
593

Hygiene & Sanitation (Russian Journal). 2017; 96(6)
DOI: http://dx.doi.org/10.1882/0016-9900-2017-96-6-593-596

Оriginal article
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки. 
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта 

интересов.

Л и т е р а т у р а  (пп. 1, 4–16 см. References)
2. Тартаковский И.С., Малеев В.В., Ермолаева С.А. Листерии: роль в 

инфекционной патологии человека и лабораторная диагностика. 
М.: Медицина для всех; 2002.

3. Сомов Г.П., Бузолева Л.С. Адаптация патогенных бактерий к абио-
тическим факторам окружающей среды. Владивосток: Примполи-
графкомбинат; 2004. 

R e f e r e n c e s
1. Valderrama W.B., Cutter C.N. An Ecological Perspective of Listeria 

Monocytogenes Biofilms in Food. Processing Facilities. Crit. Rev. Food 
Sci. Nutr. 2013; 53 (1): 801–17.

2. Tartakovskiy I.S., Maleev V.V., Ermolaeva S.A. Listeria: a Role in Infec-
tious Human Pathology and Laboratory Diagnostics [Listerii: rol’ v in-
fektsionnoy patologii cheloveka i laboratornaya diagnostika]. Moscow: 
Meditsina dlya vsekh; 2002. (in Russian)

3. Somov G.P., Buzoleva L.S. Adaptation of Pathogenic Bacteria to Abiotic 
Factors of Environment [Adaptatsiya patogennykh bakteriy k abiotiches-
kim faktoram okruzhayushchey sredy]. Vladivostok: Primpoligrafkombi-
nat. 2004. (in Russian)

4. Pouillot R., Hoelzer K., Jackson K.A, Henao O.A., Silk B.J. Relative risk 
of listeriosis in Foodborne Diseases Active Surveillance Network (Food-
Net) sites according to age, pregnancy, and ethnicity. Clin. Infect. Dis. 
2012; 54 (1): 405–10.

5. Todd E.C., Notermans S. Surveillance of listeriosis and its causative 
pathogen, Listeria monocytogenes. Food Control. 2011; 22 (1): 1484–90.

6. Sauders B.D., Wiedmann M. Ecology of Listeria species and L. mono-

cytogenes in the natural environment. In: Ryser E.T., Marth E.H., eds. 
Listeria, listeriosis, and food safety. Marcel Dekker. 2007; 1 (1): 21–53.

7. Endrikat S., Gallagher D.R., Pouillot R., Quesenberry H., Labarre D., 
Schroeder C.M. A comparative risk assessment for Listeria monocyto-
genes in prepackaged versus retail-sliced deli meat. J. Food Prot. 2010; 
73: 612–9.

8. Lambertz S.T., Nilsson C., Brådenmark A., Sylvén A., Johansson A., Jans-
son L.M. Prevalence and level of Listeria monocytogenes in ready-to-eat 
foods in Sweden 2010. Int. J. Food Microbiol. 2012; 160 (1): 24–31.

9. Keeratipibul, S., Techaruwichit P. Tracking sources of Listeria contami-
nation in a cooked chicken meat factory by PCR-RAPD-based DNA 
engerprinting. Food Control. 2012; 27 (1): 64–72 

10. Van der Veen S., Hain T., Wouters J.A., Hossian H. The heat-shock re-
sponse of Listeria monocytogenes comprises genes involved in heat 
shock, cell division, cell wall synthesis, and the SOS response. Microbi-
ology. 2007; 153 (10): 3593–607.

11. Cordano A.M., Rocourt J. Occurrence of Listeria monocytogenes in food 
in Chile. Int. J. Food Microbiol. 2001; 70 (1): 75–178.

12. Leggett L.N. Effect of storage at 4 and 10C on the growth of Listeria 
monocytogenes in and on queso fresco. J. Food Safety. 2012; 32 (1): 
236–45.

13. Møretrø, T., Langsrud S. Listeria monocytogenes: Biofilm formation 
and per-sistence in food-processing environments. Biofilms. 2004; 1 (1): 
107–21.

14. Crandall P.G., O’Bryan C.A., Martin E.M., Kuefner H.M., Pendleton S., 
Shannon E.M. et al. Efficacy of cleaning and sanitizing agents against 
attached Listeria monocytogenes on meat slicer components. Food Prot. 
Trends. 2012; 32 (1): 68–72.

15. Lado B.H., Yousef A.E. Characteristics of Listeria monocytogenes im-
portant to food processors. In: Ryser E.T., Marth E.H., eds. Listeria, liste-
riosis, and food safety. Marcel Dekker. 2007; 1 (1): 157–213.

16. Kosatsky J., McIntyre L.F., Henderson S.B., Kosatsky T. Occurrence and 
distribution of Listeria species in facilities producing ready-to-eat foods 
in British Columbia, Canada. J. Food Prot. 2012; 75 (2): 216–24.

Поступила 05.04.16
Принята к печати 04.10.16

Экспериментальные исследования

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2016

УДК 614.7:616.5-02:546.3]-092.9

Николаева Т.В., Полякова В.С., Сетко Н.П., Воронина Л.Г.

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ РЕОРГАНИЗАЦИЯ КОЖИ  
И ЕЕ ПРОИЗВОДНЫХ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ПОДОСТРОЙ  
ИНТОКСИКАЦИИ СОЛЯМИ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ
ГБОУ ВПО «Оренбургский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 460000, Оренбург 

Проведено экспериментальное исследование влияния солей тяжелых металлов (никеля, хрома, свинца и цин-
ка), поступающих в организм энтерально, на морфологию кожи и ее производных (волосяные фолликулы и 
сальные железы). Эксперимент проведен на мышах линии C57BL/6 с использованием индукции цикла фолли-
кула волоса посредством депиляции. При подострой интоксикации солями никеля, хрома и свинца выявлены 
признаки дистрофического анагена – эктопия гранул меланина в дермальный сосочек и перифолликулярную 
ткань, расширенные каналы волоса; длительность стадии анагена по сравнению с контролем не изменялась. 
При интоксикации солями никеля и свинца обнаружена инфильтрация мононуклеарами дермы и гиподермы. 
Ацетат свинца обусловил полнокровие капилляров дермы с последующим диапедезом эритроцитов и инфиль-
трацию дермы сидерофагами. В ходе проведенного иммуногистохимического исследования пролиферативной 
активности кератиноцитов покрова и производных кожи с использованием антител к Кi-67 выявлено значи-
мое повышение по сравнению с контролем пролиферативной активности кератиноцитов при использовании 
раствора сульфата цинка и бихромата натрия и ее снижение при использовании раствора ацетата свинца. 
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Введение
Одними из приоритетных загрязнителей окружающей сре-

ды являются тяжелые металлы [1–3]. Их влияние на различные 
органы и системы и участие в этиопатогенезе ряда заболеваний 
сегодня широко обсуждается в научной литературе. Имеется 
ряд работ, посвященных изучению влияния тяжелых металлов 
на кожу. Установлена этиопатогенетическая роль никеля, хро-
ма, кобальта в развитии аллергического контактного дерматита 
при эпикутанном нанесении солей этих металлов на кожу [4, 5].  
В модельном эксперименте на примере генетически предраспо-
ложенной к аутоиммунным реакциям линии крыс Brown Norway 
воспроизведена патогистологическая картина очаговой склеро-
дермии при внутрикожном введении хлорида никеля [6]. Вместе 
с тем для токсичных металлов наиболее важными являются ин-
галяционный и энтеральный пути поступления [7]. Однако экс-
периментальных сведений о влиянии тяжелых металлов на кожу 
и ее производные при энтеральном поступлении единичны.  
В доступной литературе отсутствуют морфологические сведения 
о влиянии различных солей тяжелых металлов на кожу и ее про-
изводные и имеются лишь отдельные работы, в которых дана 
оценка воздействия на кожу высоких доз перорально вводимого 
цинка сульфата [8, 9]. Поэтому значительный интерес представ-
ляет изучение влияния солей тяжелых металлов на морфологию 
кожи и ее производных при энтеральном пути поступления.

Материал и методы
Для оценки особенностей биологического действия раз-

личных солей тяжелых металлов на морфологию кожи был 
проведен модельный эксперимент. Опыты выполнены на 50 
мышах инбредной линии C57BL/6, самцах в возрасте 6–7 нед, 
с исходной массой 15–17 г, разделенных на четыре опытные и 
одну контрольную группу по 10 животных в каждой. В течение 
14-дневного карантина лабораторные животные содержались 
в раздельных клетках при постоянном доступе к полноценно-
му питанию и питьевой воде с 12-часовым чередованием дня 
и ночи. При выполнении исследований соблюдались «Правила 
проведения работ с использованием экспериментальных живот-
ных» согласно приказу Минздрава СССР № 755 от 12.08.1977 
и “Правила лабораторной практики в Российской Федерации» 

(приказ Минздрава РФ от 19.06.2003 № 267). На проведение ис-
следования получено разрешение локального этического коми-
тета ГБОУ ВПО “Оренбургский государственный медицинский 
университет” Минздрава России. Выбор линии мышей C57BL/6 
обусловлен имеющейся у этого вида животных строгой синхро-
низации фаз развития волосяного фолликула [10] и ассоциации 
анагена (фазы роста волосяного фолликула) с меланогенезом 
[11], что позволит исследовать влияние солей тяжелых металлов 
на волосяные фолликулы. 

В течение первых 16 дней модельного эксперимента живот-
ные четырех опытных групп получали в качестве питьевой воды 
затравку растворами солей тяжелых металлов, концентрация ко-
торых в пересчете на металл составила 10 ПДК1. Первая опытная 
группа (I группа) получала раствор сульфата никеля 0,0026 г/л 
(1 мг/л в пересчете на никель); вторая опытная группа (II груп-
па) – раствор бихромата натрия двухосновного 0,001433 г/л  
(0,5 мг/л в пересчете на хром); третья опытная группа (III груп-
па) – раствор ацетата свинца (трехводный) 0,00054 г/л (3 мг/л в 
пересчете на свинец); четвертая опытная группа (IV группа) – 
раствор сульфата цинка 0,1238 г/л (50 мг/л в пересчете на цинк). 
Контрольная группа мышей получала чистую питьевую воду. 
На 17-й день эксперимента животным всех групп под эфирным 
наркозом была проведена индукция анагена (стадия роста воло-
сяного фолликула) путем депиляции волос с кожи спины (Paus 
и соавт., 1994) восковыми мини-полосками WaxStrips “Beauty 
formulas” (Drammock International LTD., Великобритания).  
Гистологически, функционально и макроскопически индуциро-
ванные депиляцией анагеновые фолликулы неотличимы от раз-
вивающихся спонтанно анагеновых фолликулов [10]. 

На 9-е сутки после депиляции 50% животных из каждой 
группы выводились из эксперимента путем декапитации под 
эфирным наркозом. Материалом для гистологического исследо-
вания явились образцы кожи спины, подвергнутой депиляции. 
Отбор исследуемого материала производился с межлопаточной 
области, паравертебрально, начиная от линии, соединяющей ос-
нования лопаток лабораторных животных. Размер образцов кожи 
составил 10 × 15 мм. Для проведения световой микроскопии об-
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гранул меланина в полость дермального сосочка и перифериче-
скую часть фолликула волоса, располагаясь на границе с соеди-
нительнотканной оболочкой. 

Морфологические изменения в III опытной группе характе-
ризовались уменьшением рядов клеток внутреннего корневого 
влагалища, ограничивающего раздутые каналы волоса, в кото-
рых свободно располагались стержни волос (рис. 4 на 2-й стр. 
обложки), а также полнокровие капилляров дермы (рис. 5 на 2-й 
стр. обложки). В IV опытной группе каких-либо выраженных 
морфологических изменений установлено не было. 

Иммуногистохимическое исследование позволило устано-
вить статистически значимое превышение индекса пролифе-
рации по сравнению с данными контрольной группы у живот-
ных, подвергавшихся воздействию сульфата цинка (IV опытная 
группа). В этой группе индекс пролиферации превышал данные 
контроля в 1,8 раза (18,6±0,4% в IV опытной группе против 
10,1±0,3% в контроле; p < 0,05). Различия в индексе пролифе-
рации между контрольной группой и II опытной группой, полу-
чавшей бихромат натрия, также достигли статистической значи-
мости (12,7±0,3% во II опытной группе; p < 0,05). В III опытной 
группе, подвергавшейся воздействию ацетата свинца, напротив, 
индекс пролиферации был в 1,4 раза ниже, чем в контрольной 
группе (7,1±0,2% в III опытной группе; p < 0,05). Статистически 
значимых различий в показателях индекса пролиферации между 
I опытной группой, получавшей сульфат никеля, и контролем 
обнаружено не было (рис. 6).

Иллюстрацией к приведенным выше данным является рис. 7 
на 2-й стр. обложки, на котором видны экспрессирующие белок 
Ki-67 ядра кератиноцитов наружного корневого влагалища во-
лоса, окрашенные в коричневый цвет. 

На 19-е сутки после депиляции во всех экспериментальных 
группах были установлены характерные для позднего катагена 
светооптические признаки: наличие компактного шаровидного 
дермального сосочка, эпителиального тяжа, ниже которого опре-
деляется спавшаяся соединительнотканная оболочка фоллику-
ла волоса в виде “хвоста”. Однако при интоксикации никелем  
(I опытная группа) на 19-е сутки после депиляции наряду с ха-
рактерными для позднего катагена волосяными фолликулами 
обнаруживались волосяные фолликулы с сохраняющимися гра-
нулами меланина в матриксе волоса, что более соответствует на-
чальным стадиям катагена. Отмечены характерные для каждой 
опытной группы специфические морфологические изменения. 
В I опытной группе установлено уменьшение рядов клеток по-
кровного эпителия, который на большем протяжении представ-
лен 1–2 рядами эпителиоцитов (в контрольной группе 2–3 кле-
точных ряда), частично с явлениями гидропической дистрофии. 
Сохранение преимущественно макрофагальной инфильтрации 
дермы и гиподермы и очагового фиброза. Во II опытной группе 
отмечено уменьшение рядов клеток покровного эпителия – на 
большем его протяжении он выглядел однорядным. Сосочковый 
слой дермы характеризовался наличием фибротических измене-
ний. Отмечено, что в коже преобладала гиподерма, на долю ко-
торой приходилось 30–50% всей ее толщи. В III опытной группе 
установлены умеренная лимфомакрофагальная инфильтрация в 
дерме и гиподерме, расширенные сосуды в дерме, диапедез эри-
троцитов и скопление сидерофагов в дерме.

разцы кожи мышей после забора помещали в 10% нейтральный 
формалин и фиксировали при комнатной температуре в течение 
суток. После стандартной гистологической проводки материал 
заливали в парафин. Гистосрезы толщиной 5 мкм окрашивали 
гематоксилином Майера, эозином и по Ван-Гизону. Морфоло-
гические изменения в образцах кожи экспериментальных жи-
вотных выявлялись путем сравнения с материалом контрольной 
группы. Оценка признаков дистрофии волосяных фолликулов 
дана на основании предложенных M. Maurer [12] изменений, 
среди которых учитывали внематриксные гранулы меланина и 
аномально раздутые каналы волоса. Оценка пролиферативной 
активности кератиноцитов покровного эпителия и производных 
кожи основывалась на изучении характера экспрессии ядерно-
го антигена Ki-67 [13]. Использование Ki-67 в качестве маркера 
пролиферации обусловлено его экспрессией только делящимися 
клетками и быстрым распадом, исключающим его накопление 
и обнаружение в покоящихся клетках [14]. Определение экс-
прессии белка Ki-67 проведено на 9-е сутки после депиляции 
во всех опытных и контрольной группе. Для этого использован 
иммуногистохимический метод с применением кроличьих мо-
ноклональных антител к Ki-67 (clone SP6) (Cell marque, США). 
Визуализацию Ki-67-позитивных клеток производили согласно 
протоколу фирмы-производителя (Cell marque, США). Ki-67-
позитивные клетки определяли по окрашенному в коричневый 
цвет ядру. Подсчет Ki-67-позитивных клеток и общего количе-
ства клеток проводили в 15 полях зрения при увеличении 600. 
Для каждого поля зрения рассчитывали индекс пролиферации, 
который представляет собой долю Ki-67-позитивных клеток 
к общему количеству клеток, выраженному в процентах [14], 
с последующим определением его средней арифметической и 
стандартной ошибки средней (М±m) для каждой группы. Стати-
стически значимыми считали различия по показателю индекса 
пролиферации между группами при р < 0,05. 

На 19-е сутки после депиляции из эксперимента выводи-
ли оставшиеся 50% мышей из каждой группы. Забор образцов 
кожи проводили описанным выше способом с подготовкой ги-
стологических препаратов, окрашенных гематоксилином Майе-
ра, эозином и по Ван-Гизону, для изучения на светооптическом 
уровне. Иммуногистохимический метод в этой серии опытов и в 
эти сроки не использовали.

Сроки вывода животных из эксперимента обусловлены ста-
диями цикла волосяных фолликулов. На 9-е сутки после депиля-
ции кожа мышей линии C57BL/6 содержит анагеновые (расту-
щие) волосяные фолликулы, в которых происходят выраженные 
пролиферативные процессы [10, 15]. На 19-е сутки после депи-
ляции волосяные фолликулы находятся в стадии катагена (пере-
ходная фаза), характеризующейся процессами инволюции воло-
сяного фолликула [10, 15]. 

Результаты
При интоксикации солями тяжелых металлов в коже отмече-

ны морфологические изменения в эпидермисе, дерме, сальных 
железах и волосяных фолликулах. Во всех группах обнаружены 
светооптические признаки позднего анагена (анагена VI), соот-
ветствующего 9-м суткам после депиляции – луковицы волос 
находятся в подкожной клетчатке, доходят до подкожной мыш-
цы (m. panniculus carnosus), дермальный сосочек узкий, кончик 
стержня волоса выходит через эпидермис на поверхность кожи. 
Во всех опытных группах на 9-е сутки после депиляции выявлен 
ряд специфических морфологических изменений. В I опытной 
группе они характеризовались наличием гиперкератоза покров-
ного эпителия и воронки волоса и обнаружением в дерме и под-
кожной клетчатке выраженной макрофагальной инфильтрации 
(рис. 1 на 2-й стр. обложки) и очагового фиброза. Волосяные 
фолликулы в нескольких полях зрения были деформированы, 
отмечалась эктопия гранул меланина в дермальный сосочек 
(рис. 2 на 2-й стр. обложки) и перифолликулярную ткань.

Основными отличиями морфологической картины кожи во 
II опытной группе явились изменения сально-волосяного ком-
плекса. Сальные железы характеризовались многоклеточностью 
и увеличенными размерами. В волосяных фолликулах отмечены 
вакуолизированные клетки в ростковой зоне, выраженный отек 
дермального сосочка (рис. 3 на 2-й стр. обложки), в отдельных 
волосяных фолликулах отмечена эктопия немногочисленных 
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Рис. 6. Показатели индекса пролиферации у экспериментальных 
животных. Планки погрешностей отражают 95% доверительный 
интервал.
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Обсуждение
Проведенное исследование показало, что подострая инток-

сикация солями никеля, хрома, свинца и цинка не привела к из-
менению длительности стадии анагена волосяного фолликула 
ни в одной из экспериментальных групп по сравнению с кон-
тролем. Светооптические признаки анагена в опытных группах 
соответствовали контролю и признакам, характерным для ли-
нии мышей C57BL/6 [15]. Анализ данных проведенного иссле-
дования свидетельствует о том, что поступающие энтерально 
соли тяжелых металлов приводят к своеобразным морфологи-
ческим изменениям в коже. Наибольшим структурным измене-
ниям подвергаются волосяные фолликулы, что, вероятно, свя-
зано с высокой пролиферативной активностью в фазу анагена. 
Несмотря на отсутствие нарушения длительности анагена, при 
подострой интоксикации солями таких тяжелых металлов, как 
никель и хром, обнаруживаются признаки дистрофического 
анагена. Они характеризуются появлением эктопических гра-
нул меланина в дермальном сосочке и периферических отделах 
волосяного фолликула, в то время как в контрольной группе 
они локализованы в зоне матрикса. Внематриксное расположе-
ние гранул меланина может указывать на нарушение процес-
сов взаимодействия между меланоцитами и кератиноцитами 
волосяного фолликула [16]. Среди других структурных нару-
шений отмечены отек дермального сосочка волосяного фолли-
кула, характерный признак интоксикации бихроматом натрия, 
и расширенные каналы волоса, выявленные при энтеральном 
поступлении ацетата свинца. В покровном эпителии при воз-
действии солей тяжелых металлов также отмечены морфологи-
ческие изменения. Установлено, что при интоксикации сульфа-
том никеля имеет место выраженный гиперкератоз покровного 
эпителия и воронки волоса. Энтеральное поступление этого 
токсиканта индуцирует приток мононуклеаров в дерму. При 
воздействии ацетата свинца поражаются сосуды дермы, кото-
рые отличаются выраженным полнокровием. 

Проведение иммуногистохимического анализа для опреде-
ления уровня экспрессии ядерного белка Ki-67 позволило обна-
ружить факт несоответствия уровня пролиферативной активно-
сти морфологическим изменениям на светооптическом уровне. 
Это продемонстрировано на примере интоксикации сульфатом 
цинка, при которой каких-либо структурных изменений уста-
новлено не было; в то же время именно при воздействии сульфа-
та цинка зарегистрирован максимальный индекс пролиферации. 

На 19-е сутки после депиляции во всех опытных группах 
стадия катагена наступила своевременно. Однако при инток-
сикации сульфатом никеля наряду с волосяными фолликула-
ми, соответствующим контрольной группе, были обнаружены 
фолликулы с признаками, характерными для раннего катагена, 
что свидетельствует о задержке развития этой фазы при инток-
сикации никелем. Важно отметить, что выявленные на 9-е сут-
ки после депиляции изменения сохранялись и усугублялись на 
19-е сутки. Так, при интоксикации сульфатом никеля монону-
клеарная инфильтрация дермы, выявленная на 9-е сутки после 
депиляции, сохранялась и на 19-е сутки после депиляции. При 
интоксикации ацетатом свинца сохранялось полнокровие сосу-
дов дермы, которое к 19-м суткам после депиляции усугубилось 
диапедезом эритроцитов в дерму и ее инфильтрацией сидерофа-
гами и мононуклеарами.

Заключение
Проведенное экспериментальное исследование позволило 

установить, что энтеральное поступление солей тяжелых ме-
таллов приводит к структурно-функциональной реогранизации 
кожи и ее производных. Морфологические изменения имеют 
свою специфику в зависимости от поступающего в организм 
животного тяжелого металла. Показано, что соли никеля, хрома 
и свинца приводят к формированию дистрофического анагена. 
Соединения никеля и свинца обусловливают приток в дерму и 
гиподерму мононуклеаров. Ацетат свинца вызывает полнокро-
вие капилляров дермы с последующим диапедезом эритроци-
тов и инфильтрацией дермы сидерофагами. Тяжелые металлы 
изменяют пролиферативную активность кератиноцитов, что не 
всегда находит отражение в структурных изменениях кожи и ее 
производных. 
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