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ПАРАЗИТОЛОГИЯ

Резюме. 

Цель исследования – изучить воздействие инвазии аскаридами в дозе 40 яиц Ascaris suum на 1 грамм массы тела 

животного на экспрессию глиомных маркеров в эксперименте в зависимости от сроков наблюдения. 

Материал и методы. Эксперимент проводился на самках крыс линии Wistar и состоял из 2 серий. Подопытных 

животных после моделирования опухоли крысиной глиомы С6 in situ разделяли на 8 групп по 10 особей в каж-

дой. Первая серия эксперимента включала животных 1-4 групп, у которых забирали материал на 14-й, 21-й, 28-й, 

35-й дни развития опухоли соответственно для получения результатов в «чистой» опухоли крысиной глиомы С6 

in situ. Ко второй серии относились животные 5-8 групп, исследование материала которых проводилось с целью 

оценки влияния на исследуемые показатели инвазии аскаридами в зависимости от времени с начала заражения. 

Материал всех групп животных (опухоль, печень, легкие, головной мозг) использовали для макроскопического, 

гистологического и иммуногистохимического анализов с целью определения glial fibrillary acidic protein (GFAP), 

S 100, маркера пролиферативной активности Ki-67.

Результаты. Выявлено, что инвазия A. suum в дозе 40 яиц на 1 грамм массы тела животного повышает экспрессию 

GFAP в биоптатах опухолевой ткани крысиной глиомы С6 in situ к 7-му дню развития инвазии в 2,16 раза; экс-

прессию S 100 к 7-му дню развития инвазии в 2,53 раза, к 14-му дню после заражения – в 2,05 раза; индекс проли-

феративной активности Ki 67 к 7-му дню развития инвазии в 2,28 раза, к 14-му дню после заражения – в 2,22 раза.

Заключение. Полученные данные показывают, что инвазия аскаридами в дозе 40 яиц на 1 грамм массы животного 

повышает экспрессию GFAP, S 100, а также маркера пролиферативной активности Ki-67 в тканях крысиной гли-

омы С6 in situ в период высокой биологической активности паразита.

Ключевые слова: крыса, глиома, иммуногистохимические маркеры, GFAP, S 100, Ki-67, аскаридоз.

Abstract.

Objectives. To study the effect of Ascaris invasion in the dose of 40 Ascaris suum eggs per gram of animal body weight 

on the expression of glioma markers in the experiment, depending on the observation period.

Material and methods. The experiment was carried out on female Wistar rats and consisted of 2 experimental series. 

Experimental animals after modelling the tumor of rat C6 glioma in situ were divided into 8 groups of 10 animals each. 

The first series of the experiment included animals of groups 1-4 from which the material was taken on the 14th, 21st, 

28th, 35th days of tumor development, respectively, to obtain the results in «clean» tumor of rat C6 glioma in situ. The 

second series included animals of groups 5-8, the study of their material was carried out to assess the impact of Ascaris 

invasion on the studied parameters depending on the time from the beginning of infection. The material of all groups of 

animals (tumor, the liver, the lungs, the brain) was used for macroscopic, histological, and immunohistochemical analyses 

with the purpose of determining glial fibrillar acid protein (GFAP), S 100, proliferative activity marker Ki-67.

Results. It has been revealed that A. suum invasion in the dose of 40 eggs per gram of animal body weight 2.16 times 
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increases GFAP expression in the biopsy specimens of the tumor tissue of rat C6 glioma in situ by the 7th day of invasion 

development; the expression of S 100 by the 7th day of invasion development – 2.53 times, by the 14th day after infection 

– 2.05 times; the proliferative activity index Ki 67 by the 7th day of invasion development – 2.28 times, by the 14th day 

after infection – 2.22 times.

Conclusions. The obtained data show that Ascaris invasion in the dose of 40 eggs per 1 gram of animal body mass 

increases the expression of GFAP, S 100 and proliferative activity marker Ki-67 in the tissues of rat C6 glioma in situ 

during the period of high biological activity of the parasite.

Key words: rat, glioma, immunohistochemical markers, GFAP, S 100, Ki-67, ascariasis.

По различным статистическим данным в 

последнее время отмечается рост заболеваемости 

гельминтозами [1, 2]. Одним из наиболее распро-

страненных гельминтозов является аскаридоз. 

Каждый четвертый человек на земном шаре за-

ражен аскаридами [2, 3]. 

Аскаридоз – заболевание многоликое. Для 

него характерны наличие аллергической реак-

ции с лихорадкой, кожных высыпаний, эозино-

фильных инфильтратов в легких, гиперэозино-

филии крови, боли в животе и диспепсические 

расстройства [4-6]. Кроме того, как чужеродный 

агент, выделяющий метаболиты, аскарида влияет 

на организм на клеточном и молекулярно-генети-

ческом уровнях, нарушая апоптоз, вызывая гене-

тические изменения наследственного материала 

в антенатальном и постнатальном периоде разви-

тия организма [7-9]. Такие изменения могут стать 

пусковым механизмом к развитию или усилению 

канцерогенных процессов. Согласно одной из те-

орий канцерогенеза, агрессивные вещества био-

логической природы являются значимым факто-

ром в бластомогенных процессах [6, 9, 10].

Цель исследования – изучить воздействие 

инвазии аскаридами в дозе 40 яиц Ascaris suum 

на 1 грамм массы тела животного на экспрессию 

глиомных маркеров в эксперименте в зависимо-

сти от сроков наблюдения.

Материал и методы

В эксперименте использовали 80 самок 

крыс линии Wistar массой 180-200 г, которые в те-

чение двух недель до начала проходили карантин. 

Все м анипуляции с животными проводились в со-

ответствии с рекомендациями Конвенции Совета 

Европы по охране позвоночных животных, ис-

пользуемых в экспериментальных и других науч-

ных целях (European Convention for the Protection 

of Vertebrate Animals for Experimental and Other 

Scientifi c Purposes: Strasbourg, Council of Europe, 

51 pp; 18.03.1986), Директивой Совета ЕЭС от 

24.11.1986 (Council Directive on the Approximation 

of Laws, Regulations and Administrative Provisions 

of the Member States Regarding the Protection of 

Animal Used for Experimental and Other Scientifi c 

Purposes), рекомендациями FELASA Working 

Group Report (1994- 1996), ТКП 125-2008, мето-

дическими указаниями «Положение о порядке 

использования лабораторных животных в науч-

но-исследовательских работах и педагогическом 

процессе УО «Витебский государственный меди-

цинский университет» и мерами по реализации 

требований биомедицинской этики», 2010.

Подопытных животных разделяли на 8 

групп по 10 особей в каждой для проведения 2 

серий эксперимента. Самкам крыс всех групп для 

моделирования опухоли in situ вводили опухоле-

вые клетки крысиной глиомы С6 во внутреннюю 

область бедра в концентрации 10х106 подкожно. 

В другое бедро проводилась инъекция дексамета-

зона в дозировке 0,001 мл (4,0 мг/мл) на 1 грамм 

массы тела животного. Инъекцию дексаметазо-

на выполняли ежедневно в течение 7 дней после 

перевивки, а с 8 дня – с кратностью через сутки в 

течение 14 дней. 

Первая серия эксперимента включала жи-

вотных первой, второй, третьей, четвертой групп 

животных, у которых забирали материал на 14-й, 

21-й, 28-й, 35-й дни развития опухоли соответ-

ственно для получения результатов в «чистой» 

опухоли крысиной глиомы С6 in situ. Материал 

(опухоль, печень, легкие, головной мозг) исполь-

зовали для макроскопического, гистологического 

исследования и иммуногистохимического анализа 

экспрессии основных глиомных маркеров: glial 

fi brillary acidic protein (GFAP), S 100, а также оцен-

ки маркера пролиферативной активности Ki-67 

[11].

Ко второй серии эксперимента относились 

животные пятой, шестой, седьмой и восьмой 

групп, исследование материала которых прово-

дилось с целью оценки влияния аскарид на из-

менение экспрессии иммуногистохимических 
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маркёров GFAP, S 100, Ki 67 в тканях крысиной 

глиомы С6 in situ. Заражение животных второй 

серии проводилось перорально в дозе 40 яиц A. 

suum на 1 грамм массы тела животного на 7-й 

день после введения опухолевых клеток С6. Та-

ким образом, 7-й день после заражения соответ-

ствовал 14-му дню развития опухоли, 14-й день 

после инвазии – 21-му дню развития опухоли, 

21-й после заражения – 28-му дню развития глио-

мы, 28-й – 35-му дню развития опухоли.

Инвазионные яйца аскарид получали по 

методике В.Я. Бекиша [12]. 

Материал, полученный в двух сериях экс-

перимента, фиксировали в течение 24 часов в за-

буференном формалине, после чего осуществля-

ли заливку материала в парафин [11, 13]. Затем 

готовили гистологические препараты для обзор-

ного изучения, которые окрашивали гематокси-

лин-эозином и заключали срезы в полистирол 

[11, 13]. 

Серийные парафиновые срезы для оценки 

ИГХ-реакции готовили на стеклах, обработан-

ных поли-L-лизином, толщиной 5–7 мкм с по-

мощью микротома Leica RM 2125 RT (Германия). 

Депарафинирование и обезвоживание осущест-

вляли ксилолом и этанолом. Предобработку сре-

зов для демаскировки антигенов осуществляли 

демаскировочным буфером (Wuhan Elabscience 

Biotechnology Incorporated Company). Иммуно-

гистохимическую реакцию в готовом материале 

к рецепторам GFAP (E-AB-10345), S100 (E-AB-

32841), Ki-67 (E-AB-22027) проводили в соот-

ветствии с инструкциями фирмы-производителя 

и системы визуализации 2-step plus Poly-HRP 

Anti Rabbit/Mouse IgG Detection System (with 

DAB Solution, Wuhan Elabscience Biotechnology 

Incorporated Company, Китай, E-IR-R213). 

Результат ИГХ-окрашивания оценивали с 

применением светового микроскопа Leica DM 

2500 в 1000 клетках каждого среза. Для всех 

маркеров учитывали локализацию окрашивания 

в клетке (ядро, цитоплазма и/или мембрана), 

интенсивность окрашивания (в области с мак-

симальной экспрессией) и процент окрашенных 

клеток [11]. Результат считали отрицательным 

при отсутствии цитоплазматического окраши-

вания или при окрашивании менее 10% клеток;  

опухоль оценивали в 1 балл (1+) при окрашива-

нии цитоплазмы от 10 до 25% клеток; в 2 балла 

(2+) – при окрашивании цитоплазмы от 26 до 50% 

клеток;  в 3 балла (3+) – при окрашивании цито-

плазмы более чем у 50% клеток (GFAP, S 100). 

Пролиферативную активность опухоли 

(Ki-67) оценивали как процент положительных 

ядер в клетках опухоли. Результат считали от-

рицательным, если в ткани отсутствует ядерная 

экспрессия с антителами или количество окра-

шенных ядер менее 10%; положительной - при 

окраске более 10% опухолевых клеток, оценива-

емых в области максимальной экспрессии мар-

кера; опухолью с высокой пролиферативной ак-

тивностью считали при экспрессии Ki-67 в более 

чем 40% клеток; низкая пролиферативная актив-

ность была характерна при экспрессии Ki-67 в 

менее 40% клеток [11].

Immune reactivity (IRS) рассчитывали при 

суммировании баллов доли окрашенных клеток и 

интенсивности их окраски. Опухоль считали по-

зитивной при суммарном балле более или равном 

трем [11].

Различия между группами оценивали по 

критерию Манна–Уитни (Mann–Whitney, U-test) 

и считали статистически значимыми при p<0,05. 

Обработку данных проводили с помощью про-

граммы Statistica 10.

Результаты

Оценку результатов первой серии экспе-

римента (забор опухоли на 14-й, 21-й, 28-й, 35-й 

дни) показала, что новообразования расположены 

в правой паховой области. Они имели округлую, 

бугристую форму, размер от 3 до 5 см3, плотную, 

упругую консистенцию, розово-красный цвет, 

хорошо видимые сосуды, легко отделяемые от 

окружающей ткани. При вскрытии опухоли име-

ли несколько полостей, заполненных прозрачной 

красновато-желтой жидкостью; поверхность раз-

реза – влажная, блестящая, шероховатая с полно-

кровными сосудами.

Гистологически опухолевый материал 

(14-й, 21-й, 28-й, 35-й дни забора) характеризо-

вался следующим образом: по краю гистосреза 

волокна ткани представлены в виде отдельных 

фрагментов, которые сдавлены в результате про-

лиферации опухолевых клеток, формирующих 

комплексы с очагами некроза в глубине. Опухо-

левые клетки располагались вокруг некротиче-

ских очагов в виде частокола. Наблюдалась высо-

кая степень васкуляризации опухолевых очагов; 

отдельные сосуды были сужены из-за внутрисо-

судистой пролиферации эндотелиальных клеток. 

Опухоль характеризовалась полиморфизмом, со-

стояла из мелких клеток с гиперхроматическими 
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ядрами и частыми митозами. Гистологическое за-

ключение: глиома. 

Макроскопический и гистологический ана-

лиз печени, легких, головного мозга, забранных 

на 14-й, 21-й, 28-й, 35-й дни развития глиомы 

крыс С6 in situ первой серии эксперимента, из-

менений не выявил. 

Иммуногистохимические исследования 

проводили только в опухолевых образцах, так как 

морфологических и гистологических изменений 

в печени, легких, головном мозге животных пер-

вой серии эксперимента не обнаружено. 

При оценке результатов тканей глиом, по-

лученных на 14-й, 21-й, 28-й, 35-й развития опу-

холи от самок крыс линии Wistar первой серии 

опытов, выявлено следующее: экспрессия GFAP 

к 14-му дню составила 1+ (12%; 95% ДИ : 108,96-

144,63; IRS=4); к 21-му дню – 1+ (17%; 95% ДИ 

: 137,04-206,15; IRS=4 ); к 28-му дню – 1+ (12%; 

95% ДИ : 112,81-134,58; IRS=4); на 35-й день – 1+ 

(10%; 95% ДИ : 100,48-114,71; IRS=4).

Экспрессия S 100 в этих же образцах к 14-

му дню находилась на уровне 1+ (15%; 95 % ДИ 

: 128,57-173,22; IRS=4); к 21-му дню – 1+ (17%; 

95% ДИ : 153,51-191,51; IRS=4); к 28-му дню – 

1+ (13%; 95% ДИ : 119,8-142,96; IRS=4); на 35-й 

день – 1+ (10%; 95% ДИ : 100,13-106,46; IRS=4).

Пролиферативная  активность опухоли (Ki-

67) была оценена следующим образом: 14-й день 

развития – 35% (95% ДИ : 321,66-391,33); к 21-му 

дню – 36% (95% ДИ : 332,76-389,23); к 28-му дню 

– 15% (95% ДИ : 142,28-155,71); на 35-й день – 

10% (95% ДИ : 100,45-104,14).

Анализ данных самок второй серии после 

оценки материала на всех сроках развития инвазии 

показал, что гистологически глиома не отличалась 

от опухоли, полученной в первой серии опытов.

Гистологический анализ легких показал 

неравномерное кровенаполнение сосудов с пре-

обладанием венозно-капиллярного полнокровия, 

наличие эритростазов. Межальвеолярные пере-

городки были утолщены в результате клеточной 

инфильтрации. Стенки ряда сосудов были утол-

щены, разрыхлены, разволокнены за счёт отёка, 

варьирующего от слабого до выраженного. Во-

круг отдельных сосудов обнаружены слабо вы-

раженные периваскулярные полиморфноклеточ-

ные инфильтраты. Воздушность лёгочной ткани 

на всей площади срезов была снижена: на фоне 

слабо выраженного альвеолярного отёка более 

1/3 просветов альвеол с наличием небольших 

скоплений слущенных альвеоцитов, немногочис-

ленных лимфоцитов. Представлены небольшие 

бронхи со слабо выраженными отёком и умерен-

но выраженной лейкоцитарной инфильтрацией, 

отдельные бронхи резко сужены из-за периброн-

хиальной инфильтрации полиморфными клетка-

ми. Просветы бронхов содержат слущенный эпи-

телий в виде отдельных клеток.

При анализе гистосрезов печени выяв-

лено, что в срезах печени кровенаполнение си-

нусоидных капилляров варьирует от слабого и 

слабоумеренного кровенаполнения их до оча-

гового полнокровия, расширение пространства 

Диссе. Очаговое полнокровие центральных вен 

(эритростазы, слажд-феномен). Балочно-ради-

альное строение долек начинает стираться на 

фоне умеренно выраженной крупнокапельной 

жировой дистрофии в центре долек, остальные 

гепатоциты в состоянии выраженной зернистой 

и гидропической дистрофий. Портальные тракты 

обычных размеров, в строме наблюдалась сла-

бая лимфогистиоцитарная инфильтрация и слабо 

выраженный склероз, обнаружены единичные 

мелкие лимфоцитарные инфильтраты. Капсула 

печени не изменена. Наблюдался отек и умерен-

но выраженные крупнокапельная, зернистая и 

гидропическая дистрофии гепатоцитов, слабая 

картина персистирующего гепатита.

Анализ гистологических срезов головного 

мозга патологических изменений не выявил.

Так как в образцах органов (печень, лег-

кие, головной мозг) не было обнаружено соот-

ветствующего материала для проведения имму-

ногистохимических исследований, определение 

ИГХ-маркеров и индекса пролиферативной ак-

тивности проводили в опухоли и сравнивали с 

первой группой первой серии эксперимента.

Экспрессия GFAP в биоптатах опухолевой 

ткани к 7-му дню развития инвазии составила 2+ 

(26%; 95% ДИ : 229,73-296,46; IRS=6); к 14-му 

дню – 1+ (18%; 95% ДИ : 154,18-207,44; IRS=4); 

к 21-му дню – 1+ (16%; 95% ДИ : 137,41-181,18; 

IRS=4); на 28-й день – 1+ (11%; 95% ДИ : 

102,86-112,73; IRS=4). 

Экспрессия S 100 в этих же образцах к 

7-му дню после заражения А. suum находилась на 

уровне 2+ (38%; 95% ДИ : 334,06-425,13; IRS=6); 

к 14-му дню – 2+ (35%; 95% ДИ : 292,92-414,30; 

IRS=4); к 21-му дню – 1+ (15%; 95% ДИ : 130,93-

165,66; IRS=4); на 28-й день – 1+ (11%; 95% ДИ : 

109,65-118,34; IRS=4).

Пролиферативная активность опухоли (Ki-

67) на 7-й день развития инвазии составила 80% 
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(95% ДИ : 735,67-860,72); к 14-му дню – 80% 

(95% ДИ : 719,60-867,79); к 21-му дню – 14% 

(95% ДИ : 136,65-148,34); на 28-й день – 10% 

(95% ДИ : 100,84-116,35).

Обсуждение

В литературе встречаются публикации, 

посвященные исследованию взаимосвязи гель-

минтозов и злокачественных новообразований 

[14, 15]. В основном речь идет об описторхоз-

ной и шистосомозных инвазиях [17-19]. Данных 

о влиянии аскаридоза на возникновение и тече-

ние онкологических заболеваний в литературе 

практически не встречается. Однако имеются 

многочисленные  сведения о влиянии аскарид на 

организм млекопитающих на молекулярно-гене-

тическом уровне (мутагенное, цитотоксическое, 

генотоксическое и эмбриотоксическое действие), 

что позволяет предположить связь этого гельмин-

тоза с развитием заболеваний, в основе развития 

которых лежат эти механизмы [21-24]. Новые 

методы, внедренные в последние годы в практи-

ку научных исследований, позволяют раскрыть 

более тонкие звенья патогенеза различных забо-

леваний и их взаимосвязей. Впервые на разрабо-

танной нами экспериментальной модели опухоли 

крысиной глиомы С6 in situ было показано, что 

инвазия A. suum 40 яиц на 1 грамм массы тела 

животного повышает экспрессию GFAP в био-

птатах опухолевой ткани крысиной глиомы С6 

in situ к 7-му дню развития инвазии в 2,16 раза; 

экспрессию S 100 к 7-му дню развития инвазии в 

2,53 раза, к 14-му дню после заражения – в 2,05 

раза; индекс пролиферативной активности Ki 67 

к 7-му дню развития инвазии в 2,28 раза, к 14-му 

дню после заражения – в 2,22 раза.

Заключение

Полученные данные позволяют предполо-

жить, что инвазия аскаридами в дозе 40 яиц на 

1 грамм массы животного повышает экспрессию 

GFAP (glial fi brillary acidic protein), S 100, а также 

маркера пролиферативной активности Ki-67) в 

тканях крысиной глиомы С6 in situ в период вы-

сокой биологической активности паразита.
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