комплексное иммуногистохимическое и радиоизотопное изучение пролиферации тимоцитов самцов 
крыс Вистар, развивавшихся в условиях антенатального и постнатального воздействия низких доз эндокринного 
дисраптора дихлордифенилтрихлорэтана, в различные периоды постнатального онтогенеза. Установлено, что про-
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Воздействие эндокринных дисрапторов на 
развивающийся организм  – глобальная про-
блема современной медицины, обусловлен-

ная в первую очередь масштабностью воздей-
ствия этих соединений и высокими рисками для 
здоровья населения, так как дисрапторы изменя-
ют не только функцию желез внутренней секре-
ции, но и влияют на морфогенетические процес-
сы в организме [1, 2]. Воздействие дисрапторов 
во внутриутробном периоде способно приводить 
к нарушению развития органов, закреплению этих 
изменений в геноме и передаче их по наследству 
[3]. Несомненно, что воздействие эндокринных 
дисрапторов вносит немалый вклад в увеличение 
заболеваемости, в том числе за счет нарушений 
функционирования органов иммунной защиты 
[4, 5]. Среди эндокринных дисрапторов одно из 
первых мест по распространенности занимает 
дихлордифенилтрихлорэтан (ДДТ)  – пестицид, 
широко использовавшийся в сельском хозяйстве 
в прошлом и активно применяемый и в настоящее 
время в борьбе с трансмиссивными заболевани-
ями, что обусловливает его постоянное низкодо-
зовое воздействие на население планеты [6]. ДДТ 
проникает через гистогематические барьеры, в 
том числе и плацентарный барьер, а также экскре-
тируется с молоком, что делает уязвимым для его 
действия антенатальный и ранние этапы постна-
тального развития организма [4]. В предыдущих 
работах мы выявили способность низкодозового 
воздействия ДДТ нарушать функционирование 
щитовидной и надпочечных желез, а также изме-
нять гистофизиологию органов иммунной систе-
мы [7, 8, 9]. Тимус является центральным звеном 
иммунной защиты организма. Его формирование 
и функционирование на ранних этапах онтогенеза 
обусловливает параметры развития перифериче-
ских органов лимфоидной системы, таких как се-
лезенка, лимфатические узлы, лимфоидные об-
разования желудочно-кишечного тракта и др. 

Целью настоящего исследования было изучение 
пролиферативных процессов в тимусе крыс, разви-
вавшихся в условиях антенатального и постнатально-
го воздействия низких доз ДДТ. 

Материал и методы. Объектом исследования 
было мужское потомство (n=51) самок крыс Вистар, 
потреблявших вместо питьевой воды водный раствор 
о,п,-ДДТ («Sigma-Aldrich», США) с момента ссажива-
ния с самцами в течение всей беременности и периода 
лактации. Затем потомство было переведено на само-
стоятельное вскармливание с заменой питьевой воды 
на аналогичный раствор ДДТ. Потребление ДДТ бере-
менными самками составляло 2,70±0,19  мкг/кг/сут, 
во время лактации  – 2,47±0,11 мкг/кг/сут, самосто-
ятельное потребление потомством  – 2,90±0,13  мкг/
кг/сут, что соответствует фоновому воздействию 
ДДТ на организм путем потребления его с пищевы-
ми продуктами [10]. В качестве контрольной группы 
(n=36) использовали мужское потомство интактных 
самок. Животных выводили из эксперимента передо-
зировкой золетила («Virbac Sante Animale», Франция) 
в различные этапы постнатального онтогенеза: но-
ворожденности (1-е  сутки), подсосном (7-е сутки) и 
пубертатном (42-е  сутки). Тимэктомию производили 
в стерильных условиях. Определяли массу органа с 
помощью аналитических весов. Одну долю тимуса ис-
пользовали для определения пролиферации тимоци-
тов ex tempore по известной методике [11]. Для этого 
долю тимуса гомогенизировали в охлажденной сре-
де RPMI 1640 стеклянным гомогенизатором. После 
освобождения от фрагментов ткани и многократной 
отмывки путем центрифугирования подсчитывали ко-
личество клеток в камере Горяева и определяли про-
цент погибших клеток по методу Шрека. 2х105 клеток 
вносили в лунки планшета для определения 4-часо-
вой пролиферации, добавляли 3Н-тимидин (1мкКи/
лунку). Включение меченого тимидина определяли на 
β-счетчике («LKB» Швеция).

Вторую долю тимуса фиксировали в растворе  
Буена. После гистологической проводки изготавлива-

лиферация тимоцитов у новорожденных крыс и крыс в подсосном периоде ниже контрольных значений. К периоду 
полового созревания естественные темпы снижения пролиферативной активности становятся менее выраженными, 
вследствие чего пролиферативные процессы в паренхиме тимуса протекают более активно, что свидетельствует об 
изменении программы постнатального развития органа эндокринным дисраптором.

Ключевые слова: тимус, эндокринный дисраптор, ДДТ, пролиферация

A comprehensive immunohistochemical and radioisotope study of the proliferation of thymocytes in male Wistar rats that 
developed under the conditions of antenatal and postnatal exposure to low doses of dichlorodiphenyl trichloroethane endo-
crine disruptor was carried out at different periods of postnatal ontogenesis. It was found that the proliferation of thymocytes 
in newborn rats and rats in the suction period is lower than the control values. By puberty, the natural rate of decrease in 
proliferative activity becomes less pronounced, as a result of which proliferative processes in the thymus parenchyma pro-
ceed more actively, which indicates a change in the program of postnatal organ development by the endocrine disruptor. 

Keywords: thymus, endocrine disrupter, DDT, proliferation

Для цитирования: Яглова Н. В., Цомартова Э. С., Обернихин С. С., Назимова С. В., Яглов В. В., Черешне- 
ва Е. В., Иванова М. Ю., Кузнецов С. Л. ИзменениЕ пролиферативных процессов в тимусе крыс, подвер-
гавшихся АНТЕнатальному и постнатальному воздействию эндокринного дисраптора дихлорди-
фенилтрихлорэтана. Медицинский вестник Северного Кавказа. 2019;14(4):676-681. 				  
DOI – https://doi.org/10.14300/mnnc.2019.14167

For citation: Yaglova N. V., Tsomartova E. S., Obernikhin S. S., Nazimova S. V., Yaglov V. V., Chereshneva E. V., Iva-
nova M. Yu., Kuznetsov S. L. CHANGE IN PROLIFERATIVE PROCESSES IN THYMUS OF RATS AFFECTED BY ANTENA-
TAL AND POSTNATAL INFLUENCE OF THE DICHLORODIPHENYLTRICHLORETHANE ENDOCRINE DISRAPTOR. Medical  
News of North Caucasus. 2019;14(4):676-681. DOI – https://doi.org/10.14300/mnnc.2019.14167 (In Russ.)

ДДТ – дихлордифенилтрихлорэтан



678

original research
Experimental medicine

Оригинальные исследования
Экспериментальная медицина

ли парафиновые блоки. Срезы монтировали на стекла 
с адгезивным покрытием «Menzel Superfrost» («Био-
витрум», Россия). Изучение пролиферации в тимусе 
производили методом иммуногистохимии с исполь-
зованием антител к Ki-67 («Cell Marque», США) и набо-
ра для визуализации «UltraVision LP Detection System» 
(«ThermoScientific», США). Оценку пролиферации в 
препаратах проводили с помощью морфометриче-
ской программы «ImageScope» («Leica Microsystems», 
Германия). Определяли ширину субкапсулярно-
го слоя Ki-67-позитивных лимфобластов, процент  
Ki-67-позитивных тимоцитов в более глубоких слоях 
коркового вещества, а также в мозговом веществе.

Эксперимент выполнен в соответствии с «Между-
народными рекомендациями по проведению медико-
биологических исследований с использованием жи-
вотных» (1985), правилами лабораторной практики в 
Российской Федерации (приказ МЗ РФ от 19.06.2003 
№ 267) и законом «О защите животных от жестокого 
обращения» от 01.12.1999, с правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных жи-
вотных, утвержденными приказом Минздрава СССР 
№  577 от 12.08.1977, положительным заключением 
этического комитета НИИ морфологии человека.

Статистический анализ проводили с помощью 
программы «Statistica 7.0» («Statsoft», США). Цен-
тральные тенденции и рассеяние признаков вслед-
ствие соответствия их типа распределения нор-
мальному описывали средним значением и ошибкой 
среднего значения (М±m). Сравнение независимых 
групп проводили с помощью t-критерия Стьюдента с 
учетом значений критерия Левена о равенстве дис-
персий и χ2. Критическим уровнем статистической 
значимости считали р<0,05.

Результаты и обсуждение. Масса тимуса крыс 
контрольной группы значительно увеличилась от пер-
вых суток постнатального развития до пубертатного 
периода. Аналогичная динамика выявлена у крыс, 
развивавшихся в условиях воздействия эндокринно-
го дисраптора (рис. 1). Статистически значимых раз-
личий в массе органа у контрольной и опытной групп 
не выявлено, но в пубертатном периоде у животных, 
подвергавшихся воздействию низких доз ДДТ, отме-
чено небольшое превышение контрольных значений.

Рис. 1. Изменение массы тимуса в постнатальном развитии 
крыс контрольной группы и развивавшихся в условиях 

воздействия низких доз ДДТ.
Примечание: ^ – статистически значимые отличия  

от предыдущего срока исследования

Изучение гистотопографии пролиферативных 
процессов выявило большое количество Ki-67-по- 
зитивных тимоцитов у новорожденных крыс кон-
трольной группы в корковом веществе, особенно его 
наружной части, представленной субкапсулярно рас-

положенными лимфобластами (рис. 2, а). Под суб-
капсулярным слоем Ki-67-позитивные лимфоциты 
располагались диффузно, но их численность умень-
шалась по мере удаления от наружной части корко-
вого вещества в его более глубокие участки (рис. 2, 
б). В мозговом веществе также были обнаружены  
Ki-67-позитивные лимфоциты. Их процент был ана-
логичен таковому в глубоких участках коркового ве-
щества (рис. 2, в).

а

б

в

Рис. 2. Гистотопографическое определение интенсивности 
пролиферативных процессов в тимусе крыс:

а – ширина субкапсулярного слоя Ki-67-позитивных 
лимфобластов; б – процент Ki-67-позитивных тимоцитов 
в глубоких слоях коркового вещества; в – процент Ki-67-

позитивных тимоцитов в глубоких слоях  
мозгового вещества

У новорожденных крыс, развивавшихся при воз-
действии низких доз ДДТ, под капсулой обнаружи-
валось безэпителиальное пространство, в котором 
встречались единичные Ki-67-позитивные лимфоци-
ты. Под безэпителиальным пространством распола-
гался слой Ki-67-позитивных лимфобластов, шири-
на которого не отличалась от значений контрольной 
группы (рис. 2, а). В более глубоких слоях коркового 
вещества также встречались Ki-67-позитивные лим-
фоциты. Их численность была меньше, чем в кон-
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трольной группе, но эти отличия не были статисти-
чески значимыми (рис. 2, б). В мозговом веществе 
процент Ki-67-позитивных лимфоцитов был аналоги-
чен соответствующему значению в корковом веще-
стве. Но в отличие от коркового вещества он был ста-
тистически значимо ниже соответствующих значений 
контрольной группы (рис. 2, в). 

У новорожденных крыс контрольной группы вы-
явлены высокие значения пролиферации ex tempore 
клеток тимуса. У новорожденных крыс, развивавших-
ся при низкодозовом воздействии ДДТ, пролифера-
ция была ниже контрольных значений (рис. 3).

У 7-дневных крыс контрольной группы, находящих-
ся на молочном вскармливании, отмечено двукратное 
уменьшение ширины слоя делящихся лимфобластов 
по сравнению с первыми сутками после рождения 
(рис. 2, а). В обнаруживаемых безэпителиальных про-
странствах также встречались делящиеся лимфо-
циты. Численность Ki-67-позитивных лимфоцитов в 
глубоких слоях коркового вещества была больше, чем 
у новорожденных, но эти различия не достигли стати-
стической значимости (рис. 2, б). Аналогичные изме-
нения выявлены и в мозговом веществе (рис. 2, в).

У крыс, развивавшихся при воздействии эндо-
кринного дисраптора, в подсосном периоде ши-
рина слоя субкапсулярно расположенных Ki-67-
позитивных лимфобластов уменьшилась на треть по 
сравнению с новорожденными и не имела отличий от 
соответствующих контрольных значений (рис. 2, а).  
В безэпителиальных пространствах делящиеся лим-
фоциты встречались крайне редко. Под слоем лимфо-
бластов диффузно располагались Ki-67-позитивные 
клетки, численность которых не изменялась по срав-
нению с предыдущим периодом. В мозговом веще-
стве выявлено 1,5-кратное увеличение численности 
делящихся лимфоцитов, чего не наблюдалось у жи-
вотных в контроле. При сравнении с показателями 
контрольной группы аналогичного возраста выявлено 
уменьшение процента Ki-67-позитивных лимфоцитов 
в корковом и мозговом веществе (рис. 2, б, в). 

В подсосном периоде у крыс контрольной группы 
значения пролиферации ex tempore уменьшились. 
Аналогичные изменения наблюдались и у крыс 
экспериментальной группы. Но пролиферация клеток 
тимуса у крыс, развивавшихся при воздействии 
эндокринного дисраптора, была значительно меньше 
возрастного контроля (рис. 3).

В периоде полового созревания у крыс контроль-
ной группы выявлено значительно меньшее число  
Ki-67-позитивных лимфоцитов в тимусе. По срав-
нению с подсосным периодом исследования ши-
рина субкапсулярного слоя делящихся лимфо-
бластов уменьшилась на треть (рис. 2, а). Доля  
Ki-67-позитивных лимфоцитов в более глубоких сло-
ях коркового вещества уменьшилась вдвое, а в моз-
говом веществе – вчетверо (рис. 2, б, в).

У крыс, развивавшихся при воздействии низких 
доз ДДТ, ширина слоя делящихся лимфобластов так-
же уменьшилась на треть по сравнению с предыду-
щим возрастным периодом, превышение контроль-
ных значений на данном этапе стало статистически 
значимым (рис. 2, а). Процент Ki-67-позитивных лим-
фоцитов в более глубоких слоях коркового вещества 
был значительно больше контрольных значений. 
Также в отличие от контрольной группы уменьше-
ния значений этого показателя по сравнению с пре-
дыдущим сроком исследования не наблюдалось  
(рис. 2, б). В мозговом веществе процент Ki-67-
позитивных лимфоцитов уменьшился менее чем в два 
раза по сравнению с подсосным периодом, а по срав-

нению с контрольной группой аналогичного возраста 
этот показатель был в полтора раза больше (рис. 2, в).

В пубертатном периоде пролиферация ex tempore 
клеток тимуса крыс контрольной группы имела более 
низкие значения, чем в подсосном возрасте. У крыс, 
развивавшихся при воздействии эндокринного дис-
раптора, этот показатель не изменялся, вследствие 
чего он сравнялся со значениями контрольной группы 
аналогичного возраста (рис. 3).

Рис. 3. Изменение пролиферации ex tempore тимоцитов  
в постнатальном развитии крыс контрольной группы  

и развивавшихся в условиях воздействия низких доз ДДТ.
Примечание: * – статистически значимые отличия 
от контрольной группы; ^ – от предыдущего срока 

исследования

Результаты иммуногистохимического выявления 
делящихся тимоцитов по экспрессии маркера Ki-67 
показали, что пролиферативные процессы проис-
ходили и в корковом и мозговом веществе тиму-
са. Наиболее активно пролиферировали тимоциты 
субкапсулярного слоя. В глубоких слоях коркового 
вещества делящиеся тимоциты встречались реже. 
Эти гистотопографические особенности пролифе-
ративных процессов были характерны как для живот-
ных контрольной группы, так и для развивавшихся в 
условиях воздействия эндокринного дисраптора и 
изменялись в постнатальном развитии в основном 
по количественным показателям. Динамика шири-
ны субкапсулярного слоя лимфобластов и процен-
та Ki-67-позитивных тимоцитов в мозговом веще-
стве характеризовалась уменьшением значений с 
возрастом и у контрольных, и у опытных животных.  
Но особенностью последних было отсутствие воз-
растной динамики числа Ki-67-позитивных тимоци-
тов в корковом веществе. Определение пролифера-
ции ex tempore, позволяющей оценить интенсивность 
деления клеток в режиме реального времени, показа-
ло закономерное снижение числа делящихся тимоци-
тов по мере развития органа в контрольной и опытной 
группах. Но в каждом из возрастных периодов были 
выявлены особенности, свидетельствующие об из-
менениях процессов пролиферации тимоцитов крыс, 
подвергавшихся пренатальному и постнатальному 
воздействию дисраптора. 

У новорожденных крыс, развивавшихся в услови-
ях воздействия эндокринного дисраптора, выявлены 
меньшая интенсивность пролиферации тимоцитов в 
мозговом веществе и меньшие значение пролифера-
ции ex tempore. В подсосном периоде эти отличия со-
хранялись, и снижение пролиферации ex tempore ста-
ло более выраженным, так как уменьшение процента 
делящихся тимоцитов наблюдалось уже не только в 
мозговом, но и корковом веществе. Ширина слоя лим-
фобластов не была аналогична контрольным значени-
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ям, но, в отличие от животных контрольной группы, у 
новорожденных он находился под широким безэпите-
лиальным пространством, которое в контроле сфор-
мировалось позже и в котором пролиферация клеток 
была низкой. У животных, развивавшихся в условиях 
воздействия эндокринного дисраптора, в подсосном 
периоде снижение пролиферации происходило бы-
стрее, чем у контрольных животных, а к пубертатному 
периоду динамика отсутствовала, и показатели про-
лиферации ex tempore не отличались от контрольных 
значений, то есть была нарушена программа пост-
натального морфогенеза. Превышение контрольных 
значений по таким показателям, как толщина слоя 
лимфобластов, содержание делящихся клеток в кор-
ковом и мозговом веществе, а также небольшое уве-
личение массы органа наиболее вероятно связаны с 
переходом большего числа клеток из синтетической 
фазы клеточного цикла, в которой клетки активно 
включают тимидиновую метку, в премитотическую. 
Результаты исследования показывают, что прена-
тальное и постнатальное воздействие дисраптора 
замедляет темпы развития тимуса. Сохранение высо-
кой пролиферативной активности может приводить к 
замедлению процессов дифференцировки Т-клеток. 
В свою очередь, это указывает на изменение транс-
крипционной регуляции морфогенеза, что может быть 
следствием как нарушения сигналинга гормонов,  

обусловленного дисрапторным действием на функ-
ционирование эндокринной системы, так и возникать 
вследствие изменения метилирования ДНК [12]. Это 
отличает животных, развивавшихся в условиях воз-
действия дисраптора, от подвергавшихся аналогич-
ному низкодозовому воздействию в половозрелом 
возрасте, так как у последних происходило повыше-
ние пролиферации ex tempore в ответ на активацию 
апоптоза и еe последующее ингибирование, обусло-
вившее ускоренную инволюцию тимуса [9, 13].

Заключение. Развитие организма в условиях по-
стоянного воздействия эндокринного дисраптора 
как в антенатальном, так и в постнатальном перио-
дах влияет на интенсивность пролиферативных про-
цессов в тимусе крыс. Наибольшие изменения про-
лиферации тимоцитов наблюдаются в глубоких слоях 
коркового вещества. К периоду полового созревания 
отмечается замедление темпов снижения пролифе-
ративной активности, что связано с большим содер-
жанием лимфобластов в субкапсулярном слое кор-
кового вещества и делящихся тимоцитов в глубоких 
слоях коркового вещества. Полученные данные ука-
зывают на потенциальный риск изменений формиро-
вания периферических лимфоидных органов и функ-
ционирования иммунной защиты.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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IMMUNohiSTOCHEMICAL EVALUATION OF CHANGES IN PERIODONTAL 
TISSUES IN EXPERIMENTAL ANIMALS WITH BONE SKELETON OSTEOPOROSIS
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Изложены результаты исследований по разработке модели остеопороза у экспериментальных животных с по-
следующим анализом картины иммунного ответа тканей пародонта через 90 и 180 суток после начала формиро-
вания модели. Результаты исследования показали, что уменьшение числа ЕК-клеток в сочетании с увеличением 
Т-клеточной популяции (CD3+, CD4+, CD8+) отражает усиленный иммунный ответ в условиях повышенной антиген-
ной нагрузки при остеопорозе. При этом количественные показатели В-клеток, как показали проведенные исследо-
вания, остаются без изменений.

Ключевые слова: остеопороз, пародонтит, иммунный ответ, эксперимент

The materials of the article contain data on the development of a model of osteoporosis in experimental animals, followed 
by a detailed description of the immune response of periodontal tissues 90 and 180 days after the beginning of the model 
formation. The results of the study showed that the decrease in the number of EC cells in combination with an increase in the 
T-cell population (CD3+, CD4+, CD8+) reflects an enhanced immune response in conditions of increased antigenic load in 
osteoporosis. At the same time, the quantitative indicators of B cells, as shown by the studies, remain unchanged.
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