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В процессе развития злокачественных опу-
холей происходит высвобождение биологиче-
ски активных метаболитов, вызывающих раз-
витие опухолевой гипоксии и, как следствие, 
нарушение гемостаза и поражение сосудов 
микроциркуляторного русла [1]. В резуль-
тате развиваются дистрофические изменения 
паренхиматозных клеток, тромбозы мелких 
сосудов, геморрагии, отек эндотелия и сосуди-
стой стенки с выходом форменных элементов 
за пределы сосудистого русла, что приводит к 
нарушению функций жизненно важных орга-
нов и нередко – к неблагоприятному исходу 
при лечении онкологических заболеваний [2]. 
Это определяет актуальность изучения в экспе-
рименте механизмов развития патологических 
изменений при злокачественных опухолях, что 
важно для коррекции схем лечения, поиска и 
разработки новых препаратов растительного 
происхождения [3]. 

В ряду агентов, обладающих корректорным 
действием, большой интерес вызывают расти-
тельные метаболиты и их синтетические произ-
водные. Объектом нашего исследования стали 
индивидуальные тритерпеновые производные 
бетулоновой кислоты, синтезированные в Ново-
сибирском институте органической химии  
им. Н.Н. Ворожцова СО РАН из бетулина, 
содержащегося в коре березы. Они обладают 
низкой токсичностью и гепато-, нефропротек-

тивным, цитостатическим, иммуномодулирую-
щим действием [4, 5, 6].

В ранее опубликованных работах показано, 
что эти соединения проявляют антиоксидант-
ный и антицитолитический эффекты у мышей в 
условиях CCl4 – индуцированного токсического 
гепатита [7]. При воздействии комплекса цито-
статических препаратов у крыс соединения ока-
зывают гепато- и нефропротекторное действие 
[8], вызывают снижение объемной плотности 
метастатических поражений у мышей с переви-
ваемыми опухолями [9, 10]. У мышей с переви-
той лимфомой RLS введение аланинамидного 
производного бетулоновой кислоты обусловли-
вает уменьшение объемной плотности некро-
зов и степени дистрофических изменений гепа-
тоцитов, снижает уровень холестаза, тогда как 
бетулоновая кислота вызывает лишь уменьше-
ние выраженности деструкции гепатоцитов [11]. 

Цель данной работы – изучение влияния 
карциномы легких Lewis на структуру печени 
мышей, а также возможности коррекции раз-
вившихся вторичных патологических измене-
ний при использовании бетулоновой, [3-оксо-
20(29)-лупен-28-оил]-3-амино-пропионовой 
кислот и их метиловых эфиров.

Материал и методы исследования
Цитопротекторное и противоопухолевое 

действие синтезированных соединений иссле-
довали на мышах линии C57BL/6 с исходной 
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массой тела 22–25 г, содержавшихся в условиях 
стандартного вивария. При проведении экспе-
риментов руководствовались правилами, при-
нятыми Европейской конвенцией по защите 
животных (Страсбург, 1986) и одобренными 
биоэтическим комитетом ГУ НИИ региональ-
ной патологии и патоморфологии СО РАМН. 
Всем животным в мышцу бедра перевивали 
карциному легких Lewis (2x106 клеток в 0,1 мл 
физиологического раствора), взятую из банка 
опухолей Института цитологии и генетики СО 
РАН. Исследуемыми тритерпеноидами были 
бетулоновая кислота (I), ее метиловый эфир (II), 
[3-оксо-20(29)-лупен-28-оил]-3-амино-про- 
пионовая кислота (III) и ее метиловый эфир (IV). 

Через 10 дней после перевивки опухоли 
мышей делили на 5 групп (по 10 особей в каж-
дой). Соединения I, II, III, IV вводили через 
зонд в желудок в дозе 50 мг/кг ежедневно в 
течение восьми дней. Контролем служили 
мыши-опухоленосители, которым вводили 
эквивалентное количество дистиллированной 
воды с твином. Через 8 суток мышей декапи-
тировали под эфирным наркозом, извлекали 
печень, фиксировали в 10% параформальде-
гиде на 0,1 М фосфатном буфере Зеренсена  
(pH 7,4) в течение 4 суток с последующей стан-
дартной обработкой на гистологическом ком-
плексе MICROM («Карл Цейс», Германия). 
Срезы толщиной 4 мкм окрашивали гематок-
силином и эозином, толуидиновым синим, а 
также по ван Гизону и ШИК – гематоксили-
ном – оранжевым G.

Для получения полутонких срезов образцы 
печени фиксировали в 4% параформальдегиде, 
постфиксировали в четырехокиси осмия, затем 
обрабатывали по стандартным методикам для 
заключения в смесь эпона и аралдита. Полу-
тонкие срезы получали на ультратоме «Tesla», 
окрашивали метиленовым синим и реактивом 
Шиффа. Парафиновые и полутонкие срезы 
исследовали в световом микроскопе «Axioskop 
40» («Карл Цейс», Германия) при увеличении 
в 400 раз.

Морфометрический анализ срезов печени 
проводили на парафиновых срезах при уве-
личении микроскопа в 400 раз с использова-
нием прямоугольной окулярной сетки на 289 
точек [12], выполняли не менее 15 наложений 
тестовой системы на срез. В каждой группе для 
морфометрического анализа использовали по  
5 животных. Подсчитывали объемную плот-
ность клеток с дистрофическими и некротиче-
скими изменениями, а также объемную плот-
ность синусоидов, результаты представляли в 
виде M ± m, где M – среднее арифметическое, 

m – ошибка среднего. Изменение объемной 
плотности в группах подопытных животных 
выражали в процентах относительно контроля. 
Статистическую обработку данных прово-
дили методами параметрической статистики 
с использованием пакета программ «Microsoft 
Excel». Результаты считали достоверными при 
значении критерия Стьюдента p < 0,05.

Результаты исследования
Патологические изменения в печени живот-

ных с перевитой карциномой Lewis можно раз-
делить на специфические, непосредственно 
связанные с метастазированием опухоли, и 
неспецифические, обусловленные общим влия- 
нием опухоли на организм. У животных всех 
групп типичные специфические изменения 
сформировались в виде очаговых портальных 
клеточных метастазов с активным делением в 
них опухолевых клеток. Перифокально выяв-
лялись гепатоциты с дистрофически-некро-
тическими изменениями, отмечалось умерен-
ное венозное полнокровие. 

Существенные отличия во всех исследуе-
мых группах в степени деструкции гепатоцитов, 
поражении стенок сосудов различного калибра, 
объеме клеточных метастазов и лейкоцитов в 
просвете синусоидов были установлены при 
оценке так называемого неспецифического 
(вторичного) влияния опухоли и тестируемых 
химических агентов на печень. В контрольной 
группе животных (опухоленоситей) в печени 
обнаружена тотальная мелковезикулярная 
липидная инфильтрация гепатоцитов с пыле-
видными частицами гликогена в отдельных 
клетках. Отмечалось очаговое плазматическое 
и фибриноидное пропитывание эндотелиоци-
тов синусоидов с периваскулярным отеком без 
перифокальной воспалительной инфильтрации 
(рис. 1, а). В просвете синусоидов на полутон-
ких срезах выявлялись макрофаги с ШИК-
позитивной субстанцией в цитоплазме, а также 
единичные звездчатые клетки с липидными 
включениями, полиморфноядерные лейкоциты 
и метастазы опухоли.

Наиболее выраженные деструктивные, а 
также компенсаторные изменения в печени 
выявлены у животных, получавших тритерпе-
новые соединения I и III. При введении бету-
лоной кислоты (I) в печени животных отмеча-
лось уменьшение, по сравнению с контролем, 
числа гепатоцитов с мелковезикулярной липид-
ной инфильтрацией: они выявлялись лишь в 
центролобулярных зонах долек, гликоген рас-
полагался диффузно в виде крупных гранул.  
В то же время при сравнении с контролем объ-
емная плотность моноцеллюлярных некрозов  
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гепатоцитов увеличилась на 37% (табл.).  
У всех животных данной группы, по сравнению 
с контролем, были более выражены структур-
ные изменения синусоидов центральных и пор-
тальных вен (рис. 1, б). При постановке ШИК-
реакции набухшие структуры приобретали 
малиновый цвет, при окраске толуидиновым 
синим выявлялась метахромазия сосудистых 
стенок от бледно-розового до бледно-голубого 
цвета. При окрашивании по ван Гизону сое-
динительнотканных волокон в периваскуляр-
ной ткани не выявлено. На этом фоне отме-
чено уменьшение на 50% объемной плотности 
клеточных метастазов в просвете синусоидов, 
кроме того, на 35% была увеличена доля лей-
коцитов с преобладанием полинуклеарных и 
моноцитоподобных клеток.

В группе животных после введения [3-оксо-
20(29)-лупен-28-оил]-3-амино-пропионовой 
кислоты (III) отмечено уменьшение объем-
ной плотности очагов некроза гепатоцитов 
(на 49%) и клеточных метастазов в просвете 
синусоидов (на 63%) (табл.). Одновременно у 
животных развивалась тотальная стромально-
сосудистая дистрофиия с окклюзией просветов 
мелких сосудов (рис. 2, а), обусловливавшая 
выраженные дистрофические изменения гепа-
тоцитов. Диффузная мелко- и средневезикуляр-
ная трансформация цитоплазмы гепатоцитов  
(рис. 2, б) и отсутствие зерен гликогена свиде-
тельствовали о значительных изменениях мета-
болизма клеток [13]. В просветах синусоидов  

а

б

Рис. 1. Печень мышей с перевитой карциномой Lewis. 
Окраска гематоксилином и эозином, увел. 400.
а – плазматическое пропитывание 
эндотелиоцитов синусоидов; дистрофические 
изменения гепатоцитов;  
б – отек и плазматическое пропитывание 
стенок сосудов портального тракта после 
8-дневного введения бетулоновой кислоты. 

Таблица
Результаты морфометрического анализа печени мышей с перевитой карциномой 

Lewis после введения тритерпеновых производных

Экспериментальная группа Объемная плотность

дистрофи-
ческих 

изменений

очагов 
некрозов

синусоидов (просветов)

свободных лейкоциты метастазы

Vv % Vv % Vv % Vv % Vv %

Контроль (мыши-
опухоленосители)

0,65 ± 
0,22

100 0,08 ± 
0,13

100 0,19 ± 
0,22

100 0,017 ± 
0,06

100 0,06 ± 
0,09

100

Введение бетулоновой кислоты 0,64 ± 
0,038

98 0,11 ± 
0,05**

137 0,19 ± 
0,03

100 0,023 ± 
0,05

135 0,03 ± 
0,03**

50

Введение метилового эфира 
бетулоновой кислоты

0,64 ± 
0,064

98 0,09 ± 
0,08

112 0,19 ± 
0,09

100 0,025 ± 
0,03

147 0,055 ± 
0,02

91

Введение [3-оксо-20(29)-лупен-
28-оил]-3-амино-пропионовой 
кислоты

0,63 ± 
0,08

97 0,041 ± 
0,05**

51 0,27 ± 
0,05*

142 0,024 ± 
0,02

141 0,022 ± 
0,04**

37

Введение метилового эфира 
[3-оксо-20(29)-лупен-28-оил]-3-
амино-пропионовой кислоты

0,64 ± 
0,5

98 0,09 ± 
0,07

112 0,16 ± 
0,08

84 0,024 ± 
0,02

141 0,051 ± 
0,06

85

Примечание: * - p ≤ 0,05, ** - p ≤ 0,01 при сравнении с контрольной группой; % - процентное содержание 
относительно контроля
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на 40% возрастала объемная плотность лей-
коцитов с преобладанием в таких скоплениях 
полинуклеарных и моноцитоподобных клеток.  
На полутонких срезах перисинусоидально выяв-
лялись звездчатые клетки, содержавшие боль-
шое количество липидных включений (рис. 2, в).  
Важно отметить, что в ряде случаев отмечены 
значительные утолщения эндотелиоцитов сину- 
соидов в результате их выраженного отека и 
плазматического пропитывания (рис. 2, г). У  
животных, получавших метиловые эфиры сое-
динений II и IV, статистически значимых отли-
чий в морфологии печени по сравнению с кон-
тролем не выявлено.

Следует отметить сходство выявленных в 
контрольной группе сосудистых изменений с 
поражениями микроциркуляторного русла при 
антифосфолипидном синдроме, причиной раз-
вития которого может быть злокачественная 
опухоль любой локализации [14, 15]. Нельзя 
исключить из внимания и тот факт, что про-
изводные бетулина, обладая цитотоксическим 
действием [16], усиливают процессы элими-
нации метастазов не только в синусоидах, но 
и в первичном опухолевом узле, стимулируя 
выброс токсических продуктов распада, иммун-

ных комплексов, которые также могут индуци-
ровать развитие сосудистых повреждений [17]. 
Кроме того, степень выраженности стромально-
сосудистой дистрофии, возможно, связана и с 
особенностями метаболизма [3-оксо-20(29)-
лупен-28-оил]-3-амино-пропионовой кислоты 
(III), который осуществляется, по всей види-
мости, не только в гепатоцитах, но и в сину-
соидальных эндотелиоцитах, способных к пре-
вращению ксенобиотиков. У ряда лекарств 
также выявляется селективная токсичность по 
отношению к этим клеткам по сравнению с 
гепатоцитами. Эта избирательность связана с 
более слабыми защитными механизмами сину-
соидальных эндотелиальных клеток к действию 
ксенобиотиков [18]. 

Можно предположить, что [3-оксо-20(29)-
лупен-28-оил]-3-амино-пропионовая кислота (III)  
демаскирует скрытые патологические про-
цессы, протекающие в эндотелиоцитах, акти-
вирует систему иммунитета, вызывая генерали-
зованное поражение сосудистых стенок ауто- 
иммунной природы. Выявленные в нашем экс-
перименте сосудистые расстройства могут быть 
связаны и с активацией медиаторами воспа-
ления звездчатых клеток, которые становятся 

Рис. 2. Морфологические изменения печени мышей с перевитой карциномой Lewis после 8-дневного введения 
[3-оксо-20(29)-лупен-28-оил]-3-амино-пропионовой кислоты. а – набухание и утолщение стенок 
сосудов и синусоидов с окклюзией просвета. Полутонкий срез, окраска толуидиновым синим, увел. 400; 
б – отек эндотелиоцитов синусоидов, мелко- и средневезикулярные липидные включения в цитоплазме 
гепатоцитов. Полутонкий срез, ШИК-реакция, увел. 1000; в – звездчатые клетки в большим 
содержанием липидных включений. ШИК-реакция, увел. 1000; г – набухание эндотелиоцитов синусоидов 
с окклюзией просветов; мелко- и средневезикулярные липидные включения в цитоплазме гепатоцитов. 
Окраска гематоксилином и эозином, увел. 1000. 

а

в

б

г
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главным источником избыточной коллагениза-
ции стромы. Этот факт косвенно подтвержда-
ется увеличением лейкоцитарной инфильтрации 
синусоидов и появлением липидсодержащих 
клеток, которые при стимуляции могут обуслов-
ливать фиброзирование пространства Диссе 
и обусловливать, таким образом, «капилля-
ризации» синусоидов, нарушения архитек-
тоники и транссинусоидального обмена [19].

Таким образом, рост злокачественной опу-
холи – карциномы легких Lewis – приводит 
к развитию метастатической инфильтрации 
печени животных с развитием выраженных 
изменений синусоидов и сосудов портальных 
трактов, а также дистрофически-некротических 
изменений гепатоцитов. На фоне опухолевого 
процесса бетулоновая кислота снижает степень 
дистрофических поражений гепатоцитов, но 
обусловливает увеличение объема моноцел-
люлярных некрозов. [3-оксо-20(29)-лупен-28-
оил]-3-амино-пропионовая кислота, напротив, 
обусловливает увеличение степени дистрофи-
ческих изменений гепатоцитов и уменьшение 
объема их некротических поражений. Бетуло-
новая и [3-оксо-20(29)-лупен-28-оил]-3-амино- 
пропионовая кислоты вызывают существен-
ное уменьшение объема метастазов в просве-
тах синусоидов. Бетулоновая и [3-оксо-20(29)-
лупен-28-оил]-3-амино-пропионовая кислоты 
усугубляют течение вторичной стромально-
сосудистой дистрофии с окклюзией просвета 
сосудов без перифокальной воспалительной 
реакции. В большей степени это свойство 
выражено у [3-оксо-20(29)-лупен-28-оил]-3-
амино-пропионовой кислоты. Все исследо-
ванные соединения проявляют тенденцию 
стимулировать воспалительную реакцию с уве- 
личением числа макрофагов. Метиловые эфиры 
изучаемых тритерпеновых кислот не оказывают 
заметного влияния на структурные изменения 
печени животных с перевитой карциномой лег-
ких Lewis. 

Работа выполнена в рамках Интеграцион-
ной программы СО РАН (№ 146) «Разработка 
лекарственных и профилактических препара-
тов для медицины. Фундаментальные основы 
и их реализация».
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MORPHOLOGICAL CHANGES OF ANIMAL LIVER WITH TRANSFERRED LEWIS CARCINOMA TREATED 
BY BETULONIC ACID AND ITS DERIVATIVES 

Natalia Anatolievna ZHUkOVA1, Irina Vasilievna SOROkINA1, Tatiana Genrikhovna TOLSTIkOVA1, Dmitry 
Yevgenievich SEMENOV2

1 N.N.Vorozhtsov’s Novosibirsk Institute of Organic Chemistry of SB RAS
  9, Ac. Lavrentiev str., Novosibirsk, 630090
2 SI RI for regional pathology and pathomorphology of SB RAMS
  2, Ac. Timakov str., Novosibirsk, 630117

Morphological and morphometrical investigation of the influence of betulonic acid (I), N[3-oxo-20(29)-lupen-28-oil]-
3-aminopropionic acid (III) and their methyl ethers (II and IV) on the pathologic processes in the liver of mice with 
transferred Lewis carcinoma was carried out. As the result it is showed, that (I) decreases degenerative lesions of the 
hepatocytes and increases volume density of necrotic zones; (III) increases manifestation of hepatic cell destruction 
and decreases the amount of necrotic lesions. Both triterpenoids (I) and (III) significantly decreases volume of cell 
metastases in sinusoids, but don’t have positive influence on the process of the stromal-vessel dystrophy. Methyl ethers 
(II and IV) don’t have statistically significant influence on these rates in comparison with control mice.
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