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Воздействие ионизирующего излучения при лечении злокачественных новообразований печени вы-
зывает радиационно-индуцированную гибель гепатоцитов с развитием лучевого гепатита. По-
тенциальным радиопротектором печени в условиях облучения электронами может быть аскор-
биновая кислота.   
Цель. Иммуногистохимическая оценка уровней экспрессии IL-1β, IL-6, IL-10 после введения аскор-
биновой кислоты в модели лучевого гепатита. 
Материалы и методы. Крысы породы «Вистар» (n=40) были поделены на четыре группы: I – кон-
трольная (n=10); II (n=10) – облучение электронами в дозе 30 Гр; III (n=10) – введение аскорбиновой 
кислоты перед облучением электронами; IV (n=10) – введение аскорбиновой кислоты. Через неделю 
после последней фракции животных выводили из эксперимента, а фрагменты печени исследовали 
морфологически, иммуногистохимически и методом ELISA (IL-1β, IL-6, IL-10). Статистический 
анализ полученных данных проводили с использованием критерия Краскела – Уоллиса с апостери-
орным критерием Данна, множественные сравнения проводили при помощи U-теста Манна – 
Уитни. 
Результаты. Облучение электронами привело к резкому увеличению экспрессии факторов воспа-
ления и цитокиновому дисбалансу с преобладанием провоспалительных маркеров (IL-1β, IL-6) над 
противовоспалительным (IL-10). В группе предлучевого введения аскорбиновой кислоты уровни ин-
терлейкинов также превышали контрольные значения, однако баланс про- и противовоспалитель-
ных факторов был частично сохранен. 
Выводы. Через неделю после воздействия локального облучения электронами в суммарной дозе 30 Гр 
происходит развитие признаков лучевого гепатита. В печени выявлено статистически значимое 
увеличение экспрессии провоспалительных цитокинов. В то же время предлучевое введение аскор-
биновой кислоты обеспечивает частичную радиопротекцию здоровых гепатоцитов, а также вос-
становление цитокинового баланса и уменьшение клеточной воспалительной инфильтрации. 
 
Ключевые слова: электроны, печень, цитокины, радиопротектор, иммуногистохимия. 

 
Введение. Воздействие ионизирующего 

излучения при лечении злокачественных но-

вообразований печени и/или органов брюш-

ной полости вызывает радиационно-индуци-

рованную гибель интактных гепатоцитов, по-

падающих в зону облучения [1]. В некоторых 

случаях это приводит к развитию признаков 

лучевого гепатита с исходом в острую пече-

ночную недостаточность [2]. Нарушение 

функций печени в половине случаев происхо-

дит уже при дозе 43 Гр при γ-облучении, а при 

дозе 60 Гр авторы наблюдали увеличение 

риска летального исхода в результате деком-

пенсации печеночной недостаточности более 

чем в 70 % случаев [3].  

В единичных работах показано, что воздей-

ствие Х-лучей в суммарной дозе 12 Гр сопро-

вождается вакуолизацией гепатоцитов и воспа-

лением, а также гибелью 20 % животных [4].  

В другом исследовании было показано 

развитие радиационно-индуцированного фиб-

роза печени уже спустя две недели после од-

нократного воздействия ионизирующего из-

лучения в дозе 20 Гр [5]. 

Однако не смотря на множественные дан-

ные о радиационно-индуцированном пораже-

нии печени в ответ на воздействие Х- и γ-лу-

чей актуальным остается проведение исследо-

ваний постлучевых осложнений электроноте-

рапии, которая оказывает более «щадящее» 
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влияние на здоровые ткани, при этом сохраняя 

высокую эффективность в отношении атипич-

ных клеток [6]. В связи с этим интерес пред-

ставляет исследование маркеров воспалитель-

ной реакции в печени при облучении электро-

нами с целью оценки степени лучевого гепа-

тита.  

Известно, что в ответ на γ-облучение пе-

чени образуется цитокиновый дисбаланс с 

преобладанием провоспалительных цитоки-

нов [7], в то время как другие исследователи 

указывают на увеличение активности проти-

вовоспалительного IL-10 [8]. Учитывая проти-

воречивость данных в научных работах, а 

также отсутствие исследований, посвящен-

ных изучению постлучевых эффектов элек-

тронотерапии в печени, необходимо проведе-

ние иммунофенотипической оценки воспали-

тельной реакции. 

Не менее важным представляется экспери-

ментальная апробация методов защиты здоро-

вых тканей от ионизирующего излучения. 

Среди потенциальных радиопротективных 

средств наиболее перспективными являются 

препараты из группы антиоксидантов, к кото-

рым относится аскорбиновая кислота [9]. Ее 

способность связывать свободные радикалы и 

индуцировать эндогенную систему антиокси-

дантной защиты была доказана в эксперимен-

тах на многих органах [10]. На основании этого 

мы ожидаем позитивные результаты ее приме-

нения при оксидативном стрессе, развиваю-

щемся в ответ на воздействие электронами. 

Результаты данного исследования могут 

послужить основой для внедрения предлуче-

вого введения аскорбиновой кислоты в клини-

ческую практику при назначении электроно-

терапии пациентам с злокачественными ново-

образованиями органов брюшной полости с 

целью протекции здоровых гепатоцитов, по-

падающих в зону облучения. 

Цель исследования. Иммуногистохими-

ческая оценка уровней экспрессии IL-1β, IL-6, 

IL-10 после введения аскорбиновой кислоты в 

модели лучевого гепатита. 

Материалы и методы. Самцы крыс по-

роды «Вистар» (Rattus Wistar, возраст  

8–9 нед.; вес 220±20 г;  n=40) были поделены 

на четыре экспериментальные группы:  

I (n=10) – введение 0,9 % раствора NaCl 

(контрольная); 

II (n=10) – фракционное локальное облу-

чение электронами в суммарной очаговой 

дозе (СОД) 30 Гр;  

III (n=10) – интраперитонеальное введе-

ние аскорбиновой кислоты в дозе 50 мг/кг за  

1 ч до локального облучения электронами в 

СОД 30 Гр;  

IV (n=10) – интраперитонеальное введе-

ние аскорбиновой кислоты в дозе 50 мг/кг.  

Локальное облучение электронами жи-

вотных проводили на линейном акселераторе 

NOVAC-11. Животных всех групп выводили 

из эксперимента путем введения высоких доз 

анестетика через неделю после последней 

фракции. Все манипуляции выполняли со-

гласно Международным рекомендациям по 

проведению медико-биологических исследо-

ваний с использованием животных (ЕЭС, 

Страсбург, 1985) и Хельсинкской декларации 

Всемирной медицинской ассоциации.  

ELISA. Образцы печени взвешивали и до-

бавляли физиологический раствор в пропор-

ции 1:1. Затем готовили гомогенат в условиях 

охлаждающей водяной бани, который центри-

фугировали при 3000 об./мин в течение 10 мин, 

а супернатант забирали для дальнейшего ис-

следования. Количественный анализ экспрес-

сии цитокинов IL-1β, IL-6, IL-10 проводили с 

использованием коммерческих наборов ELISA 

(Cloud-Clone Corp., США). 

Гистологическое исследование. Фраг-

менты печени фиксировали в растворе забу-

ференного формалина, после проводки в авто-

матическом режиме заливали в парафиновые 

блоки, готовили серийные срезы (толщиной  

2 мкм), депарафинировали, дегидратировали 

и окрашивали гематоксилином и эозином. Ги-

стологические микропрепараты изучали под 

микроскопом Leica DM2000 с микрофото-

съемкой. Оценивали степень повреждения пе-

чени по стандартным критериям в соответ-

ствии с адаптированной балльной шкалой 

Histologic Activity Index (HAI) [11]. 

Иммуногистохимическое исследование.  

В качестве первичных использовали поликло-

нальные антитела к интерлейкину-1β (IL-1β; 

ThermoFisher, 1:100, США), интерлейкину-6 
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(IL-6; ThermoFisher, 1:100, США), интерлей-

кину-10 (IL-10; ThermoFisher, 1:100, США). 

Для определения вторичных антител исполь-

зовались универсальная двухкомпонентная 

система детекции HiDef Detection™ HRP Pol-

ymer system, (Cell Marque, США), анти-IGG 

мыши/кролика, пероксидаза хрена (HRP) и 

субстрат DAB. Ядра клеток докрашивали ге-

матоксилином Майера. Иммуногистохимиче-

ский анализ проводили в 10 случайно ото-

бранных полях зрения при увеличении ×400.  

Статистическая обработка. Получен-

ные в результате подсчета данные обрабаты-

вали с использованием компьютерной про-

граммы SPSS 12 for Windows (IBM Analytics, 

США). Данные выражены как среднее значе-

ние и стандартная ошибка. Для оценки нор- 

 

мальности распределения использовали кри-

терий Шапиро – Уилка. При сравнении иссле-

дуемых групп при распределении, отличном от 

нормального, применяли критерий Краскела – 

Уоллиса с апостериорным критерием Данна. 

Множественные сравнения проводили при по-

мощи U-теста Манна – Уитни. Различия при 

p≤0,05 считали статистически значимыми. 

Результаты. При гистологическом иссле-

довании фрагментов печени контрольной 

группы наблюдали четко определяющиеся пе-

ченочные балки, состоящие из гепатоцитов 

полигональной формы с крупным ядром в 

центре клетки (0 баллов по HAI) (рис. 1А). 

Аналогичную морфологическую картину 

наблюдали в необлученной группе, которой 

вводили аскорбиновую кислоту. 

 

  

Рис. 1. Печень контрольной (А) и облученной (Б) групп.  

Окрашивание гематоксилином и эозином, ×400, отрезок – 50 мкм 

Fig. 1. Liver of control (A) and irradiated (B) groups.  

Hematoxylin and eosin staining, ×400, segment – 50 μm 

 
Облучение электронами в суммарной дозе 

30 Гр приводило к нарушению гистоархитекто-

ники печени и развитию признаков гепатита  

(9 баллов по HAI): фокальная атрофия печеноч-

ных долек, баллонная дистрофия гепатоцитов, 

фокальный некроз, умеренная клеточная ин-

фильтрация портальных трактов, расширение 

синусоидов, кровоизлияния в перисинусоидном 

пространстве, гиперплазия клеток Купфера 

(рис. 1Б). При предлучевом введении аскорби-

новой кислоты отмечали менее выраженные 

признаки лучевого гепатита (4 балла по HAI) со 

слабой степенью атрофии печеночных долек, 

вакуолизации цитоплазмы гепатоцитов, воспа-

лительной инфильтрации портальных трактов. 

При иммуногистохимическом исследова-

нии печени крыс II группы после воздействия 

электронами в суммарной дозе 30 Гр обнару-

жили увеличение количества окрашенных на 

цитокины клеток по сравнению с контролем. 

В большинстве образцов (92 %) количество 

IL-1β- и IL-6-позитивных клеток преобладало 

над числом IL-10-клеток. При этом иммунные 

клетки располагались преимущественно пери-

васкулярно: в интерстициальной ткани и 

перисинусоидном пространстве (зона III) 

(рис. 2А). Выявленный дисбаланс цитокино-

вой системы подтвержден результатами коли-

чественного анализа гомогената печени мето-

дом ELISA (рис. 2Б).  

 

А 

А 
Б 
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Рис. 2. A – печень крыс контрольной группы (a, b), облученной группы (a’, b’) и группы предлучевого 

введения аскорбиновой кислоты (a’’, b’’). Иммуногистохимические реакции с антителами к IL-1 (a–a’’’) 

и IL-10 (b–b’’’), ×400, отрезок – 50 мкм.  

Б – распределение экспрессии про- и противовоспалительных цитокинов в гомогенате печени  

контрольной и опытных групп в пг/мл (* – статистически значимые различия по сравнению  

с контрольной группой, р≤0,05)  

Fig. 2. A – Liver of control group (a, b), irradiated group (a’, b’) and group of pre-radiation administration  

of ascorbic acid (a’’, b’’). Immunohistochemical reactions with antibodies to IL-6 (a–a’’’) and IL-10 (b–b’’’), 

×400, segment – 50 µm.  

B – Distribution of pro- and anti-inflammatory cytokine expression in liver homogenate, control and  

experimental groups, pg/ml (* – the differences are statistically significant compared with the control, p≤0.05) 

 
Предлучевое введение аскорбиновой кис-

лоты привело к частичному сохранению ба-

ланса между провоспалительными (IL-1β, IL-6) 

и противовоспалительными (IL-10) цитоки-

нами, однако экспрессия этих цитокинов пре-

вышала значения контрольной группы (рис. 2). 

Обсуждение. Воздействие локального об-

лучения электронами в СОД 30 Гр привело к 

развитию морфологических признаков луче-

вого гепатита.  

Следует отметить, что cравнение наших 

результатов и данных, полученных другими 

а’ а’’ а’’’ 

b’ b’’ b’’’ 
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исследователями при использовании Х- и  

γ-облучения [4, 12], демонстрирует, что элек-

троны оказывают более «щадящее» токсиче-

ское действие на гепатоциты, однако не усту-

пают в противоопухолевой эффективности 

другим видам ионизирующего излучения [6]. 

Так, облучение влияет на гепатоциты 

напрямую (посредством нарушения струк-

туры ДНК заряженными частицами) и опосре-

дованно (путем генерации многочисленных 

продуктов радиолиза воды), что вызывает ги-

бель гепатоцитов с высвобождением молеку-

лярных паттернов, связанных с повреждением 

(DAMPs), а также продукцией цитокинов и 

аларминов выжившими клетками [13]. В ре-

зультате в печени происходит резкое увеличе-

ние экспрессии этих молекул с вовлечением 

иммунных клеток в облученную зону для ути-

лизации патологически измененных клеток и 

демаркации воспаления, что было подтвер-

ждено результатами иммуногистохимиче-

ского исследования и количественного ана-

лиза экспрессии про- (IL-1β, IL-6) и противо-

воспалительных (IL-10) факторов. Аналогич-

ные результаты были получены в исследова-

ниях других авторов, но при воздействии на 

печень Х-излучения в дозе 4 Гр, в ответ на ко-

торое развивалась локальная воспалительная 

реакция, более выраженная по изучаемым по-

казателям [4]. 

Кроме того, необходимо отметить, что  

по результатам количественного анализа мы 

наблюдали значительное увеличение концен-

траций провоспалительных цитокинов по 

сравнению с противовоспалительными. Обна-

руженный цитокиновый дисбаланс, вероятно, 

связан с декомпенсацией локальной иммун-

ной защиты в печени после воздействия облу-

чения электронами [14].  

Предлучевое введение аскорбиновой кис-

лоты демонстрировало частичное сохранение 

баланса про- и противовоспалительных цито-

кинов. Вероятно, это связано со способностью 

аскорбиновой кислоты защищать клетки от 

прямых механизмов радиационного повре-

ждения: в единичных исследованиях была до-

казана протективная активность этого антиок-

сиданта в отношении молекул ДНК [15]. 

Кроме того, являясь мощным утилизатором 

свободных токсических радикалов, аскорби-

новая кислота также частично предотвращает 

гибель гепатоцитов от косвенных механизмов 

цитотоксического действия электронов, сни-

жая степень оксидативного стресса в парен-

химе печени [16]. Более того, по данным про-

веденного иммуногистохимического исследо-

вания экспрессии маркеров воспалительной 

реакции, не исключены косвенные противо-

воспалительные эффекты данного вещества, 

однако для доказательства данной гипотезы 

необходимо проведение молекулярно-биоло-

гических и молекулярно-генетических тестов 

с изучением конкретных сигнальных путей. 

Заключение. Через неделю после воздей-

ствия локального облучения электронами в 

суммарной дозе 30 Гр происходит развитие 

признаков лучевого гепатита. В печени выяв-

лено статистически значимое увеличение экс-

прессии провоспалительных цитокинов. В то 

же время предлучевое введение аскорбиновой 

кислоты обеспечивает частичную радиопро-

текцию здоровых гепатоцитов, а также восста-

новление цитокинового баланса и уменьшение 

клеточной воспалительной инфильтрации. 
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ASSESSMENT OF INFLAMMATORY RESPONSE AFTER ADMINISTRATION 

OF ASCORBIC ACID IN A RADIATION HEPATITIS MODEL 
 

G.A. Demyashkin, V.A. Yakimenko, M.A. Vadyukhin, D.I. Ugurchieva 
 

I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Ministry of Health  
of the Russian Federation, Moscow, Russia 

 
Exposure to ionizing radiation while treating malignant liver tumors causes radiation-induced hepatitis. 
Under electron irradiation, ascorbic acid may be a potential liver radioprotector. 
Objective. The aim of the study is to conduct immunohistochemical assessment of IL-1β, IL-6, IL-10 ex-
pression levels after administration of ascorbic acid in a radiation-induced hepatitis model. 
Materials and Methods. Wistar rats (n=40) were divided into four groups: Group 1 (n=10) – control; 
Group 2 (n=10) – electron irradiation, 30 Gy; Group 3 (n=10) – administration of ascorbic acid before 
electron irradiation; Group 4 (n=10) – administration of ascorbic acid. One week after the last fraction, the 
animals were withdrawn from the experiment. Liver fragments were examined morphologically, immuno-
histochemically and using ELISA method (IL-1β, IL-6, IL-10). Statistical analysis of the obtained data was 
performed using the a Post-hoc test for Kruskal-Wallis: The Dunn's Test. Multiple comparisons were per-
formed using the Mann-Whitney U test. 
Results. Electron irradiation resulted in a sharp increase in the expression of inflammatory factors and 
cytokine imbalance with a predominance of proinflammatory markers (IL-1β, IL-6) over anti-inflammatory 
ones (IL-10). In the group with pre-radiation administration of ascorbic acid, the levels of interleukins also 
exceeded the control values. However, the balance of pro- and anti-inflammatory factors was partially pre-
served. 
Conclusion. A week after exposure to local electron irradiation (total radiation dose – 30 Gy), signs of 
radiation-induced hepatitis was observed. A statistically significant increase in the expression of proin-
flammatory cytokines was detected in the liver. At the same time, pre-radiation administration of ascorbic 
acid provides partial radioprotection of healthy hepatocytes, as well as restoration of the cytokine balance 
and a decrease in cellular inflammatory infiltration. 
 
Key words: electrons, liver, cytokines, radioprotector, immunohistochemistry. 
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