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Резюме. Введение. Цитостатические препараты широко применяют для лечения онкологиче-
ских и аутоиммунных заболеваний. Однако цитостатическая терапия часто сопровождается 
осложнениями, связанными с повреждением слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта. 
Цель — исследовать повреждающее действие противоопухолевых лекарственных средств 
на слизистую оболочку полости рта, которое приводит к развитию мукозита, а также оценить 
возможности восстановления тканей после такого воздействия. Материалы и методы. 
Объектом исследования стала слизистая оболочка языка у 40 половозрелых беспородных 
мышей (20 особей). Животным вводили внутрибрюшинно циклофосфан (400 мг/кг массы 
тела) на протяжении пяти дней. Контрольная группа (20 мышей) получала изотонический 
раствор натрия хлорида с той же периодичностью. Забор материала осуществляли через 
сутки после последней инъекции и через 20 суток для изучения регенеративных процессов. 
Использовали методы гистологии, морфометрии и иммуногистохимии. Морфометрический 
анализ включал в себя измерение толщины шиповатого слоя эпителия, а также подсчет 
количества гранулоцитов, агранулоцитов и тучных клеток в соединительной ткани. Мето-
дом иммуногистохимии выявляли бромдезоксиуридин — BrdU (маркер пролиферации) и 
белок Iba1 (маркер макрофагов). Состояние слизистой оболочки оценивали на вентральной 
поверхности языка. Результаты. Введение циклофосфана вызвало развитие мукозита 
полости рта, что проявилось в нарушении пролиферативной активности эпителия, отеке 
соединительной ткани и дисбалансе иммунокомпетентных клеток в ней, а именно в умень-
шении количества гранулоцитов, агранулоцитов, макрофагов и тучных клеток. Выявленные 
изменения оказывались обратимыми, так как некоторые показатели вернулись к исходным 
значениям. Количество BrdU-положительных клеток и гранулоцитов превысило контрольные 
значения в конце эксперимента. Выводы. Лечение цитостатическими препаратами приводит 
к повреждению слизистой оболочки полости рта и развитию мукозита — специфической 
воспалительной реакции. После отмены препарата наблюдалась выраженная регенерация 
слизистой оболочки полости рта.
Ключевые слова: полость рта, слизистая оболочка, мукозит, циклофосфан
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Abstract. Introduction. Cytostatic drugs are widely used to treat cancer and autoimmune diseases. 
However cytostatic therapy is often accompanied by complications associated with damage to the 
mucous membranes of the gastrointestinal tract. The aim — to experimentally study the damaging 
effect of cytostatic drugs on the oral mucosa, leading to the development of mucositis, and to evaluate 
the reversibility of these changes. Material and methods. The mucous membrane of the tongue 
was studied in 40 mature white mice (20 animals) after intraperitoneal administration of the cytostatic 
drug cyclophosphamide at a dose of 400 mg/kg body weight for 5 days. Animals in the control group 
(20 animals) were injected with an isotonic sodium chloride solution at the same intervals. The 
material was obtained 24 hours after the last administration of the drug, and also, in order to study 
the reversibility of changes, after 20 days. Histological, morphological and immunohistochemical 
methods were used. A morphological study determined the thickness of the spinous layer of the 
epithelium, as well as the number of granulocytes, agranulocytes and mast cells in the connective 
tissue. Immunohistochemical studies revealed BrdU (bromodeoxyuridine — a marker of proliferative 
activity) and the Iba1 protein (a marker of macrophages). The condition of the oral mucosa on the 
ventral surface of the tongue was assessed. Results. Exposure to cyclophosphamide led to the 
development of oral mucositis: proliferative processes in the covering epithelium were disrupted, 
swelling of the connective tissue component of the mucous membrane occurred, and the ratio of 
immunocompetent cells in the connective tissue was disrupted, i.e. the number of granulocytes, 
agranulocytes, macrophages and mast cells decreased. The disturbance was reversible, and most 
parameters returned to control values, and the number of BrdU+ cells and granulocytes exceeded 
control values at the end of the experiment. Conclusions. Therapy with cytostatics causes damage 
to the oral mucosa and the development of mucositis — a specific inflammatory process. Upon 
cessation of therapy, a high degree of regeneration of the oral mucosa was observed.
Keywords: oral cavity, mucous membrane, mucositis, cyclophosphamide
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ВВЕДЕНИЕ
В современной медицинской практике использо-

вание химиотерапевтических средств является рас-
пространенным методом лечения злокачественных 
новообразований, аутоиммунных заболеваний [1, 
2], что часто сопровождается осложнениями вслед-
ствие повреждающего действия этих препаратов на 
различные органы и ткани, включая слизистую обо-
лочку желудочно-кишечного тракта [3, 4]. В ответ на 
повреждение в тканях развивается воспалительный 
процесс, характеризующийся повышенной проницае-
мостью сосудистой стенки, выходом плазмы крови из 
сосудов, развитием отека, а также миграцией лейко-
цитов и высвобождением медиаторов воспаления. 
В условиях цитостатической терапии в слизистой 
оболочке полости рта (СОПР) возникает специфиче-
ское воспаление — мукозит, которое приводит к по-
вреждению тканей с образованием обширных, часто 
инфицированных, язв. Мукозит повреждает защитный 
барьер слизистой оболочки, что сопровождается им-
муносупрессией [5–7].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспериментальное изучение повреждающего 

действия цитостатических препаратов на СОПР, при-
водящего к развитию мукозита, и оценка возможности 
обратного развития данных изменений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В эксперименте были задействованы 40 самок бе-

лых мышей массой от 23 до 25 г. Животным опытной 
группы (n=20) вводили внутрибрюшинно циклофос-
фан («ЛЭНС-Фарм», Россия) в дозе 400 мг/кг массы 
тела каждые 24 ч в течение 1–5 дней. Контрольная 
группа (n=20) получала инъекции изотонического рас-
твора натрия хлорида с такой же периодичностью. 
Эвтаназию мышей проводили под легким эфирным 
наркозом через 24 ч и через 20 дней после последней 
инъекции циклофосфана. Объектом исследования яв-
лялась слизистая оболочка вентральной поверхности 
языка. 

Работа проведена в соответствии с этическими 
принципами, установленными Европейской конвенци-
ей по защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других научных целей (при-
нятой в Страсбурге 18.03.1986 г. и подтвержденной в 
Страсбурге 15.06.2006 г.) и одобрена Локальным эти-
ческим комитетом ПСПбГМУ имени И.П. Павлова.

Для гистологических и морфометрических иссле-
дований применяли парафиновые поперечные сре-
зы языка, окрашенные гематоксилином и эозином 
и азуром II и эозином. Морфометрический анализ 
включал измерение толщины шиповатого слоя эпите-
лия, а также подсчет количества гранулоцитов, агра-

нулоцитов и тучных клеток в соединительной ткани 
с помощью окулярной сетки при 630-кратном увели-
чении. Иммуногистохимически выявляли наличие 
бромдезоксиуридина (BrdU) — маркера пролифера-
тивной активности и белка Iba1, используемого в ка-
честве маркера макрофагов. Для определения BrdU 
вводили 1 мг раствора BrdU (BD Pharmingen, США) 
внутрибрюшинно за сутки до забора материала. 
Срезы толщиной 5 мкм, обработанные биотинилиро-
ванными мышиными моноклональными антителами 
к BrdU (BD Pharmingen, США), затем стрептавиди-
ном, конъюгированным с пероксидазой хрена — HRP 
(BD Pharmingen, США), тирамидом, конъюгирован-
ным с флуоресцеином и антифлюоресцеином-HRP 
из набора для амплификации CSA II (Dako, Дания). 
Далее срезы инкубировали с раствором хромоге-
на — диаминобензидина (Dako, Дания) и окрашива-
ли Aster Blue. Количество клеток с мечеными ядрами 
(BrdU+клетки) на 1000 клеток базального слоя эпи-
телия подсчитывали при 900-кратном увеличении. 
Для определения макрофагов срезы инкубировали в 
3% растворе перекиси водорода и в блокировочном 
растворе (Spring Bioscience, США). Затем использо-
вали козьи поликлональные антитела к Iba-1 (AbCam, 
Великобритания), вторичные биотинилированные ан-
титела (ссылка из набора LSAB + System-AP; Dako, 
Дания) и HRP-конъюгированный стрептавидин (BD 
Pharmingen, США). В дальнейшем срезы инкубиро-
вали с раствором хромогена — диаминобензидина 
в наборе DAB+ (Дако, Дания) и окрашивали гематок-
силином. Количество макрофагов на стандартную 
площадь среза подсчитывали с помощью окулярной 
сетки при 630-кратном увеличении. 

Статистический анализ полученных данных прово-
дили с применением пакета программ STATISTICA 6.0 
для Windows. Значимость различий в средних значе-
ниях параметров оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента. Различия считали статистически значи-
мыми при p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Гистологическое исследование показало выра-

женное и неравномерное истончение эпителия, в 
основном за счет уменьшения толщины шиповатого 
слоя. В соединительной ткани выявлялись отдельные 
светлые участки, что свидетельствовало о наличии 
отека. При морфометрическом исследовании отме-
чено уменьшение толщины шиповатого слоя на 51% 
(результаты морфометрического и иммуногистохими-
ческого исследований представлены в табл. 1).

Количество BrdU-положительных клеток в ба-
зальном слое эпителия языка уменьшилось на 57%: 
в группе контроля количество BrdU-положительных 
клеток составляло 43,2±2,8%. На 20-й день после 
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Таблица 1
Результаты морфометрического и иммуногистохимического исследований слизистой оболочки 

вентральной поверхности языка
Table 1

Results of morphometric and immunohistochemical studies of the mucous membrane 
of the ventral surface of the tongue

Исследованные показатели
Studied indicators

Контроль 
Сontrol group

6-е сутки 
эксперимента

6th day 
of the experiment

25-е сутки 
эксперимента

25th day 
of the experiment

Толщина шиповатого слоя эпителия, мкм
Thickness of the spinous layer of the epithelium, μm

21,1±1,2 10,5±1,5* 24,2±2,1

BrdU+-клетки, % 
BrdU+-cells, %

43,2±2,8 18,6±1,5* 54,4±2,3*

Гранулоциты, количество на 1 мм² площади поверхности 
соединительной ткани 
Granulocytes, number per 1 mm² of connective tissue surface area

14,1±1,4 7,8±0,7* 17,7±1,5*

Агранулоциты, количество на 1 мм² площади поверхности 
соединительной ткани
Agranulocytes, number per 1 mm² of connective tissue surface area

62,1±2,6 33,4±1,9* 60,1±2,3

Тучные клетки, количество на 1 мм² площади поверхности 
соединительной ткани
Mast cells, number per 1 mm² of connective tissue surface area

8,8±0,6 5,2±0,5* 9,0±0,7

Макрофаги, количество на 1 мм² площади поверхности 
соединительной ткани 
Macrophages, number per 1 mm² of connective tissue surface area

16,1±1,5 7,1±0,6* 17,0±1,6

* Различия по сравнению с величинами в контрольной группе значимы (p <0,05).
* Difference from control is signifi cant (p <0.05).
Таблица авторов данной статьи
The table by the authors of this article
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Рис. 1. Количество BrdU+клеток в базальном слое эпителия 
на вентральной поверхности языка. * Отличие от кон-
троля значимо (р <0,05) (рисунок авторов данной 
 статьи)

Fig. 1. Number of BrdU+ cells in the basal layer of the epithelium on 
the ventral surface of the tongue. * Difference from control is 
significant (p <0.05) (figure by the authors of this article)

*

20
18
16
14
12
10

8
6
4
2
0

Ко
ли

че
ст

во
 м

ак
ро

фа
го

в н
а 1

 м
м²

 
пл

ощ
ад

и п
ов

ер
хн

ос
ти

 
со

ед
ин

ит
ел

ьн
ой

 тк
ан

и
Nu

mb
er

 of
 m

ac
ro

ph
ag

es
 pe

r 1
 m

m²
 

of 
co

nn
ec

tiv
e t

iss
ue

 su
rfa

ce
 ar

ea

Кон
тро

льн
ая 

гру
ппа

 

Сont
rol 

gro
up

6-е
 су

тки
 эк

спе
рим

ент
а 

6th
 da

ys 
of t

he 
exp

erim
ent

25-
е с

утк
и э

ксп
ери

мент
а 

25t
h d

ays
 of 

the
 ex

per
iment

Рис. 2. Количество макрофагов в соединительной ткани 
слизистой оболочки вентральной поверхности язы-
ка (рисунок авторов данной статьи)

Fig. 2. Number of macrophages in the connective tissue of the 
mucous membrane of the ventral surface of the tongue 
(figure table by the authors of this article)
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введения препарата количество BrdU-положительных 
клеток увеличилось на 26% по сравнению с контроль-
ной группой (рис. 1).

На 6-й день эксперимента количество гранулоци-
тов и агранулоцитов в соединительной ткани СОПР 
уменьшилось на 46% по сравнению с контролем, 
что является следствием подавления образования 
иммуно компетентных клеток цитостатиками. Грану-
лоциты представлены в основном нейтрофилами, и 
уменьшение их количества в соединительной ткани 
свидетельствует о нарушении функции клеток с высо-
кой антимикробной активностью. К концу эксперимен-
та количество гранулоцитов превысило контрольные 
значения на 25%, а количество агранулоцитов верну-
лось к исходным значениям.

Содержание тучных клеток в СОПР после введе-
ния циклофосфана уменьшилось на 39,5%, что со-
провождалось изменением их топографического рас-
пределения. Увеличилась доля тучных клеток, рас-
положенных вблизи базальной мембраны эпителия, 
что, вероятно, связано с усилением коррелятивных 
взаимодействий между эпителием и соединительной 
тканью. В конце эксперимента количество тучных 
клеток вернулось к контрольным значениям.

Количество макрофагов уменьшилось на 56%. 
Наблюдалась инфильтрация эпителия макрофагами. 
К 20-му дню после введения препарата количест-
во макрофагов вернулось к контрольным значениям 
(рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Подавление пролиферации в сочетании с умень-

шением толщины шиповатого слоя эпителия согласу-
ется с данными об изменениях в многослойном эпи-
телии, вызванных цитостатической терапией [8–10], 
и, возможно, служит причиной нарушения барьерных 
функций эпителия при химиотерапии [11], поскольку 
многослойность эпителия является одним из защит-
ных факторов. Увеличение числа BrdU-положитель-
ных клеток в конце эксперимента может быть компен-
саторной реакцией со стороны стволовых клеток, ко-
торые активируются после угнетения пролиферации, 
направленной на восстановление барьерной функции 
эпителия.

Уменьшение числа агранулоцитов указывает на 
то, что реакции специфического иммунитета нару-
шаются не меньше, чем неспецифического, вопреки 
распространенному мнению о преобладающей роли 
нарушений неспецифических иммунных механизмов в 
развитии инфекционных заболеваний при цитостати-
ческой терапии [12].

Снижение численности тучных клеток и изменение 
их топографии свидетельствуют о выраженном влия-
нии цитостатиков на количество и распределение туч-

ных клеток. Тучные клетки активно участвуют в разви-
тии воспалительных процессов. В цитоплазме тучных 
клеток содержатся гранулы с вазоактивными веще-
ствами, такими как гистамин, гепарин, серотонин и 
дофамин. Высвобождение вазоактивных медиаторов, 
вероятно, отвечает за повышение проницаемости со-
судов стенки микроциркуляторного русла и развитие 
отека — характерного клинико-морфологического 
признака мукозита [13].

Инфильтрация эпителия макрофагами может быть 
связана с хемотаксисом за счет цитокинов, высвобож-
дающихся из поврежденных эпителиальных клеток, 
и микробных продуктов [14]. Макрофаги активно уча-
ствуют как в неспецифических защитных механизмах 
слизистой оболочки, главным образом за счет фаго-
цитоза, так и в специфических защитных механизмах 
в результате участия в иммунных реакциях. Снижение 
количества макрофагов в соединительной ткани сви-
детельствует о количественной и качественной недо-
статочности макрофагальной системы, что нарушает 
защитные механизмы слизистой оболочки.

Период после завершения цитостатической те-
рапии характеризуется нормализацией большинства 
морфофункциональных показателей состояния СОПР, 
что указывает на хорошую способность к компенсатор-
ным реакциям и высокий регенеративный потенциал.

ВЫВОДЫ
1. Цитостатическая терапия приводит к развитию 

воспалительного процесса — мукозита, который сопро-
вождается угнетением пролиферации эпителиальных 
клеток, ослаблением барьерной функции эпителия, 
возникновением отека в соединительной ткани, нару-
шением соотношения количества иммунокомпетентных 
клеток и иммуносупрессией с количественной и каче-
ственной недостаточностью макрофагальной системы. 

2. Мукозит приводит к длительному снижению за-
щитных свойств СОПР на фоне терапии цитостати-
ками.

3. После отмены препарата наблюдается норма-
лизация состояния СОПР, что свидетельствует о ее 
выраженной способности к регенерации.
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