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Особенности гибели и регенерации  
клеток поджелудочной железы на ранних этапах развития  

алкогольного хронического панкреатита  

Н.Ю. Ошмянская, А.А. Галинский, Ю.А. Гайдар 11 

ГУ «Институт гастроэнтерологии НАМН Украины», Днепропетровск, Украина 

Экспериментальный панкреатит смоделирован на 39 белых лабораторных крысах-самцах, которых разделили на группы моде-
лирования экспериментального алкогольного панкреатита на фоне недостатка и избытка оксида азота, группу экспериментального 
окклюзионного панкреатита, вызванного перевязкой главного панкреатического протока, и группу контроля. С использованием 
гистологических и иммуногистохимических методов на максимальном увеличении светового микроскопа изучены морфологичес-
кая структура, пути гибели и регенерации островков Лангерганса, характерные для ранних этапов развития заболевания, проанали-
зированы особенности экспрессии маркеров пролиферации PCNA и Neurogenin-3, а также описаны гистологические изменения, 
которые обуславливают инициацию структурных нарушений в поджелудочной железе в условиях приема алкоголя на фоне дисба-
ланса NO-эргической регуляторной системы, вызванного избытком и недостатком оксида азота.  
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Peculiarities of death and regeneration of pancreas cells  
at early stages of alcoholic chronic pancreatitis  

N.Y. Oshmyanska, A.A. Galinsky, Y.A. Gaidar  

State Institution "Institute of Gastroenterology of NAMS of Ukraine", Dnipropetrovsk, Ukraine  

The study has been conducted on 39 white laboratory male rats which formed 5 groups: experimental occlusal pancreatitis caused by 
ligation of the main pancreatic duct (n = 6), experimental alcoholic pancreatitis caused by oral intake of alcohol (n = 6), against the 
background of an excess (n = 6) or deficiency (n = 6) of nitric oxide, as well as a control group (n = 15). This study provides the detailed 
description of the processes of death and regeneration in the islets of Langerhans, typical for early stages of the disease. The expression of the 
proliferation markers (PCNA and Neurogenin-3) has been analyzed using histological and immunohistochemical methods along with the 
changes of morphological structure, that led to initiation of the alcoholic chronic pancreatitis against the background of imbalance in  
NO-ergic regulatory system caused by an excess or deficiency of nitric oxide. It has been found that ligation of the pancreatic duct in the 
experiment reconstructed the circumstances of chronic pancreatitis in rats and caused the activation of fibrosis and regeneration of endocrine 
and exocrine tissue. Compared with occlusion, the effects of ethanol on the pancreas also manifested in the activation of fibrogenesis, but the 
structural changes were negligible and could unlikely lead to advanced fibrosis and chronic pancreatitis in the future. On the other side, an 
imbalance of NO-system in alcoholic rats leads to disruption of the zymogens secretion in the acinar cells and dilatation of the capillary 
network in islets. Uneven distribution of zymogen granules may lead to their intracellular activation as evidenced by the deformation of acini 
and focal apoptosis without inflammatory response. In this case, violation of the key adaptive responses in the pancreas makes it more 
vulnerable to the effects of ethanol, its metabolites, and other environmental factors, and may increase the probability of chronic pancreatitis 
development. At the same time, forementioned process of cell death in the pancreas is considerably more prolonged, and long term course 
eliminates the activation of proliferation or functional tissue regeneration.  
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Введение  

Хронический панкреатит (ХП) – прогрессирующее 
воспалительное заболевание, которое характеризуется 
необратимым разрушением секреторной паренхимы под-
желудочной железы (ПЖ) (Tkach, 2013). За последние 
30 лет отмечена общемировая тенденция к увеличению 
заболеваемости острым и хроническим панкреатитом 
более чем в два раза, с неуклонным ростом. Ежегодно 
впервые выявленный панкреатит регистрируют у 8,2–
10,0 человек на 100 000 населения Земли. Распространен-
ность ХП у детей составляет 9–25 случаев, у взрослых – 
27,4–50,0 случаев на 100 000 населения (Mayev, 2006).  

Нет никаких сомнений, что алкоголь является наибо-
лее частым фактором, связанным с развитием ХП. Алко-
гольный ХП обнаруживается у людей среднего возраста 
(30–40 лет), чаще мужчин, уже в хроническом состоя-
нии, и с клинической точки зрения характеризуется пе-
риодически повторяющимися приступами боли в живо-
те. В западных странах в период с 1940 по 2003 год час-
тота алкоголя как этиологического фактора ХП увели-
чилась с 19% до 50% и даже до 80% (Sarles et al., 1999).  

С практической точки зрения, понимание патогенеза 
ХП может привести к идентификации новых молеку-
лярных мишеней и разработке новых потенциальных 
терапевтических агентов. Механизм, который иниции-
рует фиброз ПЖ, предложен Talukdar et al. (2006): окис-
ление этанола в ацетальдегид обеспечивает активацию 
панкреатических стеллатных клеток (ПСК), минуя ста-
дию преактивации; этот процесс порождает состояние 
окислительного стресса ПСК, который сопровождается 
фиброгенезом. Эта теория подразумевает, что ПСК мо-
гут быть стимулированы на ранних стадиях хроническо-
го потребления алкоголя даже в отсутствие воспаления, 
и функциональные изменения прогрессируют даже по-
сле прекращения потребления (Vonlaufen et al., 2014).  

Важность окислительного стресса у больных хрони-
ческим панкреатитом подтверждалась также дыхатель-
ными пробами (Morselli-Labate et al., 2007). Тем не ме-
нее, хотя в соответствии с этой гипотезой спирт индуци-
рует фиброз ПЖ, часто появляются сообщения об отсут-
ствии ХП при анамнезе алкоголизма. Кроме того, в экс-
периментальных моделях алкогольного ХП не удавалось 
получить картину повреждения, аналогичную той, кото-
рая наблюдается у человека. Таким образом, алкоголь 
представляет собой фактор риска и способен вызывать 
фиброз, благодаря действию на ПСК, но его роль в этио-
патогенезе заболевания все еще изучена не до конца.  

Материал и методы исследований  

Экспериментальное исследование проводили на 
39 белых лабораторных крысах-самцах (возраст – 6 ме-
сяцев, масса – 190–200 г). Крысы находились в стан-
дартных условиях, с естественной сменой освещения и 
соблюдением общего рациона. У всех животных был 
свободный доступ к пище и воде. Экспериментальный 
панкреатит смоделирован четырьмя способами.  

1. Лигирование главного панкреатического протока 
(n = 6). За 20 часов до начала эксперимента крыс в этой 

группе подвергали пищевой депривации при свободном 
доступе к воде. Затем под наркозом (этаминал натрия, 
85 мг/кг) путем хирургического вмешательства осуще-
ствляли перевязки (лигатуру) главного панкреатического 
протока в хвостовой части поджелудочной железы не-
рассасывающейся нитью «Кетгут» 3/0. Операционную 
рану после манипуляции зашивали послойно.  

2. Пероральный прием алкоголя (n = 6) в дозе 4 мл/кг 
массы, один раз в сутки.  

3. Пероральный прием алкоголя на фоне внутри-
брюшинного введения донатора готовых молекул окси-
да азота (n = 6). В ходе эксперимента ежедневно, на фоне 
приема алкоголя по схеме из п. 2, интраперитонеально 
(в нижнюю часть брюшной стенки) вводили раствор нит-
ропруссида натрия производства «Реахим» (Украина) в 
субтоксической дозе (1,5 мг/кг в 2,0 мл 0,9% раствора).  

4. Пероральный прием алкоголя на фоне внутри-
брюшинного введения неспецифического ингибитора 
NO-синтаз (n = 6). В ходе эксперимента ежедневно, на 
фоне приема алкоголя по схеме из п. 2, интраперитоне-
ально (в нижнюю часть брюшной стенки) вводили рас-
твор NG-нитро-L-аргинина производства «Sigma-
Aldrich» (USA) в субтоксической дозе (40 мг/кг в 2,0 мл 
0,9% раствора NaCl).  

Контрольную группу составили крысы, которым 
осуществляли только вскрытие кожного покрова на жи-
воте и сразу же его сшивали (n = 6) или внутрибрюшин-
но вводили 0,9% раствор NaCl (n = 9).  

Через 30 суток крыс выводили разовым введением 
летальной дозы кетамина гидрохлорида (220 мг/кг веса), 
после чего выполняли декапитацию гильотиной для взя-
тия крови. Все растворы готовили непосредственно пе-
ред введением (согласно рекомендациям производителя 
препаратов) и вводили животным в 9–10 часов утра.  

Исследования проводили, придерживаясь нормати-
вов Конвенции по биоэтике Совета Европы (в 1997 г.), 
Европейской конвенции о защите позвоночных живот-
ных, которые используются для экспериментальных и 
других научных исследований, общих этических прин-
ципов экспериментов на животных, принятых законом 
Украины (№ 1759-VI от 15.12.2009 г.) «О защите живот-
ных от жестокого обращения».  

Для выполнения гистологических исследований ПЖ 
отчищали от жира и лимфатических узлов. После этого 
10–15% органа фиксировали в 10% растворе нейтраль-
ного забуференного формалина для последующего гис-
тологического исследования. Биоптаты обезвоживали в 
спиртах восходящей концентрации и заливали в пара-
фин. Гистологические срезы толщиной 3–5 мкм окра-
шивали гематоксилином и эозином и по Маллори в мо-
дификации Слинченко.  

Результаты и их обсуждение  

У животных контрольной группы гистологическое 
строение ПЖ соответствовало норме. Экзокринные 
клетки, подобные друг другу по размеру и форме, фор-
мировали ацинусы, с ядрами, расположенными по пери-
ферии, и цитоплазмой, равномерно заполненной зимо-
генными гранулами – к центру. Выводные протоки мел-
кого калибра не были заметны среди ацинарной ткани; 

139 



средние и крупные протоки были окутаны небольшим 
количеством соединительной ткани. Эндокринные клет-
ки встречались в островках Лангерганса разного разме-
ра, с четко очерченными краями.  

После 30 суток применения классической модели 
ХП, построенной на лигировании ГПП, отмечалась вы-
раженная дилятация протоков всех калибров. Расширен-
ные протоки с зияющим просветом занимали большую 
часть биоптата, в протоковом эпителии отмечались при-
знаки гиперплазии. Некоторые дольки были полностью 
атрофированы, другие, в которых протоковая система 
была поражена в меньшей степени, сохраняли часть 
структуры. Наблюдались ацинарные клетки в состоянии 
апоптоза, а также зоны роста ацинарной ткани – так на-
зываемые «ацинарные почки». Плотная фиброзная ткань 
была расположена вокруг протоков на месте разрушен-
ных долек, рыхлая фиброзная ткань заполняла междоль-
ковое пространство и содержала ацинусы, островки и 
сосуды.  

При иммуногистохимическом исследовании обна-
ружено большое количество островков Лангерганса, 
состоящих преимущественно из β-клеток. Обращало на 
себя внимание наличие особенно крупных островков 
неправильной формы, расположенных среди протоков 
небольшого калибра и окруженных более мелкими ост-
ровками, состоящими из 2–3 клеток. Подобная картина, 
которая не наблюдалась в группе контроля, сопровожда-
лась активным восстановлением экзокринной и эндок-
ринной ткани. Маркер ядерной пролиферации PCNA 
определялся в более чем 50% всех ацинарных и эндок-
ринных клеток. Эмбриональный маркер Ngn3, характер-
ный для новообразования клеток островков, встречался 
в единичных островках (рис. 1).  

В отличие от результатов применения вышеупомя-
нутой модели, при моделировании алкогольного пан-
креатита путем перорального введения алкоголя на фоне 
дисбаланса NO-эргической системы не наблюдалось 
столь выраженных изменений.  

1  2  

Рис. 1. ПЖ крысы с экспериментальным окклюзионным панкреатитом:  
1 – рост «ацинарной почки», маркер PCNA в новообразованных ацинарных клетках, 2 – NGN3-опосредованное  
новообразование островков в области протоков; непрямая иммунопероксидазная реакция, увеличение х200  

Ацинарное строение было преимущественно сохране-
но, фиброзная ткань в значительно меньших количествах 
расположена в перипротоковой области и не проникала 
внутрь долек. Воспалительная инфильтрация отсутство-
вала, клетки в состоянии апоптоза практически не встре-
чались. Граница фиброзной и ацинарной ткани отличалась 
большей частотой митозов, но при этом менее плотным 
расположение клеток. Встречались островки Лангерганса 
всех размеров, преимущественно правильной формы.  

В случае дополнительного воздействия донатором 
или ингибитором NO отмечалось более выраженное на-
рушение строения: деформация ацинусов, беспорядоч-
ное расположение ядер (рис. 2). Встречались ацинарные 
клетки разного размера, в том числе в состоянии митоза, 
а также клетки с размытыми контурами и нечетко очер-
ченным ядром. Обращало на себя внимание неравно-
мерное распределение зимогенных гранул в клетках. В 
группе крыс, получавших нитропруссид натрия, встре-
чались клетки с избыточным накоплением зимогенов, 
при этом гранулы располагались более плотно и были 
смещены к краю клетки. Наиболее заметным нарушение 
накопления секрета было в группе крыс, получавших 
NG-нитро-L-аргинин: здесь наблюдались целые поля 

ацинарных клеток в состоянии гипосекреции, с более 
светлой цитоплазмой. При этом ацинусы правильной 
формы содержали больше зимогенных гранул, чем де-
формированные.  

У крыс, получавших алкоголь на фоне недостатка 
NO, отмечались также видимые изменения капиллярной 
сети островков Лангерганса – расширение межклеточ-
ных пространств, выраженное кровенаполнение.  

При иммуногистохимическом исследовании у крыс, 
принимающих этанол, не было обнаружено свиде-
тельств повреждения или активной регенерации в ост-
ровках Лангерганса, в том числе Ngn3-опосредованного 
новообразования эндокринных клеток, которое наблю-
далось в обтурационной модели.  

Моделирование острого и хронического панктерати-
та в эксперименте подразумевает различный набор усло-
вий и потенциальных стимулов, поэтому результаты 
могут значительно отличаться. С другой стороны, раз-
ные результаты получены с аналогичными моделями 
регенерации, что и привело к путанице. Две основные 
экспериментальные модели, существующие на сего-
дняшний день, сводятся к реконструкции двух типов 
развития ХП: окклюзионный и алкогольный панкреатит.  
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1   2  

Рис. 2. Архитектура ацинусов:  
1 – ПЖ крысы котрольной группы, 2 – ПЖ крысы, принимающей этанол и аргинин, деформация структуры,  

снижение накопления секрета; окраска гематоксилином и эозином, иммерсионный объектив, увеличение х1000  

При моделировании краткосрочной окклюзии в экс-
перименте (использование рассасывающегося шовного 
материала) значительные объемы ЭЦМ откладываются в 
интралобулярном и периацинарном пространстве, одна-
ко приблизительно через 2 недели после индукции пан-
креатита гистологическая картина, масса органа и со-
держание коллагена возвращаются к норме (Ellenrieder et 
al., 2004). В клинике пациенты с окклюзионным билиар-
ным панкреатитом после удаления конкремента также 
демонстрируют значительное облегчение болевого син-
дрома и остановку фиброзирования, в то время как при 
алкогольном панкреатите даже после прекращения 
приема алкоголя прогрессирование фиброза замедляет-
ся, но не прекращается.  

Механизм, посредством которого потребление алко-
голя приводит к фиброзной трансформации ПЖ, выяс-
нен до конца, однако in vitro показано, что окисление 
этанола в ацетальдегид обеспечивает активацию ПСК, 
через состояние окислительного стресса, которое впо-
следствии активирует путь фиброгенеза (Talukdar et al., 
2006). Несмотря на это, часто появляются сообщения о 
людях с анамнезом алкоголизма и без развития хрониче-
ского панкреатита, а животные модели не могут полно-
стью повторить картину повреждения, которая наблюда-
ется у человека (Vonlaufen et al., 2014).  

В эксперименте мы наблюдали активацию процессов 
фиброгенеза как при использовании обтурационной мо-
дели (перевязка ГПП нерассасывающейся нитью в тече-
ние 30 суток), так и при моделировании алкогольного 
панкреатита. Однако во втором случае структурные из-
менения в ПЖ были очень незначительными. Фиброз 
развивался преимущественно в перипротоковой области, 
и хотя на границе фиброзной и функциональной ткани 
наблюдалась деформация ацинусов, этот процесс прак-
тически полностью компенсировался регенерационным 
потенциалом ПЖ. Это подтверждает распространенную 
гипотезу о том, что хотя алкоголь является фактором, 
способствующим возникновению и развитию как остро-
го, так и хронического панкреатита, одного этанола не-
достаточно для того, чтобы вызвать стойкие изменения. 
Высказано предположение, что этанол только «сенсиби-
лизирует» клетки ПЖ, а непосредственный вред наносят 
дополнительные факторы, такие как курение, наследст-

венность, нарушение питания и другие (Satoh et al., 
2006). Логично предположить, что ПЖ оснащена гибкой 
системой адаптации, которая защищает ее от внешнего 
воздействия, и развитие ХП является следствием нару-
шения в этой системе. Одной из составляющих этой сис-
темы может быть оксид азота (NO) – молекула с широ-
ким спектром биорегуляторного действия.  

NO является жирорастворимым газом, высокоактив-
ным и нестабильным соединением, которое образуется 
из L-аргинина под влиянием энзима NO-синтазы, легко 
проникает через клеточные мембраны, подвергается 
процессам окисления с переходом в нитриты и нитраты 
(Severina, 2002). NO действует во всех направлениях, 
является универсальным регулятором физиологических 
функций и передачи нервных импульсов, мощным пе-
риферическим вазодилататором, принимает участие в 
регуляции моторики и секреции. NO также оказывает 
цитопротекторное действие и является мощным медиа-
тором воспаления, выделяясь в ответ на воздействие 
бактерий, вирусов, провоспалительных цитокинов  
(Lucas et al., 2000). Мы обнаружили, что при дисбалансе 
системы NO, вызванном приемом донатора готовых мо-
лекул NO натрия нитропруссидного и неспецифического 
ингибитора NO-синтаз NG-нитро-L-аргинина на фоне 
перорального приема алкоголя, у животных отмечается 
нарушение ацинарного строения ПЖ, неравномерное 
распределение зимогенов в ацинарных клетках и дила-
тация капиллярной сети островков Лангерганса. Именно 
интраацинарная активация трипсиногена приводит к 
гибели ацинарной клетки и считается ключевым собы-
тием в развитии панкреатита. Механизм этого патологи-
ческого процесса до конца изучен, однако последние 
исследования доказывают его связь с употреблением 
алкоголя (Saluja et al., 2007).  

Неравномерное распределение зимогенных гранул, 
которое отмечалось нами в моделях с дисбалансом  
NO-эргической системы, может приводить к их внутри-
клеточной активации и вызывать гибель клеток, что под-
тверждается деформацией ацинусов при отсутствии вос-
палительной реакции. Этот эффект, однако, характерен 
только для ацинарных клеток. В островках Лангерганса 
мы наблюдали только компенсаторное расширение ка-
пилляров, без вовлечения эндокринных клеток.  
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При этом процессы активного восстановления, кото-
рые наблюдаются при реализации окклюзионной моде-
ли, в том числе Ngn3-опосредованный эмбриональный 
путь новообразования островковых клеток, по-
видимому, не задействованы при развитии алкогольного 
панкреатита. Это можно объяснить тем, что процесс 
атрофии функциональных клеток и активации ПСК в 
данном случае происходит слишком медленно, без уча-
стия воспаления или других факторов, оказывающих 
влияние на активацию регенерации.  

Выводы  

Лигирование протока ПЖ в эксперименте, дистально 
от его впадения в желчный проток, реконструирует у 
крыс обстоятельства ХП и вызывает активацию фибро-
зирования и регенерации эндокринной и экзокринной 
ткани. По сравнению с обтурацией, воздействие этанола 
на ПЖ проявляется в активации процессов фиброгенеза, 
при этом структурные изменения в железе крайне незна-
чительны и вряд ли в дальнейшем могут привести к рас-
пространенному фиброзу и хроническому панкреатиту.  

Дисбаланс протекторной системы NO на фоне прие-
ма алкоголя у крыс приводит к нарушению секреции 
зимогенов в ацинарных клетках и дилатации капилляр-
ной сети островков Лангерганса. Неравномерное рас-
пределение зимогенных гранул может приводить к их 
внутриклеточной активации и точечной гибели клеток, 
подтверждением чего служит деформация ацинусов при 
отсутствии воспалительной реакции. В этом случае на-
рушение ключевых адаптивных реакций в ПЖ делает 
орган более уязвимым к воздействию этанола, его мета-
болитов и других факторов окружающей среды и может 
повысить вероятность развития ХП. При этом процесс 
отмирания клеток ПЖ протекает значительно более 
медленно, что исключает активацию процессов проли-
ферации и новообразования функциональной ткани.  
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