
52 5’2020

торой существенно повышается трудоемкость исследо-

вания, что временами провоцирует врача принять же-

лаемое за действительное. То, что купол слепой кишки 

на момент проведения колоноскопии интубировать не 

представлялось возможным, достоверно доказывают 

интраоперационные данные и результат патологоана-

томического исследования операционного препарата 

правой половины толстой кишки.

На основании изложенной информации можно 

сделать вывод, что своевременная диагностика даже 

развитых раковых опухолей толстой кишки еще далека 

от совершенства. Для исправления ситуации к лучше-

му необходимо регулярно повышать настороженность 

врачей первичного звена в отношении колоректальных 

новообразований, а также обеспечить на постоянной 

основе проведение тематических курсов повышения 

квалификации по своевременной диагностике КРР для 

врачей различных специальностей.

* * *

Авторы сообщают об отсутствии 

каких-либо конфликтов интересов.
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Цель. Изучить показатели пролиферации и апоптоза эпителиальных кле-

ток слизистой оболочки желудка у коренных жителей Республики Тыва с 

Helicobacter pylori (Hp)-позитивной язвенной болезнью двенадцатиперст-

ной кишки.

Методы. В Республике Тыва во время клинико-эпидемиологического ис-

следования иммуногистохимическое исследование эпителиоцитов слизи-

стой оболочки желудка с определением маркеров пролиферации (Ki-67 

и PCNA) и апоптоза (bcl-2 и p53) было выполнено 32 тувинцам (15 мужчин 

и 17 женщин, средний возраст 47,7 года) с Hp-позитивной язвенной болез-

нью двенадцатиперстной кишки (ЯБДПК) и 24 Hp-позитивным тувинцам 

(12 мужчин и 12 женщин, средний возраст 46,4 года) без язвенной болезни. 

Результаты. Индексы апоптоза (bcl-2 и p53) не имели существенных от-

личий при сравнении больных ЯБДПК и контрольной группы. Маркеры 

пролиферации эпителиоцитов (Ki-67 и PCNA) и регуляторные коэффици-

енты (показатели пролиферации / показатели апоптоза) были значительно 

более высокими у пациентов с ЯБДПК в сравнении с лицами без язвенной 

болезни.

Заключение. Среди коренных жителей Республики Тыва наблюдается 

сдвиг пролиферативно-апоптотических взаимоотношений эпителиоцитов 

желудка в сторону увеличения активности пролиферации у пациентов с 

Нp-ассоциированной ЯБДПК в сравнении с лицами без язвенной болезни, 

имеющими инфекцию Нp.

Ключевые слова: гастроэнтерология, апоптоз, пролиферация, язвенная 

болезнь, Helicobacter pylori.
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Изучению различных аспектов заболеваний же-

лудка и двенадцатиперстной кишки (ДПК) в по-

следние годы уделяется большое внимание [1, 2]. Не 

вызывает сомнений патогенная роль Helicobacter pylori 

(Hp) [3] и других бактерий [4] в развитии гастрита и яз-

венной болезни [5]. Однако до сих пор конкретные ме-

ханизмы ульцерогенеза полностью не исследованы [6]. 

Можно предполагать, что изучение клеточного обнов-

ления в слизистой оболочке желудка создаст новые 

перспективы для понимания патогенеза Hp-

ассоциированных заболеваний [7, 8].

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для определения показателей пролиферации и 

апоптоза эпителиоцитов желудка у взрослых пациен-

тов в п. Сарыг-Сеп Каа-Хемского района Республики 

Тыва была проведена фиброэзофагогастродуоденоско-

пия (ФЭГДС) с забором биопсий из антрального отде-

ла и тела желудка у 56 тувинцев. Среди обследованных 

лиц 32 человека имели Hp-позитивную язвенную бо-

лезнь двенадцатиперстной кишки (ЯБДПК), которые 

составили основную группу (15 мужчин и 17 женщин, 

средний возраст – 47,7 года). 24 Hp-позитивных лиц без 

язвенной болезни сформировали контрольную группу 

(12 мужчин и 12 женщин, средний возраст – 46,4 года).

Hp определяли всем 56 пациентам двумя методами: 

морфологическим (в биоптатах из антрального отдела 

желудка после окраски по Гимзе и световой микроско-

пии) и уреазным (в биоптатах из антрального отдела же-

лудка при помощи реактива, приготовленного по про-

писи: мочевина – 2 г, фенол-рот – 0,5% – 10 мл, азид 

Na – 20 мг в 100 мл 0,01 М фосфатного буфера рН=5,5).

Определение маркеров пролиферации и апопто-

за осуществлялось иммуногистохимическим методом. 

Забор биоптатов производился в 10% забуференный 

формалин по Лилли. Обработка биоматериала выпол-

нялась по стандартным гистологическим методикам 

с заливкой в парафин. Парафиновые срезы толщиной 

5–7 мкм были посажены методом флотации на пред-

метные стекла, обработанные полизином (Thermo 

Scientific). Демаскировка антигенов производилась при 

температуре 95°С в течение 20 мин в термостатируемой 

водяной бане WB-4MS (BioSan, Латвия) с трис-ЭДТА 

(трис + этилендиаминтетрауксусная кислота) буфером 

рН 9,0 (Dako, Дания) после депарафинизации в кси-

лоле с последующей обработкой 3% перекисью водо-

рода. Далее на срезы наносились разведенные антитела 

маркеров пролиферации – Ki-67 (Clone: MIB-1, 1:25) 

и PCNA (Clone: РС10, 1:200); и апоптоза – bcl-2 (Clone: 

124, 1:50) и p53 (Clone: DO-7, 1:25) производства фирмы 

Dako, Дания. Срезы выдерживались 30 мин во влажной 

камере при комнатной температуре. Стекла отмыва-

лись в нескольких растворах промывочного буфера 

(Dako, Дания). Далее на срезы наносилась система ви-

зуализации EnVision Detection Systems Peroxidase/DAB 

(Dako, Дания) в соответствии с протоколом производи-

теля. Докраска гистологических структур осуществля-

лась с использованием гематоксилина с последующим 

закрытием гистологических препаратов монтирую-

щей жидкостью. Препараты оценивались с помощью 

микроскопа Olympus CX 41 (Япония) с системой визу-

ализации «БВО-3». Основным рабочим увеличением 

являлось ×400. Индекс апоптоза измерялся в процентах 

с использованием стереометрической сетки Г.Г. Автан-

дилова, вмонтированной в окуляр микроскопа в 10 слу-

чайных полях зрения в препарате для каждого пациента 

и был равен доле клеток и ядер с признаками апоптоза 

от общего количества клеток. Планиметрическое обо-

рудование тестировалось по объект-микрометру.

В соответствии со ст. 24 Конституции РФ и Хель-

синкской Декларацией о проведении научных исследо-

ваний все обследованные были ознакомлены с целями, 

методами и возможными осложнениями в ходе иссле-

дований и подписали информированное согласие на 

участие в обследованиях.

Статистический анализ данных производился с 

использованием программной версии MS Exel 2000 и 

Statistica for Windows, версия 6.0 (StatSoft Inc., США). 

Результаты исследования показателей, выражающих 

количественные характеристики, представлены меди-

аной (Ме) и интерквартильным интервалом (С
25

–С
75

). 

Достоверность различий количественных признаков 

анализировалась с помощью критерия Манна–Уитни 

при межгрупповом анализе и критерия Уилкоксона при 

анализе показателей в рамках одной исследуемой груп-

пы. Критический уровень значимости при проверки 

статистических гипотез принимался равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Процессы пролиферации регулируют циклины, 

к которым относятся маркеры Ki-67 и PCNA. Ki-67 – 

ядерный белок, присутствующий в пролиферирующих 

клетках на разных фазах клеточного цикла и отсутству-

ющий в покоящихся клетках. Его максимум определя-

ется в середине клеточного цикла и на этапе митоза [9]. 

PCNA – пролиферирующий клеточный ядерный анти-

ген, является кофактором дельта ДНК-полимеразы и 

участвует в репликации ДНК. Синтез PCNA достига-

ет пиковых значений в S-фазе клеточного цикла и не 

обнаруживается в покоящихся клетках. Синтетическая 

фаза клеточного цикла является необратимой, вслед-

ствие чего по количеству клеток, вступивших в эту фазу, 

можно говорить о том, сколько клеток в будущем всту-

пит в фазу митоза [10].

Апоптоз – запрограммированная гибель клеток, 

которая регулирует численность клеток. В регуляции 

апоптоза принимает участие большое количество фак-

торов. Белок p53 (проапоптотический) – это транс-

крипционный фактор, регулирующий клеточный цикл. 

Он активируется при повреждениях генетического ап-

парата, а также при стимулах, которые могут привести 

к подобным повреждениям, или являются сигналом 
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о неблагоприятном состоянии клетки (стрессовом со-

стоянии). Белок p53 задерживает клеточный цикл в 

фазе G1/S и G2/М, что позволяет запустить репарацию 

ДНК и (или) пустить клетки по пути апоптоза. Поэто-

му активация данного белка во многом обусловливает 

апоптотические процессы [11]. Белок bcl-2 (антиапоп-

тотический) подавляет апоптоз во многих клеточных 

системах, контролируя проницаемость митохондри-

альной мембраны и ингибируя каспазы. Экспрессия 

гена bcl-2 предохраняет стволовые клетки от апоптоза, 

вызванного дефицитом факторов роста в любой из фаз 

клеточного цикла, что приводит к нарушению процесса 

физиологической регенерации [12].

Индексы апоптоза (bcl-2 и p53) не имели суще-

ственных отличий при сравнении больных ЯБДПК и 

здоровых лиц (табл. 1). Показатели, характеризующие 

пролиферацию эпителиоцитов (Ki-67 и PCNA), были 

значительно более высокими у пациентов с ЯБДПК в 

сравнении со здоровыми лицами (см. табл. 1). Получен-

ные данные говорят о том, что при язвенной болезни 

активизируются пролиферативные процессы.

В итоге регуляторные коэффициенты (показатели 

пролиферации / показатели апоптоза) были значитель-

но более высокими у больных ЯБДПК в сравнении со 

здоровыми лицами. Соотношение bcl2/p53 у пациентов 

с ЯБДПК и контрольных лиц не имело достоверных 

отличий (табл. 2). Полученная информация позволяет 

считать, что в изученной популяции коренных жителей 

Республики Тыва при ЯБДПК происходит сдвиг проли-

феративно-апоптотических взаимоотношений в сторо-

ну увеличения активности пролиферации.

Известно, что нарушение клеточного обновления 

является основным механизмом структурных измене-

ний в слизистой оболочке желудка. У многоклеточных 

организмов гомеостаз поддерживается балансом между 

пролиферацией и апоптозом. Сдвиг этого баланса в сто-

рону апоптоза увеличивает вероятность атрофии и по-

вреждения тканей, активация пролиферации увеличи-

вает вероятность развития 

неопластических процессов 

[13]. Ранее японские авторы 

K. Kohda и соавт. продемон-

стрировали увеличение по-

казателей апоптоза у паци-

ентов с ЯБДПК в сравнении 

со здоровыми лицами [14]. 

В нашей работе, выпол-

ненной в Хакасии, мы об-

наружили аналогичные ре-

зультаты, заключавшиеся в 

значительном возрастании 

апоптоза у лиц с ЯБДПК. 

Показатели пролиферации 

были недостоверно более 

высокими у пациентов с 

ЯБДПК в сравнении с лица-

ми без язвенных дефектов в 

обеих популяциях [15].

Существует дискуссия 

по поводу направления 

клеточного обновления 

при Нp-ассоциированных 

заболеваниях. Например, 

S. Moss и соавт. показали, 

что CagA штаммы Нp сти-

мулируют апоптоз эпители-

оцитов в слизистой оболоч-

ке желудка [16]. Но R. Peek 

и соавт., выполнившие ра-

боту в той же лаборато-

рии, сообщили, что CagA 

штаммы Нp увеличивают 

пролиферацию и угнета-

ют апоптоз эпителиоцитов 

в слизистой оболочке же-

Таблица 1
Индесы апоптоза эпителиоцитов желудка у пациентов 

с ЯБДПК в сравнении с лицами без эрозий и язв

Table 1
Indices of gastric epithelial cell apoptosis in patients

 with DU compared to those without erosions and ulcers

Пациенты Отдел 
желудка

Индексы апоптоза,%, Me (С25–С75)

p53 bcl2 Ki67 PCNA

Пациенты 
с ЯБДПК

Антрум (n=32) 2,3 (2,1–2,8) 2,8 (2,7–3,1) 6,2 (4,0–7,8) 8,3 (7,8–9,9)

Тело (n=32) 2,2 (2,0–2,4) 2,5 (2,2–2,6) 5,9 (5,0–7,5) 8,5 (8,0–10,4)

Лица без язвен-
ной болезни

Антрум (n=24) 2,6 (2,1–3,0) 3,2 (2,9–4,0) 5,0 (3,7–6,1) 6,0 (5,1–7,4)

Тело (n=24) 2,2 (1,8–2,8) 2,9 (2,7–3,2) 4,1(3,4–5 ,2) 7,0 (5,6–7,6)

p1–3 0,4 0,16 0,04 0,01

p2–4 0,8 0,13 0,01 0,02

Примечание. Здесь и в табл. 2: достоверность различий показателей вычислена при помощи критериев Манна–
Уитни и Уилкоксона.

Таблица 2
Пролиферативно-апоптотические взаимоотношения в слизистой оболочке желудка 

у пациентов с ЯБДПК в сравнении с лицами без эрозий и язв

Table 2 
Gastric epithelial cell proliferative-apoptotic relationships in patients 

with DU compared to those without erosions and ulcers

Пациенты Отдел 
желудка

Индексы апоптоза, Me (С25–С75)

bcl2/p53 Ki67/p53 Ki67/bcl2 PCNA/p53 PCNA/bcl2

Пациенты 
с ЯБДПК

Антрум (n=32) 1,2 (1,1–1,5) 2,7 (1,9–3,4) 2,2 (1,0–2,9) 3,8 (3,0–4,3) 3,1 (2,5–3,5)

Тело (n=32) 1,1 (1,1–1,4) 3,3 (2,5–3,4) 2,3 (2,3–3,0) 3,9 (3,6–4,7) 3,3 (3,2–4,7)

Лица без язвен-
ной болезни

Антрум (n=24) 1,3 (1,1–1,6) 2,1 (1,1–2,7) 1,3 (1,0–1,9) 2,5 (1,7–3,0) 1,9 (1,5–2,1)

Тело (n=24) 1,4 (1,0–1,6) 2,3 (1,4–2,4) 1,5 (1,3–1,9) 3,0 (2,6–4,1) 2,4 (2,0–2,7)

p1–3 0,7 0,03 0,004 0,002 <0,001

p2–4 0,1 0,01 0,02 0,03 0,006
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из практики

лудка [17]. При сопоставлении данных S. Moss и соавт. 

и R. Peek и соавт. обращает внимание, что они иссле-

довали представителей разных этнических групп, что, 

вероятно, имеет решающее значение. В наших преды-

дущих работах, выполненных на различных сибирских 

популяциях монголоидов, мы продемонстрировали 

выраженные колебания распространенности язвенной 

болезни и заболеваемости раком желудка у эвенков, ха-

касов и тувинцев, что предполагает определенную диф-

ференциацию патогенеза заболеваний в зависимости от 

этнической принадлежности [18, 19].

Обследование коренных жителей Республики Тыва 

позволило сделать вывод о сдвиге пролиферативно-

апоптотических взаимоотношений эпителиоцитов же-

лудка в сторону увеличения активности пролиферации 

у пациентов с Нp-ассоциированной ЯБДПК в сравне-

нии с лицами без язвенной болезни, имеющими инфек-

цию Нp.

* * *

Авторы не имеют финансовых 

и иных конфликтных интересов.
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THE INDICES OF GASTRIC MUCOSAL EPITHELIAL CELL 
PROLIFERATION AND APOPTOSIS IN HELICOBACTER PYLORI-
POSITIVE DUODENAL ULCER IN THE NATIVE INHABITANTS 
OF THE REPUBLIC OF TUVA 
Professor V. Tsukanov, MD; O. Peretyatko, Candidate of Medical Sciences; 
Professor A. Pulikov, MD; A. Vasyutin, Candidate of Medical Sciences; 
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Candidate of Medical Sciences
Research Institute for Medical Problems of the North (Separate Subdivision), 
Federal Research Center «Krasnoyarsk Research Center, Siberian Branch, Russian 
Academy of Sciences», Krasnoyarsk

Objective: to study the indices of gastric mucosal epithelial cell proliferation 
and apoptosis in Helicobacter pylori-positive duodenal ulcer (DU) in the native 
inhabitants of the Republic of Tuva. 
Methods. In the Republic of Tuva, during a clinical and epidemiological study, an 
immunohistochemical study of gastric mucosal epithelial cells was performed 
to identify the markers of proliferation (Ki-67 and PCNA) and apoptosis (bcl-2 
and p53) in 32 Tuvans (15 men and 17 women; mean age, 47.7 years) with Hp-
positive DU and 24 Hp-positive Tuvans (12 men and 12 women; mean age, 46.4 
years) without DU.
Results. The apoptotic indices (bcl-2 and p53) did not differ significantly when 
comparing the patients with DU and the control group. The epithelial cell 
proliferation markers (Ki-67 and PCNA) and regulatory coefficients (proliferative/
apoptotic indices) were significantly higher in the patients with DU than in those 
without DU.
Conclusion. The indigenous inhabitants of the Republic of Tuva show a shift in 
the gastric epithelial cell proliferative-apoptotic relationships towards a higher 
proliferative activity in patients with Hp-associated DU than in those without DU 
who have Hp infection.
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